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RESUMO

GARCIA, Rebeca Patricia Omena, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2014. Efeitos de giberelinas para respostas em plantas de tomate a
deficiéncia hidrica. Orientador: Adriano Nunes Nesi. Coorientadores: Marcelo
Rogalski e Wagner Luiz Araujo

A deficiéncia hidrica € reconhecidamente um dos mais importantes fatores que
afetam o crescimento, o desenvolvimento, o metabolismo, a sobrevivéncia e o
rendimento em plantas superiores. Para garantir a sua sobrevivéncia, as plantas
desenvolveram mecanismos para lidar com estresses. Trabalhos recentes tem
sugerido um papel importante das giberelinas (GAs) na sobrevivéncia das plantas
sob condigdes adversas. No entanto, pouco se sabe sobre as implicacbes
fisiolégicas, metabdlicas e bioquimicas em plantas com alteracbes nos niveis
endogenos de GAs quando submetidas a deficiéncia hidrica. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos fisioldgicos e bioquimicos da alteragéo
enddgena nos niveis de GAs em tomateiros mutantes, gib1, gib2 e gib3, deficientes
na biossintese de GAs, em condi¢cbes de deficiéncia hidrica. Demonstrou-se que
plantas mutantes tem a capacidade de manter a agua na folha por mais tempo e sao
capazes de recuperar a fotossintese mais rapidamente, quando comparado ao WT,
apo6s passarem por um periodo de deficiéncia hidrica. Adicionalmente, plantas gib2 e
gib1 ndo apresentaram murcha aparente mesmo com valores de potencial hidrico
baixos. Este fendtipo foi relacionado ao nanismo, encarquilhamento e
engrossamento de folhas dos gendtipos mutantes. No entanto, plantas mutantes
apresentaram investimento no crescimento radicular em detrimento da parte aérea.
Assim, plantas menores com sistemas radiculares desenvolvidos tem a capacidade
de manter a agua na folha por mais tempo por utilizarem a agua disponivel no solo
mais lentamente. A restricdo do crescimento pela menor disponibilidade de GAs
pode ser vantajosa em ambientes adversos, por permitir o redirecionamento de
recursos energéticos para mecanismos que promovem a sobrevivéncia. Os
resultados aqui apresentados sugerem um papel importante das GAs para respostas

de aclimatacao ou de tolerancia a deficiéncia hidrica.
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ABSTRACT

GARCIA, Rebeca Patricia Omena, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
of 2014. Effects of gibberellins to responses in tomato plants to water deficit.
Adviser: Adriano Nunes Nesi. Co-advisers: Marcelo Rogalski and Wagner Luiz
Araujo

Drought stress is admittedly one of the most important factors that affect growth,
development, metabolism, survival, and vyield in higher plants. To ensure their
survival, plants have evolved mechanisms to deal with stress. Recent work has
suggested an important role of gibberellins (GAs) in plant survival under adverse
conditions. However, little is known about the physiological, metabolic and
biochemical implications in plants with changes in endogenous levels of GAs when
subjected to water deficit. Thus, this study aimed to evaluate the physiological and
biochemical effects of changes in endogenous levels of GAs in mutant tomato, gib17,
gib2 and gib3, deficient in the biosynthesis of GAs in water stress conditions. It was
shown that mutant plants have the ability to retain water on the sheet for a longer
time and are able to recover more quickly photosynthesis when compared to WT
after undergoing a period of drought stress. Additionally, gib2 and gib1 plants
showed no wilting apparent even with low values of water potential. This phenotype
was related to stunting, leaf curling and thickening of the mutant genotype. However,
mutant plants showed investment in root growth at the expense of shoot. Thus,
plants with smaller root systems have developed the capacity to retain water on the
leaves for a longer time by using the available water more slowly in the soil. The
growth restriction due to lower availability of GAs can be advantageous in adverse
environments by allowing redirection of energy resources for mechanisms that
promote survival. The results presented here suggest an important role of GAs

responses to acclimation or drought tolerance.
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1. INTRODUGCAO

Dentre os fatores abidticos aos quais as planta podem ser acometidas,
destaca-se a deficiéncia hidrica, que ocorre quando a perda de agua pela planta
excede a capacidade de absorgdo de agua pelas raizes a partir do solo durante
tempo suficiente para provocar danos irreversiveis a planta (Jaleel et al., 2007). A
deficiéncia hidrica € um dos fatores mais importantes que afetam o crescimento das
plantas, o desenvolvimento, o metabolismo, a sobrevivéncia e o rendimento em
plantas superiores (Charlton et al., 2008; Ramirez et al., 2009; Urano et al., 2009;
Ning et al., 2010; Begcy et al., 2012; Loyola et al., 2012). As plantas respondem a
deficiéncia hidrica promovendo o fechamento dos estématos, reduzindo a atividade
fotossintética, alterando a elasticidade da parede celular e até mesmo gerando
compostos toxicos que podem levar a morte da planta (Ahuja et al., 2010).

Tem-se observado que em condi¢cdes de estresse hidrico ocorrem alteragdes
no transcriptoma, proteoma e metaboloma de diferentes espécies indicando uma
reprogramagao metabdlica em decorréncia do estresse (Bokhari et al., 2007;
Shulaev et al., 2008; Chae et al., 2009; Ahuja et al., 2010). Consequentemente,
alteragcdes no crescimento sdo frequentemente observadas em decorréncia da
deficiéncia hidrica. Essas alteragdes incluem reducdo da biomassa da parte aérea
em trigo (Loggini et al., 1999), diminuigdo do comprimento do caule e da massa seca
em batata (Ravindra et al.,, 1991; Lerna e Mauromicale, 2006) e diminuicdo da
massa e da area foliar total em tomate (Shao et al., 2008). Adicionalmente, a falta de
agua pode diminuir o tamanho da folha, a longevidade e o numero de folhas por
planta (Tahi et al., 2008; Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Apesar das alteragdes no
crescimento, alguns genodtipos tém a capacidade de se adaptar a periodos de
escassez de agua, combinando alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas
que melhoram a sua capacidade para suportar a falta de agua (Seki et al., 2007;
Loyola et al., 2012).

Em geral, as plantas utilizam mecanismos que retardam o aparecimento dos
sintomas do déficit hidrico como a produgdo de acido abscisico (ABA). Esse
composto atua como um regulador central de diversas respostas a estresses

ambientais em plantas exercendo papel importante na integracéo de sinais apds a
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percepcdo do estresse (Tran et al., 2007). Tém-se observado que altas
concentragbes de ABA promovem o fechamento estomatico e induzem a expresséo
de genes relacionados com o estresse hidrico (Seki et al., 2007). Ademais, varios
genes que respondem ao estresse hidrico em nivel de transcricdo foram
identificados por microarranjo e outras técnicas. Alguns desses genes séo induzidos
por tratamento de ABA ao passo que outros ndo. Registra-se também que analises
moleculares tém demonstrado a existéncia de sistemas regulatorios dependentes e
independentes de ABA na regulagao transcricional sob estresse hidrico (Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki, 2005, 2006; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Outro mecanismo que permite que as plantas evitem e/ ou tolerem o estresse
hidrico inclui o acumulo de osmdlitos e antioxidantes (Bartels e Sunkar, 2005;
Medeiros et al., 2012). O acumulo de solutos organicos compativeis (osmoalitos) &
utilizado no ajustamento osmético que é considerado um importante mecanismo de
tolerancia por manter a turgescéncia celular e favorecer a absorgdo de agua em
ambientes com deficiéncia hidrica (Medeiros et al., 2012). Estudos tém demonstrado
que sob deficiéncia hidrica, ocorre acumulo de agucares nao-redutores (tais como
oligossacarideos da familia rafinose, a sacarose, a trealose e o sorbitol), agucares
redutores (como glicose e frutose), aminoacidos (tais como prolina) e aminas (tais
como glicina, betaina e poliaminas) em diferentes espécies vegetais (Taji et al.,
2002; Bartels e Sunkar, 2005; Seki et al., 2007). As espécies tém capacidade para
sintetizar esses metabdlitos, os quais acumulam naturalmente em cultivares
tolerantes. Em espécies susceptiveis, programas de engenharia genética para
producdo de plantas transgénicas tolerantes a seca tém utilizado genes que
codificam componentes de vias metabdlicas relacionadas a estresses, tais como
para o acumulo de ABA ou compostos osmoticamente ativos, e para a sintese de
proteinas especificas relacionadas com a remogao de espécies reativas de oxigénio,
e proteinas chaperonas (Umezawa et al., 2006).

Como descrito acima, plantas cultivadas sob deficiéncia hidrica podem ter seu
crescimento regulado por ABA (Munns, 2005). No entanto, outros horménios
responsaveis pela promogao do crescimento como as citocininas e as giberelinas
(GAs) também parecem estar envolvidos em respostas a estresses (Magome et al.,
2004; Achard et al., 2006; Rivero et al., 2007; Albacete et al., 2008; Ha et al., 2012).
Acredita-se que os niveis desses horménios na planta afetam o seu desempenho
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em condi¢cdes de estresse e, consequentemente, a sua tolerancia. Adicionalmente,
além das citocininas e GAs, destacam-se as auxinas e brassinosterdides como
responsaveis pelo crescimento, ao passo que, assim como o ABA, o etileno e acido
jasmodnico sao mais comumente associados com respostas a estresses (Wolters e
Juergens, 2009).

As GAs sao uma grande familia de fitormonios diterpendides tetraciclicos que
controlam varios processos do desenvolvimento ao longo do ciclo de vida da planta
(Hedden e Kamiya, 1997) incluindo a germinacdo das sementes, expansao foliar,
alongamento do colmo, desenvolvimento de tricomas, indug&o e desenvolvimento da
flor e de frutos até o desenvolvimento da semente (Olszewski et al., 2002; Sakamoto
et al., 2004; Sun e Gubler, 2004; Zhu et al., 2006; Gao et al., 2011), os quais sao
suprimidos por estresses osmaéticos (Hu et al., 2007). Além disso, GAs intermediam
estimulos ambientais, modificando o fluxo através da propria via biossintética.
Portanto, a regulacédo da biossintese de GAs € de fundamental importancia para o
desenvolvimento da planta e sua adaptagdo ao meio ambiente (Hedden e Kamiya,
1997; Hedden e Kamiya., 1997). Além disso, o conteudo de GAs bioativas atua de
modo a promover a sua homeostase através da regulagédo via feedback negativo
sobre as enzimas GA3 oxidase e GAyy oxidase, que sdo responsaveis pelas etapas
finais da biossintese das GAs, e por feedback positivo sobre a GA, oxidase que
realiza a inativagdao das GAs (Hedden e Kamiya, 1997; Hedden e Proebsting, 1999).
Apesar de ja terem sido identificadas inumeras diferentes GAs em plantas, somente
poucas agem como reguladores enddégenos de crescimento por serem precursores
da via biossintética ou se encontrarem na sua forma inativa (Cowling et al., 1998;
Yamaguchil e Kamiya, 2000; Richards et al., 2001).

Estudos com o intuito de avaliar a relacdo dos baixos niveis de GAs
enddégenas com tolerancia a estresses abioticos (e.g. seca) tém sido realizados em
diferentes espécies vegetais (Dubois et al., 2013; Ho et al., 2013; Nir et al., 2013);
(Zawaski e Busov, 2014). Em um destes estudos, objetivando esclarecer o
mecanismo responsavel pela tolerancia a deficiéncia hidrica, plantas de tomate
mutantes apresentando superexpressdo do gene GA-metil-transferase 1 de
Arabidopsis thaliana (AtGAMT1) foram geradas e analisadas (Nir et al., 2013). Estas
plantas apresentaram baixos niveis de GAs bioativas visto que o gene At{GAMT1

codifica uma enzima que catalisa a metilacdo das GAs ativas gerando GAs inativas.
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As plantas de tomate superexpressando AtGAMT1 exibiram fendtipo tipico de
deficiéncia de GA e uma maior tolerancia ao estresse hidrico. Ndo obstante, ao se
realizar aplicagao exégena de GA o crescimento normal e a sensibilidade a seca foi
restabelecida (Nir et al., 2013). Em adicdo, verificou-se que estas plantas
apresentaram menor transpiracdo da planta inteira sob limitacdo hidrica. A
transpiracéo reduzida foi atribuida a menor condutancia estomatica uma vez que a
superexpressao do GAMT1 inibiu a expansao de células epidérmicas da folha
conduzindo a formagao de estdmatos menores, com redugcédo de poros estomaticos
(Nir et al., 2013).

