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INTERACAO DOS FITOCROMOS A, B1 E B2 DE TOMATEIRO COM A AUXINA
DURANTE A SINDROME DE EVITACAO A SOMBRA

RESUMO - Plantas que necessitam de radiagdes luminosas mais intensas,
qgquando crescidas em ambientes sombreados, desencadeiam uma série de
respostas compreendidas como "sindrome de evitacdo a sombra" (SES). Visto que a
SES é modulada principalmente pelas mudancas na proporcdo entre vermelho e
vermelho extremo (V:VE), é evidente o envolvimento dos fitocromos na regulacéo
desse fendmeno. E bem conhecido que as familias do tipo A (phyA) e B (phyB) de
fitocromos séo os fatores mais importantes na modulacdo da SES. Entretanto, tem
se tornado cada vez mais evidente que as auxinas séo parte da sinalizacdo dos
fitocromos. Desta forma, neste trabalho estudou-se como os fitocromos A, B1 e B2
de tomateiros interagem com as auxinas durante a SES. Para tanto, utilizou-se o MT
e 0S mutantes com baixa e alta sensibilidade a auxina diageotropica (dgt) e entire
(e), respectivamente, crescidos sob luz branca ou sob baixa razdo de
vermelho/vermelho extremo e o MM e os mutantes em fitocromo phyA, phyBl e
phyB2 nas mesmas condi¢cdes de luminosidade, mais a aplicacdo de auxina e do
inibidor do transporte deste hormonio. Descobriu-se que o hipocétilo do dgt e do
entire alongaram igualmente ao MT sob baixa V:VE. Entretanto, este alongamento
nos mutantes resultou também em maior acumulo de carbono na parte aérea.
Finalmente, demonstrou-se que a SES em tomateiro € decorrente de diferentes
formas de interacdo dos fitocromos A, B1 e B2 com as auxinas e que o NPA
promove o alongamento do hipocotilo de tomateiro, ou seja, o transporte polar de
auxina nao é fator limitante para a SES.

Palavras-chave: Estiolamento, Fotorreceptores, Solanum lycopersicum, Transporte
polar das auxinas



INTERACTION OF THE TOMATO PHYTOCHROMES A, B1, AND B2 WITH AUXIN
DURING SHADE-AVOIDANCE SYNDROME

ABSTRACT - Plants that require more intense light radiation, when grown in
shaded environments, trigger a series of responses called "shade-avoidance
syndrome" (SAS). Since SAS is mainly modulated by changes in the ratio between
red and far-red (R:FR), the involvement of phytochromes in the regulation of this
phenomenon is evident. It is well known that amongst families of phytochromes, type
A (phyA) and B (phyB) are the most important factors in the modulation of SAS.
However, it has become increasingly evident that auxins are part of the phytochrome
signaling. Thus, we studied how phytochromes A, B1, and B2 of tomatoes interact
with auxins during SAS. For this purpose, we used MT and two mutants with low and
high sensitivity to the auxin, diageotropic (dgt) and entire (e), respectively, both
grown under white light or under low red/far-red ratio; as well as MM and mutants in
phytochromes phyA, phyB1, and phyB2 under the same light conditions, plus the
application of auxin and its transport inhibitor. We discovered that the hypocotyl of
dgt and entire also elongated equally to the MT under low R:FR. However, this
elongation in the mutants also resulted in a greater accumulation of carbon in the
shoot. Finally, the SAS in tomato is due to different forms of interaction between
phytochromes A, B1, and B2 with auxins, and that NPA promotes the tomato
hypocotyl elongation, i.e., the polar auxin transport is not a limiting factor for SAS.

Keywords: Etiolation, Photoreceptors, Solanum lycopersicum, Polar auxin transport
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1. INTRODUCAO

O crescimento de plantas sob a copa das arvores, de modo adensado ou
consorcio entre espécies cultivadas pode gerar um ambiente altamente sombreado.
Esta condicdo induz uma severa alteragdo no crescimento, determinada,
principalmente, pelas mudangas na relagédo fonte e dreno, a qual é desencadeada
pela necessidade das plantas de se alongarem para melhor crescerem em
condicdes ideais de luminosidade. Desta forma, o caule torna um importante dreno
para nutrientes e fotoassimilados e, consequentemente, faz esgotar 0S recursos
disponiveis para o crescimento das raizes, expanséao foliar e sintese de pigmentos
(Casal, 2013; de Wit et al., 2018). Além disso, muitas espécies produzem flores
precocemente em condicdo de sombreamento na tentativa de gerar descendentes.
Isso, certamente, resulta em uma forte translocacdo organica para os 0rgaos
reprodutivos (Franklin, 2008; Casal, 2012).