Neste contexto, onde o envolvimento do baixo conteudo de GAs ativas com a
maior tolerancia a deficiéncia hidrica em plantas ja é conhecido, verifica-se que
estudos mais aprofundados em plantas com reduzidos niveis endégenos de GAs
sao ainda necessarios e fundamentais para melhor compreensao dos mecanismos
responsaveis pelas respostas apresentadas por essas plantas visto que, muito
provavelmente, sao variaveis e nao sejam mantidas sob condicbes extremas
diversas. Portanto, uma detalhada caracterizacao fisiolégica e metabdlica destas
plantas deve ser realizada para um maior entendimento do envolvimento do
metabolismo de GAs e respostas a deficiéncia hidrica. Diante do exposto, os
objetivos desse trabalho foram verificar a hipétese de que o reduzido conteudo
enddégeno de GAs esta envolvido em respostas aclimatativas e de tolerancia de
plantas mutantes submetidas a deficiéncia hidrica. Esse estudo permitira uma maior

compreensao das respostas metabdlicas a seca envolvendo as GAs.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL E CONDIGOES DE CULTIVO

2.1.1 DESCRIGAO DOS GENOTIPOS UTILIZADOS

As plantas de tomate mutantes deficientes na biossintese de GAs utilizadas
neste estudo foram produzidas e caracterizadas genotipica e fenotipicamente
previamente (Koornneef et al., 1990). Esses mutantes foram obtidos pela imersao de
sementes da cultivar comercial Money-Maker em solugao do agente mutagénico etil
metano sulfonato (EMS). A analise genotipica realizada inicialmente revelou que as
mutagdes geradas pelo EMS ocorreram em diferentes loci, localizados em diferentes
cromossomos (Koornneef et al., 1990). Os mutantes denominados gib3, gib2 e gib1
possuem mutagdes nos cromossomos sete, um e seis, respectivamente (Koornneef
et al. 1990). A caracterizagao dos mutantes gib7 e gib3 revelou que esses gendtipos
possuem reduzidas as atividades da enzima ent-copalil difosfato sintase, com
reducdo de 94% em relagdo ao tipo selvagem (WT) e ent-caureno sintase, com
reducéo de 93% comparado ao WT, respectivamente. Essas enzimas participam das
primeiras reagoes de sintese de GA localizadas nos plastideos. Ja para gib2, apesar
de ndo se conhecer o nivel de reducao da atividade, deve ter afetado a expressao
da enzima acido ent-caurendico oxidase localizada no reticulo endoplasmatico
(Figura 1; Bensen e Zeevaart, 1990; Zeevaart 1986). Em conjunto, a baixa
expressado de genes e baixa atividade dessas trés enzimas resultaram em plantas

mutantes com niveis reduzidos de GAs (Koornneef et al., 1990).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da rota biossintética das GAs. Setas em vermelho
indicam as enzimas cuja atividade foi reduzida nos mutantes gib7, gib2 e gib3,
utilizados neste estudo.

2.1.2 CONDIGOES DE CULTIVO

O experimento foi realizado em Vigosa (20°45’S, 650 m altitude), Minas
Gerais, em casa de vegetacdo e no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo do
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

Sementes de plantas de tomate do tipo selvagem e mutantes deficientes na
biossintese de GAs, gib1, gib2 e gib3 (altamente, intermediaria e moderadamente
deficiente), gentilmente cedidas pelo Dr. Koornneef (Max Planck Institute for Plant
Breeding Research, Colbnia, Alemanha), foram utilizadas.

As sementes foram germinadas em placa de Petri (15 cm de didametro)
contendo duas camadas de papel toalha do tipo germiteste umedecido com solugao
de GA4+7 10 pyM. Posteriormente, as placas foram acondicionadas em camara de
crescimento do tipo BOD (Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), sob fotoperiodo de
12/12 horas (dia/noite), temperatura 25/16 °C (dia/noite), umidade relativa 65 + 5 %
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e intensidade luminosa de 150 umol fétons m™ s™', por um periodo de sete dias.
Diariamente, as sementes germinadas, com emissdo da radicula com um centimetro
de comprimento, foram transferidas para vasos de 0,08 dm?® contendo substrato
comercial Tropstrato HT® para hortalicas e permaneceram nas camaras de
crescimento até expansao das folhas cotiledonares. Os vasos foram mantidos em
casa de vegetagcdo e, apdés o aparecimento de trés folhas completamente
expandidas, as plantulas foram transplantadas para vasos de 1,4 dm?® contendo
subtrato para hortalicas suplementado com a formulagdo NPK granulado 4:14:8
(equivalente a 4% de (NH;)"(NO3)~, 14% de P,0s, 8% de K,0) na proporgéo de 0,5
kg de NPK para 10,0 kg de substrato. Depois de cultivadas por 6 semanas em casa
de vegetagcdo, aplicou-se o tratamento que consistiu de plantas irrigadas
periodicamente (controle, C1), plantas sob deficiéncia hidrica (DH) onde a agua foi
suprimida totalmente e plantas que passaram por um periodo de deficiéncia hidrica
mas que receberam irrigacado até recuperacéo total dos parametros fotossintéticos,
como fotossintese e condutancia estomatica, (RI). Adicionalmente, para que fosse
possivel a comparagao da condigao estressante com a condigao 6tima ao cultivo, os
tratamentos DH e RI apresentaram, cada um, o seu controle, sendo C1 e C2
respectivamente. Plantas do tratamento controle foram irrigadas diariamente a fim
de manter-se a umidade do substrato dos vasos proxima a capacidade de campo
até o fim do experimento. As avaliagdes fisiolégicas, bem como coletas de folhas e
raizes para analises bioquimicas foram iniciadas quando o potencial hidrico de pelo
menos 50% das plantas de cada gendtipo atingiu -1,3 MPa. A determinagéo do
potencial hidrico foi realizada na antemanhd com o auxilio de uma bomba de
pressdao do tipo Scholander. Para o tratamento que consistiu de reirrigacdo das
plantas, o parametro utilizado para iniciar as coletas foi a fotossintese e condutancia
estomatica medidos com um Analisador de gases infravermelho em sistema aberto,
sendo a média dos valores das plantas de cada tratamento idénticos a média dos
valores de plantas totalmente irrigadas (controle, C2) indicando a recuperagao apos
o estresse.

As avaliacdes foram realizadas em folhas completamente expandidas apds
as analises de potencial hidrico e trocas gasosas para plantas sob deficiéncia hidrica

e sob recuperacdo acompanhados dos seus controles, C1 e C2, respectivamente.



2.2 ANALISES DE CRESCIMENTO E COLETA DE MATERIAL

Durante o experimento, os parametros de crescimento foram analisados no
que diz respeito a taxa de crescimento relativo em altura. O crescimento das plantas
foi monitorado a cada trés dias. Para tal, a altura das plantas foi quantificada com
auxilio de uma régua milimétrica desde a altura do colo até a gema apical durante
todo o experimento. Ao final, foram determinadas a massa seca da parte aérea
(folhas e caule) e raiz e area foliar total e area foliar especifica. Posteriormente a
taxa de crescimento relativo em altura (TCR-h) foi calculada conforme Evans (1972)
e Hunt (1982).

Para a determinacao da area foliar especifica (AFE), oito discos foliares de
0,212 cm? (0,519 cm de diametro), foram secos em estufa a 65 °C, até peso seco
constante. A area foliar total (AFT) foi estimada a partir da AFE utilizando a massa
seca de todas as folhas. A determinacdo de ambas AFE e AFT foi realizada
seguindo protocolo descrito (Mielke et al., 1995). A AFE foi calculada utilizando a

formula:

AFE (m? g") = __érea foliar dos discos (m?) .

massa seca dos discos (g)

Amostras foliares foram coletadas, imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C até analise. Uma vez coletadas as amostras, as
folhas, hastes e raizes foram separadas e imediatamente levadas a estufa com
ventilacado forgada a 65 °C para obtengdo da massa seca (MS) apds peso constante.
Valores de massa seca, alocagao de biomassa de folhas, hastes e raizes e a razao

raiz parte aérea (R/PA) foram calculados segundo Benincasa (2003).

2.3 DETERMINAGAO DE PARAMETROS DE TROCAS GASOSAS E DE FLUORESCENCIA

A taxa fotossintética (Ax), a condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a
concentragao interna de CO; (Cj) e a taxa de transpiragao foliar (E) foram medidas
simultaneamente aos parametros de fluorescéncia da clorofila a, no penultimo foliolo

da terceira folha, contada a partir do apice. Para tal utilizou-se um analisador de
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gases a infravermelho em sistema aberto (IRGA — Infrared Gas Analyzer), dotado de
uma camara de area amostral de 2 cm? modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, NE,
EUA), com fluorémetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.). As medi¢cbes foram
realizadas no periodo de 8:00 as 12:00 h, sob irradiancia de 1000 umol de fétons m
s™, condicdo padrdo de CO, de 400 ppm e sem controle da temperatura da camara
do IRGA. A quantidade de luz azul aplicada foi de 10% da densidade do fluxo
fotossintético para maximizar a abertura estomatica. A temperatura da casa de
vegetacao durante as avaliagdes foi de 23,7 + 2,5 °C. Além das medigcbes descritas
acima, também foram determinadas as taxas respiratorias no escuro (Rq) utilizando-
se 0 mesmo equipamento, durante o periodo de escuro (entre 21:00 e 01:00 h),
apo6s duas horas do término do periodo luminoso, sendo utilizado o mesmo foliolo
usado para determinar os demais parametros de fotossintese.

A determinacdo da fluorescéncia da clorofila a ocorreu em seguida da
afericdo da Ry com um fluorébmetro acoplado ao IRGA. As folhas foram inicialmente
expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2 umol de fétons m?s™), para
a determinacgao da fluorescéncia inicial (Fp). Em seguida, um pulso de luz saturante,
com irradiancia de 6000 umol de fotons m? s’ e duracdo de 1 s, foi aplicado para
estimar-se a fluorescéncia maxima emitida (Fn). A fluorescéncia minima de folhas
adaptadas a luz (Fy’) e a fluorescéncia maxima da clorofila (F,,’) foram determinadas
utilizando o mesmo equipamento concomitantemente a coleta dos dados de trocas
gasosas. Procedeu-se ainda, a estimativa da eficiéncia fotoquimica maxima do FSlI
(FJ/Fr), da eficiéncia de captura de energia de excitagdo pelos centros de reagao
abertos do FSIl (F//Fy’), dos coeficientes de extingdo fotoquimica (q.) e nao-
fotoquimica (NPQ) e da taxa de transporte de elétrons (ETR), conforme DaMatta e
Rena (2002).

Os resultados de An, Ry € E foram expressos por unidade de massa (kg)

enquanto que gs e ETR foram expressos por unidade de area (mz).
2.4 DETERMINAGAO DO STATUS HIiDRICO DA PLANTA

O status hidrico da planta foi determinado durante o experimento por meio de
uma camara de pressdo do tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments,
Albany, NY, USA) na antemanha (3:00 - 5:30 horas). O penultimo foliolo da quarta
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folha do apice para a base foi cortado na insercdo do peciblulo e imediatamente
colocado na camara para afericdo do potencial hidrico (W) (Scholander et al.,
1964). Os resultados foram expressos em MPa.

Adicionalmente, o status hidrico também foi determinado mediante o teor
relativo de agua (TRA), segundo protocolo descrito por Cairo (1995). Apds as
avaliacdes nao destrutivas, oito discos foliares de 0,212 cm? (0,519 cm de diametro)
foram coletados de folhas localizadas na base, meio e apice da planta no fim do
experimento. Imediatamente os discos foram pesados para determinacdo da massa
fresca (MF) e colocados em placas de Petri contendo agua destilada. Apds um
periodo de quatro horas, no qual os discos permaneceram imersos em agua, 0S
discos foram secos cuidadosamente entre papel adsorvente sob uma mesma
pressdo sobre eles, de forma que houvesse a perda da umidade externa sem
extravasamento de agua dos tecidos, e novamente pesados para obtengdo da
massa turgida (MT). Posteriormente, os discos foram colocados em sacos de papel
e levados a estufa com ventilagao forgcada a temperatura de 65 °C para obtengao da
massa seca (MS) até peso constante. De posse da massa fresca, turgida e seca, o
TRA foi calculado conforme a equacgao abaixo e os resultados foram expressos em

porcentagem.

TRA (%) = _MF—MS_*100
MT — MS

2.5 DETERMINAGAO DA PERDA DE AGUA EM FOLHA DESTACADA

Para a determinacédo da perda de agua, o penultimo foliolo da quinta folha
completamente expandida, a contar do apice, foi destacada e imediatamente teve
sua massa determinada. Em seguida o foliolo foi mantido com o lado abaxial voltado
para cima nas mesmas condi¢gdes de crescimento das plantas. Durante um periodo
de 2 h foi determinada a massa da folha em intervalos de 10 min. Posteriormente, a
perda de agua foi calculada como a percentagem de perda da massa fresca, relativa

a massa fresca inicial (Araujo et al., 2011).
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2.6 ENsAIOS BlOQUIMICOS

Para a determinagcdo das atividades das enzimas, metabdlitos e danos
celulares, amostras foliares foram coletadas no meio do periodo de luz e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C até o

momento do uso.

2.6.1 EXTRAGAO ETANOLICA

Aliguotas de aproximadamente 30 mg de massa fresca macerada foram
utilizadas para as analises bioquimicas. As amostras foram submetidas a extragao
etandlica, a quente, pela adicao de 250 yL de alcool etilico 98% aos microtubos de
1,5 mL contendo o macerado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por
20 min, a 80 °C, sob agitacdo de 822 g. ApoOs esse periodo os microtubos foram
centrifugados a 17.000 g por 10 min a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e armazenado em um novo tubo de 1,5 mL. O precipitado resultante foi
submetido a outras duas extragdes conforme descrito acima, utilizando 150 e 250 pL
de alcool etilico 80% e 50%, respectivamente. Os sobrenadantes obtidos nessas
etapas foram combinados e, assim como o precipitado resultante, armazenados a -
20 °C para analises dos metabdlitos como descrito anteriormente (Nunes-Nesi et al.,
2007). Os teores de clorofila a, clorofila b, foram determinados imediatamente e
posteriormente quantificaram-se acucares, malato, fumarato, aminoacidos totais e
nitrato, todos quantificados a partir do extrato etandlico. Proteinas totais e amido

foram determinados a partir do precipitado.

2.6.2 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE CLOROFILAS

Para a determinacdo de clorofilas a e b utilizou-se protocolo descrito
anteriormente (Porra et al.,, 1989) por meio de um leitor de microplacas (OptiMax
Tunable Microplate Reader). Para tanto, em uma microplaca de 96 pocgos, foram
adicionados em cada pocgo 25 uL do extrato etandlico fresco, 25 pL do mix etandlico
(contendo etanol 98%, 80% e 50% na proporg¢ao 2:1:2, respectivamente) e 120 uL
de etanol 98%. Posteriormente foram feitas leituras em dois comprimentos de onda,

665 e 645 nm, correspondendo a clorofilas (Chl) a e Chl b, respectivamente. Os
11



teores de clorofilas foram determinados por meio das equacdes abaixo e expressos

emmg g~ de massa fresca (MF).

Chl a = 5,21*AbSess — 2,07"AbSs45
Chl b = 9, 29*Ab8645 - 2, 74*Ab8665

2.6.3 DETERMINAGAO DOS TEORES DE AMINOACIDOS TOTAIS

O conteudo de aminoacidos totais foi quantificado conforme previamente
descrito (Gibon et al., 2004). Para tanto, em uma microplaca adicionaram-se 25 uL
do extrato etandlico, 25 pL de etanol 70%, 50 pL de tampao citrato pH 5,2 acrescido
de acido ascorbico 0,2 % (p/v) e 100 pL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v),
em cada pog¢o. A microplaca foi incubada no escuro por 20 min, a 95 °C e
centrifugada por 15 segundos a 12.800 g. Posteriormente, foi feita a leitura da placa
no comprimento de onda de 570 nm. Para a determinagédo de aminoacidos totais
fez-se a curva de calibracao utilizando leucina como padrao, nas concentracdes de
0, 0,04, 0,06, 0,20, 0,40 e 1,00 mM. Os dados obtidos foram expressos em pmol g'1
MF.

2.6.4 DETERMINAGAO DO CONTEUDO DE AGUCARES

Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados segundo
metodologia descrita anteriormente (Fernie et al., 2001). Inicialmente foi preparado
uma mistura (meio de reagao) contendo tampao HEPES/KOH 100 mM com MgCl, 3
mM pH 7, ATP 118 mM, NADP* 484 mM, e 56 unidades de desidrogenase da
glicose-6-fosfato - GBPDH (5 mg mL™). Em uma microplaca, foram adicionados em
cada poco 160 pL do mix, 25 pyL do extrato e 25 uL de etanol 76%. Foram feitas
leituras das absorvancias a 340 nm com intervalos entre leituras de um minuto. Uma
vez ocorrida a estabilizacdo da densidade o6ptica (OD), adicionaram-se 5 L,
sucessivamente, das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reagao), fosfoglicose
isomerase (0.7 U por reagao) e invertase (5 U por reagao) com intervalos de 20 min
entre cada aplicagdo. Todas as enzimas foram resuspendidas no mesmo tampao do

meio de reagao. Para estimar a concentracdo dos respectivos agucares, resultados
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expressos em umol g'1, utilizou-se a seguinte equagéo, baseada na lei de Lambert-

Beer:

umol NADPH=___AOD .
(2,85%6,22)

2.6.5 DETERMINAGAO DOS CONTEUDOS DE MALATO E FUMARATO

Os conteudos de malato e fumarato foram determinados como descrito
anteriormente (Nunes-Nesi et al., 2007). Em cada reacdo foram adicionados 25 uL
de tampao Tricina/KOH 0,4 M com MgCl, 20 mM pH 9,0, 10 yL de brometo de
metiltiazolildifeniltetrazolio - MTT (10 mM), 5 uL de NAD® (60 mM), 2 uL de
fenazinaetosulfato - PES (20 mM), 5 pL de Triton X-100 10% (v/v), 28 uL de H,0,
adicionando-se ainda 15 pL do extrato etandlico. Por meio de um leitor de
microplacas, as leituras foram feitas a 570 nm com intervalo entre leituras de 1 min.
Uma vez estabilizado a OD, foram adicionados sucessivamente aos pogos 5 uL de
malato desidrogenase (1 U por reagao) e, apdés nova estabilizacdo da OD, 5 uL de
fumarase (0,1 U por reacédo). Ambas as enzimas foram ressuspendidas no mesmo
tampao do meio de reacdo. A determinacdo das concentracbes de malato e
fumarato foram feitas a partir de curvas de calibragao utilizando-se o acido malico e
fumarico como padrdes. Para a confeccdo da curva de malato utilizou-se as
concentracdes de 0, 0,125, 0,25, 0,375, 0,5, 0,75, 0,875 e 1 mM. Para a construgao
da curva de fumarato utilizou-se as seguintes concentragdes: 0, 0,025, 0,05, 0,075,
0,1, 0,15, 0,175 e 0,2 mM. Os resultados desses acidos organicos obtidos foram

expressos em umol g MF.
2.6.6 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE NITRATO

Para a quantificagéo de nitrato utilizou-se a metodologia descrita previamente
(Fritz et al., 2006). Em cada reagao foram adicionado 10 yL de tampé&o fosfato 1 M
pH 7,5, 0,5 yL de NADPH 50 mM preparado em NaOH 5 mM, 1 uL de redutase do
nitrato (0,005 U por reacéo) preparada em tampao fosfato 0,1 M pH 7,5, 78,5 pL de

H,O e 10 pyL do extrato etandlico. Foram preparadas duas reagdes para cada
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amostra, em uma delas foi adicionado a redutase do nitrato e na outra substituiu-se
a enzima por H;O. A enzima promove a redugédo do nitrato a nitrito. Desse modo,
tornou-se possivel quantificar e descontar o conteudo de nitrito ja presente na
amostra e quantificar apenas o nitrito oriundo da redugcédo do nitrato na reagdo em
que se adicionou a redutase do nitrato. Uma vez montada a placa com as duas
reacbes em paralelo, a placa foi incubada no escuro, por 30 min, a 25 °C.
Posteriormente, adicionaram-se 15 uL de fenazinametosulfato (PMS) 0,25 mM e
incubou-se novamente por 20 min a 25 °C. Apds esse periodo, acrescentaram-se a
reacdo 120 yL do mix contendo sulfanilamida 1% em acido fosférico 3 M (p/v) e
dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina — NED 0,02% (p/v) na proporgao de 1:1.
Apos uma terceira incubagcdo por 10 min a 25 °C, as absorbancias foram
determinadas no comprimento de onda de 540 nm em um leitor de microplacas. A
determinacdo da absorvancia correspondente ao nitrato presente nas amostras se
deu pela subtracao do valor de absorbancia de amostras contendo o meio de reagao
com redutase do nitrato pelas absorbancias de amostras contendo o meio de reagao
com excecgao da enzima. A determinagao do conteudo de nitrato foi possivel a partir
da curva de calibragdo utilizando nitrato de potassio (KNO3;) como padrdo nas
seguintes concentragdes: 0, 0,4, 0,8 e 1,6 uM. Os resultados foram expressos em
uM g de MF.

2.6.7 DETERMINAGAO DOS TEORES DE PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

O conteudo de proteinas soluveis totais foi determinado segundo Gibon e
colaboradores (2004). Inicialmente, o precipitado resultante da extragcdo etandlica,
fragdo insoluvel em entanol, foi ressuspendido em 400 yL de NaOH 0,1 M e
homogeneizado. Os microtubos foram incubados por 1 h a 95 °C, sob vigorosa
agitacao e, apo6s centrifugados por 5 min, 21.023 g, a 4 °C. Uma aliquota de 3 pL do
sobrenadante foi retirada dos microtubos e adicionada a microplaca ja contendo 180
ML da solugéo de Bradford (diluicdo 1:5 do reagente) em cada pogo. O comprimento
de onda utilizado para leitura da microplaca foi de 595 nm. Pbode-se determinar a
concentracdo de proteina nas amostras apdés a confecgao da curva de calibracédo,

sendo albumina sérica bovina (BSA) o padrao utilizado, nas concentragdes de 0,
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0,08, 0,16, 0,24, 0,32, 0,40, 0,60, 0,80 mg mL™". Os resultados foram expressos em
mg g MF.

2.6.8 DETERMINAGAO DO CONTEUDO DE AMIDO

A concentragado de amido foi determinada como descrito previamente (Fernie
et al., 2001). Aos tubos contendo o precipitado resultante da extragdo etandlica e o
NaOH 0,1 M (mesmo extrato utilizado para quantificagcdo de proteinas), foram
adicionados 70 uL de acido acético 1 M para neutralizagdo do extrato, e
homogeneizado vigorosamente. Uma aliquota de 40 yL da suspenséo foi retirada e
colocada em uma microplaca, que continha 60 uL do mix de hidrolise do amido,
composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades pL™) e a-amilase (0,01 U
pL'1) ressuspendidas em acetato de sédio 0,5 M pH 4,9. A microplaca foi vedada
com fita de aluminio (3M Modelo 425®) e incubada por 1 h a 55 °C, com leve
agitacdo. Posteriormente, a microplaca foi centrifugada por 15 s a 12.800 g e sé
entao retirados e transferidos para uma nova microplaca 15 pyL da suspensdo. Em
cada pocgo foram adicionados 160 yL do meio de reagdo composto por tampéao
Hepes/KOH 1M pH 7,0 MgCl, 3 mM, ATP 118 mM, NADP* 48,4 mM e 56 unidades
de desidrogenase da glicose-6-fosfato— G6PDH (0,7 unidades pL™"). Por meio de um
leitor de microplacas, mencionado anteriormente, foram lidas as absorvancias das
respectivas amostras a 340 nm, com 1 min de intervalo entre leituras. Uma vez
estabilizado a OD, foram adicionados aos pogos 5 pL de hexocinase (2 unidades por
reagao). O conteudo de amido foi entdo calculado com a mesma equacgao utilizada
para determinacdo de aclcares. Os resultados expressos em pmol de glicose g~
MF.

2.6.9 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE METABOLITO E ENZIMAS ENVOLVIDOS NO

METABOLISMO ANTIOXIDATIVO E DANOS CELULARES

2.6.9.1 DETERMINAGAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA

A peroxidagcdo de lipideos durante o estresse oxidativo foi estimada
indiretamente pela determinagdo do teor de malonaldeido (MDA) segundo

metodologia descrita anteriormente (Lima et al., 2002). Aliquotas de
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aproximadamente 100 mg de massa fresca foliar foram utilizadas para essa analise.
As amostras foram submetidas a extragdo com acido tricloracético (TCA). Aos
microtubos de 1,5 mL contendo o material macerado foi adicionado 1 mL de TCA 1%
(p/v), homogeneizados e centrifugados por 15 min, a 10.000 g a 4 °C. A fragdo
sobrenadante foi transferida para outro microtubo. Esse processo foi realizado duas
vezes, 0s sobrenadantes, misturados em um mesmo microtubo, foram quantificados
e o precipitado descartado. A quantificacdo do MDA ocorreu apés adigao de 750 pL
de TCA 20% com acido tiobarbiturico — TBA 0,5%, em um microtubo de rosca ja
contendo uma aliquota de 500 pL do extrato. Os tubos foram incubados por 30 min a
95 °C com leve agitagao e, apos esse periodo, a reacgao foi paralisada em banho de
gelo. Em uma microplaca foram adicionados 300 yL de cada amostra em triplicata.
As leituras foram feitas em dois comprimentos de onda, 532 e 600 nm. De posse dos
valores de absorbancia, as médias das triplicadas foram obtidas e a determinagao
da concentragdo de MDA foi determinada pela equagao de (Heath e Packer, 1968),

como se segue, expressando-se os resultados em nmol g™ MF.

MDA (nmol mL™) = (Asz2 — Asog) *10°
155000

2.6.9.2 DETERMINAGAO DE ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO ANTIOXIDATIVO

Para avaliar a atividade de enzimas do sistema antioxidante, 50 mg de massa
fresca de folhas foram homogeneizados em meio de extracdo constituido por
tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, DTT 2 mM, &acido
ascorbico 20 mM e polivinilpirrolidona — PVPP 4% (p/v). O extrato enzimatico bruto
foi utilizado para determinagdo da atividade de catalases (CAT), peroxidases do
ascorbato (APX) e dismutase do superéxido (SOD) conforme descrito por Cakmak e
Horst (1991).