Durante o sombreamento, h4 uma seletiva absorcdo da radiacdo pelas
folhas mais expostas ao ambiente luminoso, ou seja, folhas localizadas em extratos
superiores da vegetacdo absorvem fortemente os comprimentos de onda do
ultravioleta (UV) B (~280 - 320 nm), (UV) A (~320 - 400) e radiacédo
fotossinteticamente ativa (RFA) (~400 e 700 nm), em patrticular as regides azuis e
vermelhas (V) (~ 600 - 700 nm) do espectro da luz, e refletem, predominantemente,
comprimentos de onda da radiacéo ndo fotossinteticamente ativa, tais como o verde
e amarelo (~500 - 600) e comprimentos de onda mais longos, como exemplos o
vermelho extremo (VE) (=700 - 800 nm) e infravermelho (Carvalho et al., 2010a;
Martinez-Garcia et al., 2014; Yang et al., 2018).

O conjunto de respostas fisiologicas ao sombreamento, entre elas o
alongamento do hipocatilo, peciolo, crescimento hiponastico das folhas, floracédo
precoce e baixo acumulo de clorofilas, € compreendido como a sindrome de
evitacdo a sombra (SES) (Smith, 1995; Casal, 2013), a qual € modulada,
principalmente, pelas mudancgas na proporcdo de V e VE (V:VE). Desta forma, a

7

reducdo de V:VE que ocorre durante o sombreamento €, reconhecidamente, um

importante sinal que controla a SES. Entretanto, é necessario que a V:VE seja

percebida por fotorreceptores especializados para que haja, entdo, uma complexa



transducdo de sinal para que a SES seja desencadeada (Martinez-Garcia et al.,
2010; Ballaré e Pierik., 2017). Tais fotorreceptores, os fitocromos, apresentam picos
de absorcdo em V e VE do espectro luminoso. Essas moléculas sdo proteinas
diméricas (~130 KDa) ligadas, covalentemente, a uma fitocromobilina, um tetrapirrol
linear de cadeia aberta que age como croméforo. Essas moléculas apresentam duas
formas caracterizadas como ativa e inativa. O aumento de V:VE converte a forma
inativa na forma ativa e, de modo contrario, a reducdo de V:VE reverte a forma ativa
a forma inativa estabelecendo, assim, um fotoequilibrio entre as formas do fitocromo.
Em outras palavras, uma vez que as quantidades relativas de V ou VE séao
aumentadas, as formas ativas e inativas dos fitocromos sdo acumuladas (Bae e
Choi, 2008; Galvao e Fankhauser, 2015).

Entrretanto, tem sido mostrado que as respostas das plantas a baixa V:VE
envolvem complexas vias de sinalizagdo, das quais uma série de moléculas pode
fazer parte, principalmente horménios. Assim, embora seja evidente a participacéo
de todas as classes hormonais, giberelinas, citocininas, auxinas, etileno,
brassinosterodides, acido jasmonico e estrigolactonas nas mudancas morfoldgicas
das respostas a evitacdo a sombra (Jia et al., 2014; de Wit et al., 2016a), as auxinas
tém tido mais atencdo nas abordagens para compreensdo dos seus efeitos nas
mudancas fenotipicas das plantas durante o sombreamento (de Wit et al., 2016a)
devido, por exemplo, ao maior alongamento do caule, dominancia apical e
hiponastia das folhas estarem relacionados a altos niveis de auxinas (Casal, 2013).

De fato, as respostas das plantas ao sombreamento, mediadas pelos
fitocromos, ainda envolvem uma rede complexa de transcricdo de genes e fatores de
transcricdo, como os PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORs (PIFs 4, 5 e 7,
principalmente), os quais tém sido mostrado como importantes reguladores da
biossintese das auxinas, pois controlam a transcricdo de genes ligados a tal
processo em ambiente com baixa V:VE; genes reguladores da biossintese (YUC),
do transporte e do efluxo (PIN- FORMED) das auxinas, entre outros (Casal 2013;
Hersch et al., 2014; Fraser et al., 2016; de Wit et al., 2016a). Com isso, essa cascata
de sinalizacdo, que € desencadeada pelos fitocromos em resposta a baixa V:VE,
tem sido parcialmente elucidada, gracas as ferramentas moleculares, genémicas e

ao uso de mutantes defectivos em phyA, phyB1 e phyB2, principalmente.



Contudo, muitas lacunas ainda necessitam ser preenchidas na intricada rede
de sinalizacdo que modula as respostas da SES. Como exemplo, a interacdo de
cada fitocromo com as auxinas durante a SES. Recentemente, Schrager-Lavelle et
al. (2016) demonstraram, por meio do uso de um tomateiro transgénico para phyE,
qgue este fitocromo € requerido para atenuar as respostas a SES quando ocorre a
auséncia de phyBl e phyB2, estabelecido (phyB2) como o principal fitocromo
regulador das respostas a SES em Arabidopsis thaliana (L.) (Arabidopsis) e
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Casal, 2012, 2013; de Wit et al., 2016a). Vale
ressaltar que a maioria dos estudos sobre a funcdo das auxinas nas respostas a
SES tem sido feita com plantulas de Arabidopsis, usando o alongamento do
hipocétilo como uma leitura apropriada da resposta de crescimento (de Wit et al.,
2013). Entretanto, alguns trabalhos tém sugerido que o alongamento do hipocotilo
na luz e no escuro envolve diferentemente a acdo das auxinas em Arabidopsis e
tomateiro (Jensen et al., 1998; Kraepiel et al., 2001).

Torna-se cada vez mais evidente que as auxinas sao parte da sinalizacéo dos
fitocromos, o que permite levantar uma série de questdes, tais como: ha interacédo
entre os fitocromos de tomateiro e as auxinas durante a SES?; sdo as auxinas parte
da sinalizacdo de phyA e phyB de tomateiro nas respostas da SES?; se sim, como
esses eventos ocorrem em plantulas de tomateiro?

Para tentar responder essas questdes, objetivou-se com esse trabalho
conhecer a interacdo do phyA, phyBl e phyB2 com as auxinas nas respostas

inerentes a SES em tomateiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tomateiro como modelo fisiolégico

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem sido cada vez mais utilizado como

modelo na conducdo de estudos com varias abordagens na fisiologia de plantas,

apresentando vantagens em relacao ao uso de Arabidopsis. Entre muitas variedades

de tomateiro, a Micro-Tom foi reconhecida como uma cultivar modelo para pesquisa



porque compartilha algumas vantagens importantes com Arabidopsis (Marti et al.,
2006; Carvalho et al.,, 2011a), incluindo tamanho pequeno, ciclo de vida curto e
capacidade de crescer sob luzes fluorescentes em alta densidade de cultivo (Shikata
et al., 2016). Além disso, tem sido visto que quando o alvo é estudar as
transformacdes que ocorrem em frutos climatéricos carnosos/suculentos, o tomateiro
tem se mostrado um modelo que tem permitido compreender os fatores que regulam
a carotenogénesis e 0 metabolismo de outros compostos secundarios presentes nos
frutos, além da de outras partes, tais como folhas e raizes (Bianchetti et al., 2018;
Mannucci et al., 2020).

O tomateiro € a cultura horticola mais importante economicamente usada
como modelo para estudar a biologia das plantas e, particularmente, o
desenvolvimento de frutos. Por apresentar um padrédo de crescimento diferente da
Arabidopsis, como também arquitetura de copa, tipo de folhas compostas e uma
grande variacao de atributos fisicos, fisico-quimicos e bioquimicos ao longo de todo
desenvolvimento, o tomateiro tem sido usado para compreender diferentes formas
de estimulos do ambiente. Estas respostas redirecionam o metabolismo da planta
gue, dependendo da cultivar e do tipo de estresse, conduz ao aumento dos
acucares, acidos organicos e aminoacidos, havendo uma diminuicdo da sintese de
compostos secundarios (Quinet et al., 2019).

Um dos aspectos que tem sido alvo de investigagcdo € a maneira como tal
cultura percebe a luz e responde do ponto de vida de crescimento inicial, alocacao
de fotoassimilados e reproducao. Estudos com Arabidopsis nem sempre podem ser
extrapolados. Assim, o estudo dos mecanismos de percepc¢ao a luz e de evitacdo da
sombra no tomateiro se configura em um modelo com respostas mais claras, pois
possui entrends responsivos a sombra. Diante dos demais modelos biologicos, 0 uso
das variedades de tomateiro tem permitido compreender o controle genético e varios
processos que afetam o desempenho, ndo sé da propria espécie, mas de outras que
apresentam padrdo de crescimento semelhante. Em razdo das caracteristicas
Unicas, como crescimento simpatico, folnas compostas e frutos suculentos (Figura
1), tal espécie passou a figurar como um modelo aceito para estudar a biologia das
plantas e, principalmente, o desenvolvimento dos frutos (Shikata et al., 2016; Ara et
al., 2017).
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Figura 1. Comparacdo das caracteristicas botanicas entre Arabidopsis, tomate e
milho. A morfologia das folhas, a morfologia dos frutos e a arquitetura da
inflorescéncia sao diversas entre Arabidopsis, tomateiro e milho. Adaptado
de Ranjan et al. (2012).