A atividade da CAT foi determinada a partir de 10 yL do extrato bruto
enzimatico. Em uma microplaca contendo o extrato foi adicionado o meio de reagao
composto de 15 pL de tampéao fosfato de potassio 1 M, pH 7,0, 245 pL de H,0. A
reagao foi iniciada com a adigdo de 30 yL de perdxido de hidrogénio (H20,). As

leituras foram feitas em 240 nm por 3 min, com intervalos de 5 s entre leituras,
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observando-se o decréscimo na concentracdo de H,O,. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 16,1 mM™" cm™ e expressa
em umol de H,0, min™ mg™ proteina.

Para a atividade da APX, em cada pogo de uma microplaca, foram
adicionados 5 pL do extrato enzimatico e o meio de reagdo contendo 15 pL de
tampéao fosfato de potassio 1 M, pH 6,0, 1,5 uL de acido ascorbico 200 mM e 275,5
ML de H.O. A reacdo foi iniciada com adicdo de 3 pL de H»0,. A APX foi
determinada estimando-se a taxa de oxidagdao do ascorbato nos trés primeiros
minutos da reagao, a 290 nm, com intervalo de 5 s entre as leituras. A atividade foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM” cm™ e os
resultados expressos em pmol de acido ascorbico min™ mg™ proteina.

A atividade da SOD foi estimada utilizando-se 10 yL do extrato enzimatico
(diluido 1:2) e 0 meio de reagéo constituido de tampao fosfato de potassio 0,05 M,
pH 6,8, EDTA 0,1 mM, p-nitro tetrazdlio — NBT 75 yM, metionina 13 mM, riboflavina
2 uM e Hy0O. Foram montadas duas reag¢des para cada amostra, sendo que uma
delas foi incubada no escuro, por 10 min, e a outra permaneceu em uma camara de
luz fluorescente de 15 Watts durante o mesmo periodo. A reacgao foi iniciada ao
acender a luz. Apdés o tempo de reagao, as leituras foram realizadas em 560 nm.
Para os calculos, a absorvancia utilizada foi aquela obtida pela subtracdo da
absorbancia da reagao no claro pela reagao no escuro. A determinagao da atividade
da SOD ¢é dada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do NBT na
presenca de luz, e a reagcdo é paralisada com o apagar da luz. A formagcdo da
formazana azul, composto arroxeado, foi facilmente visualizada utilizando o meio de
reacao sem adicao do extrato vegetal (branco). Dessa forma, uma unidade de SOD
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
fotoredugao do NBT e os resultados obtidos foram expressos em unidades de SOD

min™" mg™ proteina.
2.6.9.3 DETERMINAGAO DE NUCLEOTIDEOS DE PIRIDINA

Os conteudos de NAD(H) e NADP(H) foram determinados como descrito
anteriormente (Schippers et al., 2008). Para tanto, aproximadamente 30 mg de

material fresco foliar macerado foram utilizados para cada uma das duas extracoes,
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a extragdo da forma oxidada (NAD" e NADP*) e da forma reduzida (NADH e
NADPH), pois sao distinguidas pela destruicdo preferencial em base ou &acido,
respectivamente. Para a extracdo da forma oxidada, em uma aliquota de material
macerado foram adicionados 400 uyL de HCIO4 0,1 M, homogeneizado e incubado a
4 °C (gelo) por 10 min. Apds esse periodo, foi centrifugado por 10 min, a 21.023 g, a
4 °C, e uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi transferido para outro microtubo,
o qual foi incubado por 2 min, a 95 °C. Aos microtubos, ja em gelo, foram adicionado
100 pyL de KOH 0,1 M em Tris 0,2 M, pH 8,4 e, apdés 15 min em gelo, o extrato foi
diluido na proporcao de 1:2. O processo de extracdo para a forma reduzida foi o
mesmo, entretanto, a solugdo extratora nesse caso foi KOH 0,1 M e a solugao
neutralizante foi HCIO4 0,1 M em Tris 0,2, pH 8,4.

A concentracéo de NAD" foi determinada utilizando-se 10 yL do extrato, 90 pL
de H,O e 50 yL do mix de reacédo contendo15 pL de tampéao Tricina/KOH 1 M, pH
9,0, 1,2 uL EDTA 0,5 M, 20 pyL de MTT 9 mM, 0,5 pL de PES 30 mM, 4,4 uL de
etanol 100%, 0,9 L de desidrogenase alcoolica do estoque de 2000 unidades mL™
e 8 pL de H,0. Apds incubar a microplaca por 5 min a 30 °C, foram realizadas as
leituras no comprimento de onda de 570 nm, durante um periodo de 40 min, com
intervalos entre leituras de 1 min. A determinacdo do conteido de NAD" foi possivel
a partir da curva de calibragdo utilizando NAD* como padrdo, nas seguintes
concentracodes: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 pmol. Os resultados foram expressos
em nmol de NAD* g™' MF. Seguiu-se com o mesmo procedimento para determinagao
do NADH, sendo o NADH o padrao para construgao da curva.

Para a determinacdo do conteido de NADP®, uma aliquota de 10 uL do
extrato foi adicionada em uma microplaca e, além de 90 uL de H;O, adicionou-se o
meio de reagao contendo 15 pL tampao Tricina/KOH 1 M, pH 9,0, 1,2 uL de EDTA
0,5 M, 20 yL de MTT 9 mM, 0,5 pL de PMS 30 mM, 2,5 pL de glicose-6-fosfato —
G6P 180 mM, 0,645 pL de G6PDH grade | (700 unidades mL™") em tamp#o tricina e
10,16 pyL de H>O. Apds incubar a microplaca por 5 min, a 30 °C, as leituras foram
realizadas no comprimento de onda de 570 nm, durante um periodo de 40 min, com
intervalos entre leituras de 1 min. A determinacdo do conteido de NADP™ foi
possivel a partir da curva de calibragdo utilizando NADP* como padrdo nas

seguintes concentragdes: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 pmol. Os resultados foram
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expressos em nmol de NADP* g”' MF. Seguiu-se com o mesmo procedimento para

determinacdo do NADPH, sendo o NADPH o padréo para a confeccédo da curva.
3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental usado foi em blocos casualizados, em esquema
fatorial 4x4, correspondendo a quatro regimes hidricos: (i) plantas irrigadas (C1),
controle do tratamento sob deficiéncia hidrica, (ii) plantas sob deficiéncia hidrica
(DH), (iii) plantas irrigadas, controle do tratamento de reirrigacéo (C2), e (iv) plantas
reirrigadas, recuperagado apos passar por periodo de seca (RIl). Também foram
utilizados quatro gendtipos (WT, gib3, gib2 e gib1), com seis repeticbes para cada
tratamento, considerando-se como repeticdo cada individuo amostrado. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, para
verificar diferenca estatistica entre os genotipos em cada um dos tratamentos, as
meédias foram comparadas pelo teste t Student a 5% de probabilidade (P<0,05),
comparando sempre as linhagens mutantes ao tipo selvagem (WT), com auxilio dos

algoritmos presentes no programa Microsoft Excel® (Microsoft, Seattle).
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIAGCAO FENOTIPICA DE PLANTAS MUTANTES COM REDUGAO NOS NIVEIS
ENDOGENOS DE GA

Plantas do tipo selvagem (WT) e mutantes na biossintese de GA (gib3, gib2 e
gib1) apresentaram um fenétipo distinto quando comparadas entre si. Observou-se
que, em condigdes 6timas (C) ao cultivo das plantas, o crescimento de plantas WT e
gib3 foi semelhante, enquanto plantas gib2 e gib1 apresentaram menor crescimento,
entretanto semelhante entre esses gendtipos (Figura 2). Adicionalmente, foi
observado que folhas das plantas mutantes apresentaram cor verde escura quando
comparado ao WT, principalmente os gendtipos gib2 e gib1. Cumpre ressaltar que
essa coloragéo verde intensa de gib2 e gib1 ndo se correlaciona com os teores de
clorofila (Chl) (Figura 10). Este fato foi atribuido a morfologia e anatomia das folhas,
caracterizadas pelo encarquilhamento e engrossamento foliar (Figura 2).

Ao serem submetidas a condigdo de deficiéncia hidrica (DH) por oito dias,
verificou-se que ao passo que as plantas WT e gib3 apresentaram sintomas visiveis
de murcha, as plantas gib2 e gib1 ndo apresentaram qualquer sintoma de murcha.
Assim, plantas gib2 necessitaram de 15 dias sob estresse para apresentar murcha
aparente. Por outro lado, as plantas do gendétipo gib7, mesmo em condigdes de falta
de agua por 20 dias, ndo apresentaram sinais de murcha aparente (Figura 2). E
importante destacar que o periodo sob deficiéncia hidrica necessario para que todos
0s genotipos atingissem o potencial hidrico (W) de -1,3 MPa foi variavel, e plantas
mutantes, com menor conteudo endoégeno de GA, necessitaram de um maior tempo
para chegar ao ¥, desejado (Figura 3). Com o intuito de verificar a recuperagao das
plantas ao estresse hidrico, apos alcancarem um WY, de -1,3 MPa, foram
imediatamente reirrigadas. Verificou-se claramente que no dia seguinte a reirrigagao

(RI), as plantas apresentaram-se completamente turgidas (Figura 2).
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Figura 2. Plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker) com baixos
niveis de giberelinas enddgenas, gib3, gib2 e gib1, ao final de oito, 15 e 20 dias sob
deficiéncia hidrica, respectivamente. C representa o tratamento controle em que as
plantas foram irrigadas durante todo o experimento; DH representa tratamento de
deficiéncia hidrica no qual as plantas permaneceram sem irrigagdo por um periodo
de oito, 15 e 20 dias para gib3, gib2 e gib1, respectivamente; e RI, tratamento de
reirrigacdo, no qual as plantas passaram por um periodo de deficiéncia hidrica
(variavel para cada genétipo) e posteriormente foram reirrigadas até recuperagao de
parametros fisioldgicos. Barras verticais representativas equivalentes a 11,5 cm.

4.2 AVALIAGAO DO STATUS HIDRICO EM PLANTAS MUTANTES NA BIOSSINTESE GAS

O status hidrico de plantas WT e mutantes na biossintese de GA foi
determinado diariamente durante 23 dias apos aplicagdo dos tratamentos (Figura 3).
Como descrito acima, observou-se que plantas WT e gib3 atingiram o W,, proximo a
-1,3 MPa apds oito dias de suspenséo da irrigagédo, enquanto gib2 e gib1 atingiram o
mesmo W, somente apés 15 e 20 dias, respectivamente (Figura 3A).
Posteriormente, ao alcangarem o W¥,, de -1,3 MPa, as plantas foram reirrigadas e
ap6s um dia de irrigagao o W, retornou a valores préximo de zero, com excegao de
plantas do gendtipo gib2 que necessitaram de dois dias para a recuperagéo do ¥,

préoximo a zero (Figura 3C).
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Figura 3. Variacdo no status hidrico em resposta aos diferentes niveis de GAs
enddgenos e deficiéncia hidrica em plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker). Potencial hidrico (W) de folhas de plantas com diferentes niveis
enddégenos de GAs ao fim de cada tratamentos (A); teor relativo de agua (TRA) das
plantas ao final da exposi¢ao de cada tratamento (B); W,, de folhas de plantas com
reduzidos niveis enddégenos de GAs durante os dias de exposicdo ao estresse
hidrico (C) e; Perda de agua de folhas destacadas de plantas mutantes na
biossintese de GAs com 8 semanas de cultivo durante duas horas (D). Valores estao
apresentados como medias = erro padrdo de pelo menos seis plantas. Setas em
vermelho indicam pontos de coleta de amostras do tratamento com plantas sob
deficiéncia hidrica (DH) e seu respectivo controle (C1). Setas em azul indicam
pontos de coleta de amostras do tratamento com plantas que passaram por um
periodo de seca e recuperaram os parametros fisiolégicos (RIl) e seu respectivo
controle (C2). Asterisco na figura D indica 0 momento (em minutos) onde os valores
dos mutantes gib2 e gib1 mostram-se significativamente diferentes (P<0.05) pelo
teste t de Student em relacédo ao WT. Asterisco das figuras A e B indicam diferenca
significativa pelo teste t de Student a 5% de probabilidade (P<0,05) entre gendtipos
em um mesmo tratamento, comparando sempre em relagédo ao WT.

Adicionalmente, o status hidrico também foi determinado por meio do teor
relativo de agua (TRA) (Figura 3C) no dia da coleta de amostras de cada tratamento
como indicado pelas setas vermelhas e azuis na Figura 3A. Em condi¢cbes 6timas
(C1 e C2) e apos a reirrigagao, maiores valores de TRA, superiores a 80% para o
WT e os gendtipos mutantes foram observados, no entanto, os gendtipos gib2 e gib1

apresentaram valores significativamente superiores quando comparados ao WT.
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Sob deficiéncia hidrica, redugdes no TRA foram observadas, chegando a 61% para
WT e gib3 enquanto para gib2 e gib1 os valores foram iguais a 68% e 70%,
respectivamente.

Para tentar entender o fato de plantas mutantes com niveis enddégenos de GA
reduzidos alcangarem mais tardiamente o W,, -1,3 MPa, realizou-se um ensaio para
avaliar a perda de agua em folhas destacadas (Figura 3B). Surpreendentemente, os
mutantes gib3, gib2 e gib1 apresentaram taxas de perdas semelhantes ao WT
apenas nos primeiros 50 min, posteriormente, maiores perdas de massa fresca em
relacdo ao WT foram observadas nos genotipos. Dessa forma, apdés 50 minutos
gib3, gib2 e gib1 apresentaram 22%, 20% e 19% de perda de agua,
respectivamente, ao passo que em plantas WT essas perdas chegaram a 16%.
Apesar de as plantas mutantes apresentarem maior perda de agua, apenas gib2 e

gib1 diferiram significativamente do WT apds os 50 min de analise.

4.3 ANALISES BIOMETRICAS DE PLANTAS MUTANTES NA BIOSSINTESE GAS

Os parametros de crescimento avaliados apresentaram os menores valores
em plantas mutantes com baixos niveis endogenos de GAs quando comparados aos
das plantas WT (Figura 4). Ao final do experimento, foram determinadas as alturas
absolutas de plantas WT e dos mutantes (Figura 4A). Como esperado, verificou-se
que plantas gib2 e gib1, com menores niveis de GA, apresentaram menor
crescimento quando comparadas ao WT. Interessante que as plantas do mutante
gib3 apresentaram maior altura que o WT, diferindo significativamente no tratamento
em que plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica (DH) e seu controle (C1). No
tratamento DH e RI, pbde-se observar uma leve redugao na altura final em plantas
WT e gib3.

Durante a condug¢ao do experimento, medi¢cdes de altura foram realizadas em
intervalos de trés dias e a taxa de crescimento relativo em altura (TCR-h) antes da
aplicacdo do estresse e durante o estresse foram calculadas (Figura 4B e C).
Observou-se que plantas gib2 e gib1 obtiveram TCR-h reduzidas em condigdes
normais de cultivo (Figura 4B). Durante o estresse hidrico, observou-se que as TCR-
h das plantas gib2 e gib1 foram superiores as do controle WT. Entretanto, sob esta

mesma condic¢do, plantas WT e gib3 diminuiram consideravelmente seu crescimento
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comparado com 0s mesmos gendtipos no tratamento controle (C1). Apds a

reirrigacdo, o WT e os mutantes retomaram seu crescimento normal observado em

C2.
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Figura 4. Variagdo em parametros de crescimento relacionados com altura de
plantas de tomate (Solanum Iycopersicum cv. Moneymaker) em resposta a
deficiéncia hidrica. Altura das plantas ao final do experimento (A); taxa de
crescimento relativo em altura (TCR-h) de plantas antes da aplicagdo dos
tratamentos (B); e TCR-h apdés a aplicagdo da deficiéncia hidrica (C). Valores
representam meédias * erro padrdo de pelo menos seis plantas. Asterisco indica
diferenga significativa pelo teste t de Student a 5% de probabilidade (P<0,05) entre
gendtipos em um mesmo tratamento, comparando sempre os mutantes com o tipo
selvagem.
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A baixa concentragdo endogena de GAs em plantas mutantes promoveu
reducdes na area foliar total (AFT) e especifica (AFE), na massa seca de folhas
(MSF), de hastes (MSH), de raizes (MSR), total (MST), na razao raiz/parte aérea
(R/PA) e consequentemente na alocacdo de biomassa (Figura 5),
independentemente de alteracbes promovidas por fatores externos sendo, portanto,
caracteristica intrinseca ao genétipo mutante. A AFT foi menor nas plantas mutantes
(gib3, gib2 e gib1) em todas as condigbes testadas (Figura 5A). A exposicdo de
plantas a deficiéncia hidrica (DH), mesmo naquelas em que a irrigagao € retomada
(RI), ocasionou em reducéo da AFT tanto em plantas mutantes como no WT, sendo
as reducbes mais drasticas em plantas com reduzidos niveis de GAs. Em se
tratando de AFE, os resultados foram semelhantes aos encontrados para AFT em
que plantas mutantes apresentam menor AFE em todas as condi¢des testadas com
excecgao do tratamento controle (C2) utilizado para comparagdes com o tratamento
RI (Figura 4B). Adicionalmente, destaca-se que os dois tratamentos controles (C1 e
C2) sdo compostos de plantas com idades distintas, uma vez que cada um deles
serviu de parametro de comparacgao para o tratamento de deficiéncia hidrica (DH) e
para o de reirrigacado (RI), respectivamente. Tal fato pode explicar, em parte, os
resultados distintos destes tratamentos onde plantas permaneceram irrigadas
durante todo o experimento.

Ao final do experimento, foram realizadas coletas e determinados a
massa seca dos 6rgaos da planta bem como a MST, R/PA e alocagao de biomassa
(Figura 5). A MSF (Figura 5C), MSH (Figura 5D), MSR (Figura 5E) e a MST (Figura
5F) foram reduzidas em plantas mutantes contendo os menores niveis endégenos
de GA, quando comparados ao WT, em todos os tratamentos analisados, sendo as
redu¢cdes mais drasticas nos genotipos gib1 e gib2, respectivamente. Quando as
plantas foram submetidas ao tratamento de DH, houve uma maior redugéo da MSF,
MSH e MST quando comparada ao do tratamento C1, enquanto a MSR foi reduzida
apenas em plantas WT e gib3. Plantas no tratamento RI também apresentaram
reducdes na massa seca dos 6rgaos da planta e na total quando comparadas ao
tratamento C2. Isso ocorreu devido ao periodo de oito, 15 e 20 dias sob deficiéncia
hidrica ao qual foram submetidos os gendtipos WT e gib3, gib2 e gib1,

respectivamente.
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Figura 5. Variagdo de parametros biométricos em resposta a deficiéncia hidrica em
plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker). Area foliar total (AFT)
(A); area foliar especifica (AFE) (B); massa seca de folhas (MSF) (C); massa seca
de hastes (MSH) (D); massa seca de raiz (MSR) (E); massa seca total da planta
(MST) (F); razdo entre raiz e parte aérea (R/PA) (G) e; alocagao de biomassa (H)
onde barras representam o percentual da MST de cada 6rgdo. Valores estao
apresentados como medias = erro padrdao de pelos menos seis plantas. Analise
estatistica conforme descrito na Figura 4.
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A razao entre raiz e parte aérea indicou que plantas gib2 e gib1 apresentaram
uma maior alocagao de biomassa em raizes em todos os tratamentos, fato este que
pode explicar o maior tempo necessario para observagao de murcha nessas plantas
quando comparadas as WT e gib3. Assim, os maiores valores de R/PA sugerem que
esses mutantes dispdem de uma maior area de raiz para absorver agua do solo e
uma menor area transpirante, diminuindo assim as perdas de agua por transpiragao
(Figura 5G). Os valores absolutos da razdo R/PA aumentaram no tratamento DH e
no RI, demonstrando que, sob escassez de agua, as plantas tém um maior
investimento em raizes com o intuito de aumentarem a area de absorgao de agua e
também para o alongamento das raizes em busca de agua em locais mais
profundos. Os resultados de alocagdo de biomassa confirmam que plantas gib2 e
gib1 apresentam uma elevada taxa de alocagédo de biomassa em raizes, seguido de
folnas e hastes, enquanto WT e gib3 apresentam maior alocagcdo de biomassa

também em raizes, seguido de hastes e folhas neste caso (Figura 5H).

4.4 PARAMETROS DE FLUORESCENCIA E FOTOSSINTESE EM PLANTAS MUTANTES COM

BAIXOS NiVEIS ENDOGENOS DE GAS SOB DEFICIENCIA HiDRICA

De forma geral, a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FSII)
(FvwFm) embora tenha sido afetada negativamente em gib2 no tratamento DH e
positivamente em gib3 em C1 e Rl e em gib1 no tratamento C1 apenas, esse
parametro foi superior a 0,80 indicando que tanto o cultivo das plantas em condicbes
otimas quanto naquela sob deficiéncias hidrica ndo ocasionaram danos severos a
cadeia de transporte de elétrons cloroplastidica e ao FSIlI (Figura 6A). Entretanto,
foram observados maiores diferencas entre gendtipos quanto a eficiéncia de captura
dos centros de reagao (F,/Fn’) (Figura 6B). Foram também observadas diferengas
significativas em gib3 e gib1 nos dois tratamentos controle (C1 e C2) enquanto que
plantas sob deficiéncia hidrica apresentaram redugdo em gib2 e plantas que foram
reirrigadas apdés um periodo de deficiéncia hidrica apresentaram incremento nos
gendtipos gib3 e gib1, sendo estatisticamente diferente do WT apenas este ultimo
neste tratamento. Além disso, os valores absolutos de F,/F,; no WT e mutantes

foram inferiores a 0,80. Dessa forma, as plantas apresentaram um certo grau de
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estresse durante o dia e parecem se recuperar durante a noite, até mesmo no

tratamento DH.
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Figura 6. Variacdo nos parametros de fluorescéncia da clorofila a em resposta aos
diferentes niveis endogenos de GAs e deficiéncia hidrica em plantas de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Moneymaker). Eficiéncia fotoquimica maxima do FSII
(FW/Fm) (A); rendimento quantico efetivo do transporte de elétrons no FSII (F,'/Fr’)
(B); coeficiente de extingdo fotoquimica (q.) (C); coeficiente de extincdo nao-
fotoquimica (NPQ) (D) e; taxa de transporte de elétrons (ETR) (E). Valores estédo
apresentados como medias + erro padrao de pelos menos seis plantas. Analise
estatistica conforme descrito na Figura 4

O coeficiente de extingao fotoquimica (qL) foi variavel entre os gendtipos em
todos os tratamentos (Figura 6C). As condicdes de seca (tratamento DH)

ocasionaram redug¢des em WT e gib3, ndo sendo tao drasticas em gib2 e gib1 que
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diferiram significativamente do WT. Em condi¢des de seca com posterior irrigagéo
(tratamento RI), as plantas recuperaram os valores de gL tanto do WT quando dos
gendtipos mutantes. O coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ) apresentou
um padrao variavel entre os gendtipos (Figura 6D). Em condi¢des controle (C1), gib3
e gib1 apresentaram menores valores enquanto que gib2 mostrou incrementos no
NPQ. Sob deficiéncia hidrica, gib2 também apresentou os maiores valores diferindo
do WT. Plantas mutantes e o WT apresentaram redugbes significativas nos
tratamentos RI e seu respectivo controle (C2).

O efeito do genotipo foi evidente na taxa de transporte de elétrons (ETR)
observando-se incrementos em gib3, gib2 e gib1 quando comparados ao WT, ainda
que em alguns tratamentos esses incrementos ndo tenham sido significativos, é
muito clara a tendéncia de aumento dos valores de ETR nos gendtipos mutantes em
relacdo ao WT em cada uma das condi¢cdes analisadas (Figura 6E). Plantas gib2 e
gib1 apresentaram maior ETR diferindo significativamente do WT quando
submetidas a condigbes de estresse hidrico. Apos a reirrigagdo, os gendtipos gib3 e
gib1 apresentaram as maiores taxas de transporte de elétrons. Em todas as
condigcbes em que as plantas foram submetidas, péde-se observar que em gib7 os
valores de ETR foram extremamente aumentados quando comparados ao WT.

Durante o cultivo das plantas nas diferentes condicbes testadas, foi
monitorada a taxa de assimilacéo liquida de CO;, (An) no inicio da aplicagdo do
tratamento de deficiéncia hidrica e apds a reirrigagcao até o momento em que fosse
observada total recuperacdo das plantas no que diz respeito a este parametro, ou
seja, quando a média dos valores de Ay de plantas reirrigadas (RI) estivessem
préximos a médias dos valores de plantas irrigadas durante todo o experimento (C2)
(Figura 7). Assim, quando as plantas atingiram o ¥, -1,3 MPa (como citado
anteriormente, Figura 3C) foram realizadas as analises de trocas gasosas
correspondendo aos dias oito, 15 e 20 apds a suspensédo da irrigacédo para WT e
gib3, gib2 e gib1, respectivamente (Figura 7). Péde-se observar que, plantas ao
atingirem o W¥,, desejado, apresentaram reduzidos valores de Ay, principalmente em

plantas WT e gib3, ao passo que gib2 e gib1 apresentaram menores redugoes.
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Figura 7. Alteragdo nos valores de fotossintese liquida de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Moneymaker) com baixos niveis de GAs em resposta as
condicbes testadas durante o periodo de aplicagdo dos tratamentos. Valores estao
apresentados como medias * erro padrdao de pelos menos seis plantas. Setas em
vermelho indicam pontos de coleta de amostras do tratamento com plantas sob
deficiéncia hidrica (DH) e seu respectivo controle (C1). Setas em azul indicam
pontos de coleta de amostras do tratamento com plantas que passaram por um
periodo de seca e recuperaram os parametros fisioldgicos (RIl) e seu respectivo
controle (C2). Analise estatistica conforme descrito na Figura 4.

Posteriormente a reirrigacédo, apesar do W, das plantas atingirem valores
proximos de zero ja no dia seguinte, as plantas necessitaram de um periodo de
tempo maior para recuperar os parametros fisioldgicos, representados pela An.
Dessa forma, WT e gib3, que apresentam similaridades fenotipicas entre si,
apresentaram Ay similar ao das plantas controle apds cinco dias da reirrigagao,
enquanto gib2 e gib1 recuperam a Ay apds trés e dois dias da reirrigacao,
respectivamente. Tais resultados evidenciam novamente o efeito do gendétipo sobre
os tratamentos, sendo aqueles com menores concentragées enddgenas de GAs os
que apresentaram recuperagao mais rapida e menor perda de agua atrasando, em
dias, o momento em que o W,, alcangou os valores desejados e, consequentemente,
nao apresentaram reducgdes tao discrepantes na Ay quando comparados ao WT e
gib3 (Figura 7).
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Tendo em vista a importancia do processo fotossintético e respiratorio sobre
0s parametros de crescimento, analises de trocas gasosas e respiragdo no escuro
foram realizadas em plantas WT e mutantes na biossintese de GA no dia da coleta
de cada tratamento (setas na Figura 7 indicam os pontos de coleta). De forma geral,
as plantas mutantes exibiram uma tendéncia de maiores valores nos parametros
instantdneos de trocas gasosas analisados (Figura 8). A Ay de plantas WT e
mutantes apresentou um padrao variavel entre os gendtipos dentro de cada
tratamento (Figura 8A). Em C1 houve reducdo na Ay em gib2 enquanto os outros
gendtipos néo diferiram do WT. Sob DH, todos os gendtipos apresentam drastica
redugdao em Ay principalmente plantas gib3 enquanto que as gib7 apresentaram os
maiores valores. No tratamento Rl e C1 houve incremento nas taxas fotossintéticas
nos genotipos mutantes quando comparados ao WT em cada condigdo. A
fotossintese por unidade de massa e TCR em gib2 e gib1 apresentou uma relagao
diretamente proporcional sob deficiéncia hidrica sugerindo que os baixos niveis de
GAs ocasionaram em investimento no crescimento em altura mesmo sob estresse.
De forma inversa, foi observada uma relagdo inversamente proporcional entre
fotossintese por unidade de massa e crescimento em massa seca em ambos 0s
tratamentos indicando que plantas com baixo niveis de GAs endégenos acumulam
pouca massa seca mesmo tendo uma maior taxa fotossintética. Dessa forma, parece
que plantas deficientes na biossintese de GA investem em Ay na tentativa de
manutencao do metabolismo e nao propriamente no acumulo de biomassa.

A condutancia estomatica (gs) apresentou a mesma tendéncia observada
para Ay verificando-se que as plantas com baixos niveis de GAs apresentaram maior
gs (Figura 8B). Interessante observar que em todas as condi¢cbes testadas as
plantas mutantes apresentaram maiores valores de gs até cinco vezes mais que nas
plantas WT, com excec¢ao do tratamento DH onde gs foi apenas levemente superior
ao selvagem. Em condi¢gdes otimas ao cultivo (C1 e C2) as plantas mutantes
apresentaram aumentos significativos na gs, com excegao de gib3 no tratamento C1.
Quando as plantas foram expostas a deficiéncia hidrica, houve redu¢do da gs em
todos os gendtipos, quando comparados ao controle, sendo as redugbes mais
drasticas em plantas com niveis de GAs adequados. Apds a reirrigacao, a gs das
plantas foi reestabelecida e os gendtipos mutantes apresentaram ainda maiores

valores em relagdo ao WT. Semelhantemente a gs, os mutantes apresentaram
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maiores valores de transpiracéo (E) (Figura 8C). O tratamento de deficiéncia hidrica
interferiu negativamente na E das plantas enquanto plantas gib1 apresentaram os
maiores valores que os demais genoétipos. Apos recuperagao do estresse, verificou-

se que as taxas transpiratorias foram incrementadas nos mutantes.
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Figura 8. Variagdo nos parametros de tocas gasosas em resposta aos diferentes
niveis endogenos de GAs em plantas de tomate (Solanum Iycopersicum cv.
Moneymaker) submetidos a deficiéncia hidrica. Taxa de assimilagao liquida de CO,
(An) (A); Condutancia estomatica (gs) (B); Taxa de transpiragdo (E) (C);
Concentragéo interna de CO; (C;) (D); Taxa de respiracdo no escuro (Rq4) (E) e;
Eficiéncia instantédnea do uso da agua (EUA) (F). Valores estado apresentados como
medias + erro padrédo de pelos menos seis plantas. Analise estatistica conforme
descrito na Figura 4.
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A concentragao interna de CO; (C;) também foi calculada para que
fosse possivel uma inferéncia a respeito de limitagdes difusivas e bioquimicas da
fotossintese quando tomados em conjunto com os dados de trocas gasosas (Figura
8D). Verificou-se que as plantas com baixos niveis de GAs apresentaram maior C;
em nos tratamentos C1, C2 e RI quando comparados aos de WT. Sob o tratamento
DH observou-se maiores valores de C; para gib 3 € menores para gib 2 e gib1
(significativamente para gib1 apenas).

Em geral, observou-se que a taxa respiratéria (Rqy) ndo diferiu drasticamente
entre os gendtipos (Figura 8E). Entretanto, quando as plantas foram submetidas a
DH, os gendtipos gib2 e gib1 apresentaram redugdao na Ry e, quando foram
reirrigadas, apenas o genotipo gib7 apresentou alta Ry. Sob deficiéncia hidrica,
verificou-se que gib2 e gib1 apresentaram maiores valores de eficiéncia instantanea
do uso da agua (EUA) comparado ao WT (Figura 8F). Entretanto, apos o estresse

nas condi¢cdes Rl e C2, todos os gendtipos mutantes apresentaram reduzidas EUA.

4.5 EFEITOS DE BAIXOS NiVEIS ENDOGENOS DE GAS SOBRE O METABOLISMO DO
CARBONO E DO NITROGENIO EM RESPOSTA A DEFICIENCIA HiDRICA

Com o intuito de compreender o impacto das GAs sobre o metabolismo do
carbono e do nitrogénio sob condicbes de estresse por deficiéncia hidrica, foi
realizada uma caracterizagao bioquimica de folhas dos gendtipos utilizados. De
modo geral, foram observadas varias alteragbes nos niveis de compostos
associados ao metabolismo do carbono e do nitrogénio em fungdo dos niveis
endégenos de GA e em fungao das condigdes ambientais as quais as plantas foram
submetidas (Figura 9 e 10).

Os conteudos de glicose e frutose apresentaram-se semelhantes no que diz
respeito ao tratamento C1 e DH, sendo que neste ultimo tratamento foram
verificadas redugdes no conteudo destes carboidratos nas plantas mutantes (Figura
9A e B). Entretanto, verifica-se que a exposi¢cao das plantas a deficiéncia hidrica
favorece o acumulo de glicose e frutose em todos os gendétipos quando comparado
ao tratamento controle (C1), mesmo com valor significativamente menor em gib1
para frutose em DH. Apds a reirrigacdo, os niveis desses agucares em gib2 e gib1

também foram reduzidos quando comparados ao WT e, em plantas gib3, também
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houve menor acumulo de frutose. Dentre os acucares quantificados, a sacarose foi o
acucar que menos se acumulou em WT e gib3, enquanto em gib2 e gib1 apresentou
os valores mais elevados, nos tratamentos analisados (Figura 9C). O efeito do
gendtipo foi evidenciado em plantas mutantes quando cultivadas em condigdes
otimas (C1 e C2). Nos tratamentos DH e Rl ndo foram observadas diferengas
significativas no conteudo de sacarose.

A concentragdo de amido ao meio dia foi reduzida nos genétipos mutantes
nos tratamentos controle (C1 e C2) (Figura 9D). Entretanto, sob a deficiéncia hidrica
observaram-se maiores teores de amido nos gendtipos gib2 e gib1. Quando a
irrigacdo foi restabelecida, o comportamento das plantas WT e mutantes foi
semelhantes as plantas mantidas sob condi¢des 6timas durante todo o periodo.

Em adigdo aos principais agucares soluveis e amido, dois acidos organicos
foram quantificados (Figura 9E e 9F). Observou-se que a deficiéncia hidrica levou a
incrementos nos teores de malato em gib2 e gib1 e reducdes em gib3 (Figura 9E).
No tratamento RI, também foram verificadas redug¢des nos niveis de malato nos
gendtipos mutantes com diferencas significativas em gib2 e gib1. Interessante
ressaltar que sob condi¢cdes otimas (C1 e C2) ndo foram observadas diferengas
significativas entre os mutantes e o controle para os niveis de malato. Quanto aos
niveis de fumarato, foram observados incrementos significativos nas plantas gib1 e,
principalmente, em gib2, sob condigdes 6timas (Figura 9F). Entretanto, plantas gib2
e gib1 tiveram os niveis de fumarato reduzidos quando cultivadas sob deficiéncia
hidrica. Durante o periodo de recuperagao das plantas apés a DH, ndo foram
observadas diferengas significativas nos teores de fumarato entre os gendtipos
estudados.

Compostos importantes do metabolismo do nitrogénio também foram
avaliados (Figura 10). Sob condi¢gbes 6timas verificou-se uma clara tendéncia de
reducao nos teores de clorofila (Chl) total em gib2 e gib1 em plantas cultivadas sob
condi¢cbes 6timas e reducgao significativa nos mesmos gendétipos quando tais plantas
foram submetidas a condigbes de seca (Figura 10A). Também foram observados
incrementos do conteudo de Chl totais em plantas gib2 com maior idade, cultivadas
sob irrigagao continua. Apds a reirrigagédo, nao foram observados diferengas entre os
gendtipos. Apesar da pequena alteragao dos teores totais de clorofila, as plantas

com os menores niveis de GA, gib2 e gib1, apresentaram as menores razdes Chl
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a/Chl b em todas as condi¢bes testadas (Figura 10B). Sob deficiéncia hidrica, além
das reducgdes da razado entre Chl a/Chl b, também houve incremento na razao de

plantas gib3 quando comparado ao WT.
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Figura 9. Alteragdes nos conteudos de metabdlitos envolvidos no metabolismo do
carbono em folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker)
com diferentes niveis de GAs enddgenos cultivados sob deficiéncia hidrica. Glicose
(A); Frutose (B); Sacarose (C); Amido (D); Malato (E) e; Fumarato (F). Valores estao
apresentados como medias * erro padrdo de seis plantas. Analise estatistica
conforme descrito na Figura 4.

Plantas com baixos niveis enddégenos de GAs tiveram uma tendéncia de
aumento na concentragdo de aminoacidos totais, porém, sem diferenga significativa
em relagdo ao WT no tratamento C1. Entretanto, diferengas significativas entre as
plantas mutantes e selvagens foram observadas no tratamento C2 (Figura 10C). Em

condicbes de DH e até mesmo apds a reirrigagdo, plantas WT e mutantes
35



apresentaram resultados semelhantes. Nos dados de proteinas soluveis totais pode-
se observar um acumulo inversamente relacionado com o conteudo de GAs (Figura
10D). Apds suspensao da irrigagao (tratamento DH), valores absolutos de proteinas
foram reduzidos, no entanto, as maiores concentracdes ainda foram encontradas no
gendtipos mutantes, sendo gib7 o gendtipo que apresentou diferenca estatistica
quando comparado ao WT. Plantas que passaram por um periodo de deficiéncia
hidrica e recuperacdo (RI) ndo apresentaram diferengas significativas quando
comparadas ao WT. O conteudo de nitrato encontrado em folhas dos quatro
gendtipos utilizados apresentou um padrdo variavel entre os tratamentos (Figura
10E). Os gendtipos gib3 e gib1 apresentaram um aumento significativo nos teores
de nitrato enquanto gib2 apresentou menores concentragdes desse ion. O efeito da
deficiéncia hidrica foi evidente nas plantas mutantes para nitrato verificando-se
maiores concentragées com diferencas significativas em gib2 e gib1 nos tratamentos
DH e RI.

Uma vez quantificados os teores de Chl, aminoacidos, proteinas e nitrato,
foram calculadas as razdes nitrato/Chl total, nitrato/aminoacidos e nitrato/proteinas
(Figura 10F, G e H). Essas razdes nos permitem inferir sobre a assimilacédo do
nitrato livre em seus respectivos metabdlitos nitrogenados. Em fungdo das maiores
razdes nitrato/aminoacidos de gib3 e gib1 e menores em gib2, pode-se dizer que
plantas gib3 e gib1 apresentam menor assimilacdo do nitrato livre em aminoacidos
ao passo que gib2 apresentou maior assimilagéo, indicativo do efeito do gendtipo
(Figura 10F). Enquanto a DH e mesmo RI influenciaram as respostas dos genotipos
mutantes de forma que apresentaram elevadas razdes nitrato/aminoacidos,
sugerindo assim baixas taxas de assimilacdo do nitrato. As diferengas significativas
entre 0s genodtipos na razao nitrato/proteinas nos tratamentos controles (C1 e C2)
foram similares a razao nitrato/aminoacidos nos mesmos tratamentos (Figura 10G).
No entanto, o periodo de exposicdo das plantas a seca ndao ocasionou em
diferencgas significativas na razao nitrato/proteinas sugerindo entdo que os gendtipos
mutantes e WT possuem as mesmas taxas de assimilacdo do nitrato em proteinas.
Da mesma forma, os resultados da razado nitrato/proteina também foram
semelhantes ao DH apds a RI, porém com incremento na assimilagao do nitrato em
proteinas. Da mesma forma que na razao nitrato/aminoacidos e nitrato/proteinas, as

diferengas significativas nos tratamentos C1 e C2 foram os mesmos genotipos ja
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mencionados. No entanto, o efeito da seca foi mais pronunciado na razéo nitrato/Chl
sugerindo uma relagéo diretamente proporcional entre conteudo endégeno de GA a

assimilagao do nitrato em pigmentos (Figura 10H).
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Figura 10. Alteracdo nos teores de metabdlitos envolvidos no metabolismo do
nitrogénio em folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker)
com diferentes niveis de GAs enddégenos cultivados sob deficiéncia hidrica. Chl
(Clorofila) total (A); Razéo entre Chl a e Chl b (B); Aminoacidos soluveis totais (C);
Proteinas soluveis totais (D); Nitrato (E); Razao entre nitrato e aminoacidos (F);
Razdo entre nitrato e proteinas (G) e; Raz&o entre nitrato e clorofilas totais (H).
Valores estao apresentados como medias = erro padrao de seis plantas. Analise
estatistica conforme descrito na Figura 4.

37



4.6 AVALIAGAO DO ESTADO REDOX DE FOLHAS DE PLANTAS COM DIFERENTES NIVEIS
ENDOGENOS DE GA SOB DEFICIENCIA HiDRICA

Com o intuito de compreender as variagbes metabdlicas observadas em
plantas com reduzidos niveis de GA em resposta a deficiéncia hidrica, o estado
redox foi determinado por meio da quantificagdo dos teores de NAD(P)(H) (Figura
11). Os niveis de NAD" apresentaram maiores valores em plantas mutantes em
condi¢des otimas ao cultivo enquanto que ao serem submetidas ao estresse hidrico,
houve uma tendéncia de diminui¢do, sendo que plantas gib2 e gib1 diferiram do WT
no tratamento DH e o gendtipo gib3 diferiu do WT no tratamento RI (Figura 11A). A
forma reduzida (NADH) n&o apresentou diferencas significativas no tratamento DH e
nem no seu respectivo controle (Figura 11B). Ja as plantas que foram reirrigadas
apdés um periodo de seca apresentaram incrementos no conteudo de NADH em gib2
e gib1. Dessa forma, ao serem estimadas as razdes NAD'/NADH observou-se
pequena variagao entre os gendtipos nas condigdes controle de cultivo com excegao
do gendtipo gib3 que apresentou incrementos significativos no tratamento C1 (Figura
11C). Plantas que passaram por um periodo se seca e mesmo aquelas que foram
reirrigadas posteriormente, apresentaram menor razao diferindo significativamente
do WT, com excecao de gib3 sob seca, que apresentou tendéncia de maiores
valores comparados ao WT. Dessa forma, os resultados referentes aos nucleotideos
nao fosfatados indicam maior acimulo da forma reduzida em relagao a oxidada.

Em se tratando dos nucleotideos fosfatados, pode-se observar elevado grau
de similaridade entre os resultados encontrados para NADP™ entre os genotipos,
pois a unica diferenga encontrada foi no tratamento C2 em plantas gib2 (Figura
11D). Entretanto, os teores de NADPH em plantas mutantes foram superiores
comparadas ao WT em todos os tratamentos aplicados, o que pode ser reflexo dos
baixos niveis endoégenos de GA (Figura 11E). Os gendtipos mutantes diferiram
significativamente do WT em condigcbes otimas enquanto as diferengcas mais
pronunciadas nos tratamentos em que plantas passaram pela seca foram nos
genotipos gib2 e gib1. A razdo NADP'/NADPH foi alterada e plantas mutantes
apresentaram menor razao indicando que a forma reduzida foi acumulada em maior

quantidade que a forma oxidada (Figura 11F).
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Figura 11. Alteracdo do conteudo de nucleotideos de piridina em folhas de plantas

de tomate (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker)

com diferentes teores

endogenos de GAs cultivados sob deficiéncia hidrica. NAD™ (A); NADH (B); Razéo
entre NAD" e NADH (C); NADP" (D); NADPH (E) e; Razéo entre NADP* e NADPH
erro padrao (n = 6). Analise

(F). Valores estdo apresentados como medias
estatistica conforme descrito na Figura 3.
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4.7 METABOLITOS E ENZIMAS ENVOLVIDOS NO METABOLISMO ANTIOXIDATIVO E DANOS
CELULARES DE PLANTAS DE TOMATE COM BAIXOS NiVEIS ENDOGENOS DE GAS EM
CONDIGOES DE ESTRESSE HIDRICO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas naturalmente
durante algumas reagbes do metabolismo celular. No entanto, a presenca de um
sistema antioxidante enzimatico e nao enzimatico mantém essas EROs em
concentragcbes tais que ndo promovam danos as células em condigbes normais.
Esse sistema enzimatico € composto por algumas enzimas, dentre elas a catalase
(CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e a dismutase do superoxido (SOD) que
atuam como linha de frente na remocdo das EROs e tais enzimas foram
quantificadas (Figura 12). Dentre essas trés enzimas, a CAT foi a enzima que
apresentou maior atividade (Figura 12A). Plantas mutantes com os menores niveis
de GA, gib2 e gib1, apresentaram também a menor atividade da CAT que foi
significativamente diferente do WT, demonstrando claramente o efeito do gendtipo.
Esse padrao de redugao da atividade da CAT s6 nao foi o mesmo no tratamento RI
em que plantas gib3 apresentaram elevada atividade desta enzima enquanto os
demais gendtipos apresentaram atividade reduzida. Mesmo com valores absolutos
reduzidos, ainda observa-se atividade da APX nas plantas (Figura 12B). A APX
apresentou uma relagédo diretamente proporcional com os gendtipos mutantes em
que, quanto menor o nivel endégeno de GA, menor foi atividade da enzima. Tais
resultados foram contrastantes quando as plantas foram submetidas a deficiéncia
hidrica pois plantas WT apresentaram elevada atividade da APX enquanto que
plantas mutantes apresentaram menor atividade. ApdOs a reirrigagdo dos vasos, a
atividade da APX em plantas WT foi reduzida e dessa forma nao houve mais
diferenca entre o0 WT e os mutantes. De modo similar, as variagdes na atividade da

APX (Figura 12B), assemelharam-se as observadas para a SOD (Figura 12C).
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Figura 12. Variagdo no conteudo de MDA (malonaldeido) e de enzimas envolvidas
no metabolismo antioxidativo e danos celulares em folhas de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Moneymaker) com diferentes niveis de GAs enddégenos
cultivados sob deficiéncia hidrica. CAT (catalase) (A); APX (peroxidase do
ascorbato) (B); SOD (desmutase do superoxido) (C) e; MDA (D). Valores estéo
apresentados como medias + erro padrdo de seis plantas. Analise estatistica
conforme descrito na Figura 3.

Tem-se sugerido que a perda da compartimentalizacdo celular durante a
deficiéncia hidrica € acompanhada pelo aumento na peroxidacdo de lipideos
causados pela formacao de EROs. A peroxidacao lipidica durante o estresse pode
ser estimada pela concentracdo de malonaldeido (MDA) e para tanto esse
metabdlito foi quantificado (Figura 12D). A concentracao de MDA entre os gendtipos
foi similar em condi¢gdes o6timas ao cultivo (C1 e C2), indicando que nao esta
ocorrendo danos na membrana das células. No entanto, quando as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrica os gendtipos WT e gib3 apresentaram altas
concentragbes de MDA enquanto em gib2 e gib1 foram observadas as menores
concentragcdes. Apos a reirrigacédo, os valores tenderam a diminuigdo dos teores de
MDA. Portanto, mesmo que as plantas sejam submetidas a condigdes extremas de

falta de agua, os baixos niveis endogenos de GA influenciam positivamente as
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respostas dessas plantas de modo que apresentaram menor peroxidagcdo de

lipideos em comparacao aquelas que possuem maiores niveis de GA.
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5. DiscussAo

Embora o conteudo endégeno de GA seja reconhecidamente importante para
processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Olszewski
et al., 2002; Sun e Gubler, 2004; Zhu et al., 2006; Gao et al., 2011; Ribeiro et al.,
2012b), pouco se conhece a respeito do papel do metabolismo deste fitorménio em
plantas expostas a condi¢gdes abidticas adversas. Nesse contexto, tem-se sugerido
que o metabolismo de GA desempenha um papel importante na resisténcia e
adaptacado das plantas a condigbes de deficiéncia hidrica (Dubois et al., 2013; Ho et
al.,, 2013; Nir et al., 2013; Zawaski e Busov, 2014). Entretanto, os processos
metabdlicos envolvendo o metabolismo de GAs nessas condigbes ainda nao foram
completamente caracterizados. Assim, para investigar o papel da biossintese de
GAs nestas condigdes, utilizou-se neste trabalho plantas de tomate com reducéao
dos niveis endégenos de GAs.

Neste estudo, demonstrou-se que plantas com baixos niveis endogenos de
GAs (gib2 e gib1) sob deficiéncia hidrica tiveram uma maior capacidade de retengao
de agua em relagcdo aos gendtipos selvagem e gib3. Verificou-se que gib1 e gib2
necessitaram de um maior numero de dias para alcancar W,, de -1,3 MPa sob
deficiéncia hidrica (Figura 3C). Em adigao, verificou-se que apesar da redugao do
Y., nessas plantas terem afetado a An, com uma redugao de aproximadamente 80 e
78% em gib2 e gib1 respectivamente, no WT essa redugdo na Ay foi maior,
correspondendo aproximadamente a 90% quando comparada a condi¢gao controle
(C1, Figura 7 e 8A). Observou-se ainda que plantas dos trés gendtipos gib1, gib2 e
gib3, que passaram por um periodo de deficiéncia hidrica, apresentaram altas taxas
fotossintéticas apds a reirrigagao, de forma que as plantas apresentaram um tempo
reduzido para a recuperacao total da Ay (Figura 7). Além disso, apesar de as plantas
apresentarem valores de W, baixo (-1,3 MPa), sintomas de murcha n&o foram
observados em gib1 e de forma menos pronunciada em gib2 (Figura 2). Este
fendtipo tanto em gib7 quanto em gib2 pode estar relacionado com a arquitetura da
planta e a morfologia das folhas, que tém sido caracterizados pelo nanismo,
encarquilhamento e engrossamento de folhas (Koornneef et al., 1990) que pode
dificultar a perda de agua e o desenvolvimento de murcha. Outra possivel explicagao
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para este fendtipo seria que as plantas gib2 e gib1 por terem altos niveis de
osmolitos ativos sejam capazes de manter a turgescéncia na folha por um periodo
maior de tempo (Medeiros et al., 2012); Medeiros et al., 2013). Neste sentido,
alteragcbes no metabolismo de osmodlitos ativos relacionados com o ajustamento
osmotico da célula também podem estar envolvidos na manutengéo da turgescéncia
em gib2 e gib1, como tem sido observado em outras espécies (Medeiros et al.,
2012); Medeiros et al., 2013).

Neste trabalho demonstrou-se que plantas mutantes com baixos niveis
enddégenos de GAs sao capazes de manter a agua na folha por mais tempo do que
as plantas do gendtipo WT quando a agua no solo é escassa (Figura 3A e 3C).
Resultados semelhantes também foram observados em experimentos com plantas
de tomate superexpressando um gene de Arabidopsis thaliana, AtGAMT1, que
codifica a enzima de inativacdo da GA (GA, oxidase) (Nir et al., 2013). Esse trabalho
sugere que os baixos niveis de GAs induzem uma maior tolerédncia a deficiéncia
hidrica em funcédo da capacidade de manter os tecidos da folha hidratados por mais
tempo, uma vez que apresentam menor transpiracao e, dessa forma, utilizam a agua
disponivel do solo de forma mais lentamente (Nir et al., 2013). Outros estudos
sugerem que a redugdo dos niveis de GA ativos promovem a tolerancia ao estresse
hidrico indiretamente, via supressao do crescimento (Magome et al., 2004; Achard et
al., 2006; Shan et al., 2007; Wang et al., 2012). Quando as plantas sao submetidas
ao estresse hidrico, as trocas gasosas entre a folha e a atmosfera normalmente
diminuem devido a redugcdo na gs e condutancia hidraulica provocando menor
assimilacao de CO, atmosférico (Silva et al., 2013). No presente trabalho, observou-
se que plantas com baixos niveis de GA apresentaram maior gs e E sob seca, que
em conjunto com maiores valores de Ay levaram a uma maior eficiéncia de uso da
agua (EUA) (Figura 8F). Estes resultados diferem, em parte, daqueles obtidos por
Nir et al. (2013), que relatam menor gs, E, apesar de também apresentar maior EUA
em plantas com baixos niveis de GAs ativas. Cabe lembrar que, diferente do
observado por Nir et al. (2013), folhas de plantas dos gendtipos gib2 e gib1
apresentam maior densidade e abertura estomatica (Martins, 2013). O alto numero
de estdbmatos encontrado, bem como a maior abertura dos estdématos, também
explicou os resultados observados de elevada perda de agua da folha em plantas
com menores niveis endégenos de GA (Figura 3B). Cabe salientar que outros
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estudos com plantas de tomate também tém demonstrado efeitos de baixos niveis
de GAs sobre a densidade estomatica. Tem-se observado que plantas de tomate
superexpressando o gene que codifica a proteina de ligagdo ao elemento de
resposta de desidratacdo (S/IDREB), envolvida com o fator de transcricdo AP2/ERF
(gene APETALAZ2 / fator de ligagdo respondente ao etileno), possuem menores
niveis de GA por terem inibidas a expressao das enzimas ent-caureno sintase (CPS)
e GAy oxidase (GAz0x). Nessas plantas, foram verificados uma menor expansao
de folhas, alongamento de entrenés e menor densidade estomatica e maior
resisténcia a seca (Li et al., 2012).

O fendtipo anao caracteristico (Figura 2) observado em gib2 e gib1 também
tem sido observado em gendtipos de outras espécies (Fujioka et al., 1988; Magome
et al.,, 2004; Sakamoto et al., 2004; Nir et al., 2013) e pode ser vantajoso em
ambientes adversos (Magome et al., 2004; Li et al., 2012). Acredita-se que o menor
crescimento possa levar a redirecionamento de recursos destinados para promover
0 crescimento para apoiar 0s mecanismos que promovem a sobrevivéncia (Achard
et al., 2006). Assim, plantas com menor crescimento podem ser menos vulneraveis a
estresses (Achard et al., 2006). Embora a natureza desses mecanismos permanega
desconhecida, acredita-se que os niveis de GAs possam estar relacionados com o
controle do crescimento em funcdo da condicdo ambiental onde a planta se
encontra, estando assim relacionados com a sobrevivéncia em condi¢cdes adversas
(Achard et al., 2006).

Neste trabalho, observou-se uma relagcédo entre o metabolismo do carbono € o
crescimento quando as plantas mutantes submetidas a deficiéncia hidrica. O amido
€ acumulado durante o dia e degradado durante a noite para promover o
crescimento na auséncia da fotossintese (Wiese et al., 2007). Um estudo recente
demonstrou que os carboidratos produzidos pela fotossintese modulam a
biossintese de GA e é através desse mecanismo que € determinado o tamanho da
planta (Paparelli et al., 2013). No entanto, outros autores sugerem que o
crescimento a exposicdo de elevadas concentracbes de CO, é desacoplado do
efeito das GAs (Ribeiro et al., 2012a; Ribeiro et al., 2013). Embora as informagdes
sejam, de certa forma, contraditérias, foi verificado que plantas exploram o
metabolismo do amido durante a noite como uma medida confiavel da eficiéncia da

fotossintese no dia anterior (Paparelli et al., 2013). Neste mesmo trabalho, também
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foi identificado que a ent-caureno sintase (KS) tem maior atividade durante o dia
somente quando a disponibilidade de amido durante a noite € elevada. A evidéncia
de que a disponibilidade de agucares afeta a biossintese de GA (Paparelli et al.,
2013), e também a de outros hormdnios como as auxinas (Sairanen et al., 2012),
sugere que a alocagdo de carbono é fundamental para garantir um padrdo de
crescimento que seja adequado ao ambiente da planta. Em condigbes de deficiéncia
hidrica, verificou-se maior taxa de crescimento relativo das plantas mutantes (Figura
4C) que provavelmente foi influenciada pelos altos niveis de amido (Figura 9D).
Plantas com reduzidos niveis de GAs, gib2 e gib1, ndo apresentaram redugao
drastica no crescimento relativo em altura por estarem sofrendo menos com o
estresse aplicado.

Observou-se acumulo de malato em gib2 e gib1 no tratamento DH,
correspondendo a um incremento de aproximadamente 37% em plantas com menor
conteudo de GA quando comparado ao WT (Figura 9E). O malato pode servir como
fonte alternativa de carbono podendo ser metabolizado para favorecer o crescimento
(Martinoia e Rentsch, 1994). De outro modo, o malato pode ser transportado para as
células-guardas contribuindo para a abertura estomatica por diminuir o potencial
osmotico e hidrico e, portanto sendo uma molécula osmorreguladora (Nunes-Nesi et
al., 2007; Fernie e Martinoia, 2009; Araujo et al., 2011) com provavel atuacéo
também em outras células promovendo o ajustamento osmoético. O malato
acumulado nas gib2 e gib1 provavelmente serviu de fonte de carbono utilizado no
crescimento das plantas e como uma molécula osmorreguladora contribuindo para
manutencao do status hidrico.

Estudos tém relatado que ndo somente os conteudos enddgenos de GAs
estdo relacionados com o crescimento, mas também é essencial a ativagdo de
proteinas DELLA (Achard et al., 2006; Achard et al., 2008). As proteinas DELLA sao
conhecidas como fortes repressores das respostas de GA e consequentemente
resultam em inibicdo do crescimento (Dill et al., 2001; Itoh et al., 2005; Achard et al.,
2008). Além disso, as proteinas DELLA nao apenas inibem o crescimento, mas
também promovem a sobrevivéncia das plantas cultivadas sob diferentes estresses,
como aqueles causados pela alta concentragao salina e de manitol (Magome et al.,
2004; Achard et al., 2006; Achard et al., 2008). Acredita-se que as proteinas DELLA

limitam acumulos de EROs e assim retardam a morte celular decorrente do estresse
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(Achard et al., 2008). Em Arabidopsis a estabilidade das proteinas DELLA esta
envolvida com a redugéo do crescimento e o aumento da sobrevivéncia sob estresse
salino (Achard et al., 2006). Em adicao, as proteinas DELLA integram as respostas
de GAs com as diferentes vias de sinalizacdo envolvendo outros hormonios, como o
acido abscisico (ABA), etileno e acido jasmobnico, em resposta a estresses (Hou et
al., 2010; Zhu et al., 2011; Wild et al., 2012; Yang et al., 2012; Colebrook et al.,
2014). Tem-se observado que a expressao do gene RGL3, o qual codifica a proteina
DELLA, aumenta em plantas de Arabidopsis submetidas a baixas temperaturas
(Achard et al., 2006), alta salinidade (Magome et al., 2008) e seca (Colebrook et al.,
2014). Em adigcédo, o gene XERICO, inibe ou degrada um regulador negativo da
biossintese de ABA, é induzido por DELLA e também esta envolvido em respostas a
estresse abidticos sendo, portanto, um regulador positivo da biossintese de ABA
aumentando a toleréncia a seca (Zentella et al., 2007).

Alguns genes envolvidos com a sinalizacdo via proteinas DELLA s&o
expressos em diferentes locais e tecidos nas plantas podendo haver alguma
sinalizagao integrando as raizes e a parte aérea, como acontece com 0 horménio do
estresse, o ABA (Zawaski e Busov, 2014). Em um estudo com populus verificou que
alguns genes que codificam a GA20x sdo expressos em diferentes parte da planta
em condi¢des de seca ou dias curtos, sendo o gene GA20x3 expresso no meristema
apical (SAM) e o gene GA20x7 em raizes, induzindo a produgao de raizes laterais
(Zawaski e Busov, 2014). No presente trabalho observou-se em todas as condigcbes
testadas uma maior alocagao de biomassa em raizes em plantas dos gendtipos gib71
e gib2 (Figura 5G) com aumento nas taxas de Ay (Figura 8A) e auséncia de danos
nos fotossistemas mesmo sob condigdes de seca (Figura 6). No estudo com populus
com mutantes deficientes em GA observou-se maior Ay e tais recursos foram
desviados para um maior investimento em raizes (Zawaski e Busov, 2014). Tomados
em conjunto, estas respostas encontradas por Zawaski e Busov (2014) sdo muito
semelhantes as encontradas no presente trabalho sugerindo assim que as proteinas
DELLA podem estar relacionadas com as respostas encontradas em gib3, gib2 e
gib1. O envolvimento de proteinas DELLA pode estar relacionado em respostas ao
estresse alterando mecanismos de resisténcia a seca ou a rapida percepcido da
deficiéncia hidrica. Adicionalmente, foram observados elevadas taxas na Ay e E

(Figura 7A e C) que podem explicar o fato de maior crescimento radicular em
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detrimento da PA. O carbono oriundo da Ay pode estar sendo usado para melhorar
0s mecanismos de tolerancia protegendo contra o dano celular (a partir da produgéo
de solutos compativeis e eliminagcdo de EROs ou para o crescimento das raizes, o
que seria vantajoso para a maior captagdo de agua (Zawaski e Busov, 2014).
Sugere-se ainda que o0 maior acumulo de massa seca nas raizes das plantas dos
genotipos gib1, gib2 e gib3, indicando um maior crescimento do sistema radicular,
pode permitir que um maior volume de solo seja explorado e assim sustentando
elevadas taxas de transpiragdo e maior eficiéncia no uso da agua (Figura 8F) (Elias
et al., 2012). Entretanto, apesar das evidéncias sugerindo o envolvimento da
proteina DELLA, analises adicionais sdo necessarias para comprovar tal relagdo nos
genotipos gib.

Estudos mostram que em ambientes adversos, as proteinas DELLA n&o sao
degradadas ocasionando em menores niveis de GA e, portanto, diminuindo o
crescimento e aumentando a sobrevivéncia das plantas (Achard et al., 2006; Achard
et al.,, 2008). Adicionalmente, estresses induzidos por salinidade ou por manitol
promovem acumulo de proteinas DELLA e assim promovendo a expressao de genes
que codificam as enzimas de eliminacdo de EROs, atrasando a morte celular e
aumentando a tolerancia de plantas a estresses (Achard et al., 2008). Apesar das
evidéncias, o mecanismo envolvendo proteinas DELLA pode n&o ser o unico
responsavel pelas menores atividades de CAT, APX e SOD encontradas nos
genotipos gib2 e gib1 (Figura 12). As menores atividades dessas enzimas do
sistema antioxidativo também podem indicar que estas plantas estejam sofrendo
menos com o estresse aplicado do que as WT. Uma evidéncia para esse mecanismo
€ o fato de menor peroxidacéo lipidica ter sido observada nos mutantes gib2 e gib1
durante o periodo de seca (Figura 12D) sugerindo que danos fotooxidativos nao
tenham ocorrido em fungdo dos baixos niveis endégenos de GAs. Embora tenha
sido observado uma leve reducéo nos teores de clorofilas (Figura 10 A e B) nas
plantas gib1 e gib2, degradacdo esta caracteristica comum de plantas sob
deficiéncia hidrica, acredita-se que estas plantas nado estavam sofrendo
drasticamente com o estresse aplicado um vez que os valores observados de F,/Fp,
foram maiores que 0,80 (Figura 6A), indicando eficiéncia no uso da radiagdo sem

causar danos ao aparato bioquimico fotossintético.
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6. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados aqui apresentados demonstraram o efeito das GAs para
respostas de aclimatacdo ou de tolerancia a deficiéncia hidrica. Verificou-se que
investimentos no crescimento radicular em detrimento da parte aérea observados
em plantas com baixos niveis endégenos de GA, provavelmente permitiram que um
maior volume de solo fosse explorado em busca de agua. Da mesma forma, o
acumulo de osmorreguladores também pode estar envolvido no processo de
tolerancia em plantas com baixos niveis de GAs, uma vez que tais plantas
mantiveram a turgidez por mais tempo, 0 que pode ter evitado danos celulares. A
auséncia de murcha em gib2 e gib1 também pode ser atribuida a arquitetura e a
morfologia das folhas, pois plantas mutantes apresentam engrossamento e
encarquilhamento das folhas, o que pode ter reduzido as perdas de agua.
Indiretamente, o reduzido crescimento dessas plantas também pode estar
relacionado com a maior tolerédncia ao estresse hidrico, uma vez que plantas
menores com sistema radicular mais desenvolvido tem a capacidade de manter a
agua na folha por mais tempo por utilizarem a agua disponivel no solo mais
lentamente. Assim, a restricdo do crescimento pela menor disponibilidade de GAs
pode ser vantajosa em ambientes adversos, por permitir o redirecionamento de
recursos energéticos para mecanismos que promovem a sobrevivéncia.

Contudo, apesar das evidéncias indicando a importancia das GAs na
tolerancia e sobrevivéncia a deficiéncia hidrica, ainda ndo esta bem esclarecido os
mecanismos metabdlicos e moleculares que envolvem esse fitorménio. Portanto,
estudos complementares das redes de sinalizagado, da interagcao entre GAs e outros
fitormbnios, da identificacdo de genes bem como a expressdo génica e do
metabolismo das GAs como um todo ainda sdo necessarios para elucidacdo dos

mecanismos envolvidos.
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