Os estudos que abordam a familia de genes ASR (ABA/water stress/ripening
induced genes), que foram relatados como envolvidos na resposta ao estresse
hidrico, constituem uma familia dinAmica de genes que fornece bom exemplo de
genes agrupados que sdo importantes na adaptacdo (Fischer et al.,, 2011). O
genoma do tomateiro codifica cinco genes ASR: ASR1, 2, 3 e 5 codificam proteinas
de baixo peso molecular, enquanto o ASR4 codifica um polipeptidio de 297 residuos
(Golan et al., 2014). Embora sendo reportada para diversas espécies de plantas, a
familia de genes ASR esta ausente em Arabidopsis (Frankel et al., 2006), o que

representa uma vantagem para o tomateiro, sobretudo, em estudos direcionados



para estresse abidtico. Por outro lado, o gene HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR
RED 1), que é um importante regulador negativo da sombra em Arabidopsis, ndo
esta presente no genoma do tomateiro (Bush et al.,2015).

A definicdo do tomateiro como modelo biol6gico ainda est4 avancando. Os
estudos podem trazer muitas contribuicbes para compreensdo das respostas de
plantas as pragas e doencas, bem como estresses abidticos (Sant'ana e Lefsrud,
2018). Neste sentido, a genética e o melhoramento de plantas sédo ferramentas
importantes para aumentar a produtividade das culturas agricolas mediante
desenvolvimento de variedades aprimoradas. Por esta razdo, conhecer sequéncias
gendmicas de outras espécies de plantas, além de Arabidopsis, é importante para
elucidar questdes acerca da funcdo e evolugcdo do genoma e para aplicacdo dessas
informacdes na resolucdo dos problemas praticos do aumento da qualidade e
rendimento econdmicos e agricolas (Ranjan et al., 2012; Legris et al., 2019).

Adicionalmente, a absorcéo e a deteccao da luz dependem da arquitetura da
planta. Arabidopsis tem sido amplamente utilizada como uma espécie modelo para o
estudo de respostas a luz em plantas (Casal, 2012). No entanto, sua arquitetura
monopodial a limita como um sistema modelo (Schrager-Lavelle et al., 2016). Um
dos principais aspectos € a compreensao da funcdo desempenhada pela familia do
fitocromo na evitacdo a sombra, pois ndo se sabe completamente quais desses
fitocromos sdo determinantes para o alongamento do entrend (Ballaré e Pierik,
2017). Com isso, questiona-se a extensao da aplicabilidade da familia do fitocromo
de Arabidopsis como modelo para outras culturas, sobretudo quando se evidencia a
arquitetura das plantas (Ranjan et al., 2012).

Para aprofundar a compreensdo dos mecanismos que controlam as
caracteristicas do tomateiro, os mutantes desempenham uma fun¢édo consideravel
na elucidacdo das respostas aos estimulos de natureza bidtica e abidtica. Para
compreender a mediacdo da qualidade/quantidade de luz e a sintese de auxinas em
tomateiro, alguns mutantes tém sido investigados. O mutante diageotropica (dgt)
apresenta baixa responsividade a auxina (Oh et al., 2006), hormdnio-chave nas
respostas de plantas sombreadas (lglesias et al., 2017). Ademais, mutantes aux/iaa
(entire) tém baixa expressdo do gene IAA9, o qual € mediador da auxina no

processo de frutificacdo e morfogénese foliar (Wang et al., 2005).



A funcgéo dos fitocromos A (phyA), B1 (phyBl) e B2 (phyB2) no controle da
fotomorfogénese em tomateiro vem sendo pesquisada usando mutantes isolados
portadores de lesBes no gene que codifica para a apoproteina PHYA do fitocromo A
(far red insensitive - fri) (van Tuinen et al., 1995a), assim como 0S mutantes que
possuem lesdes nos genes PHYBL1 (temporary red insensitive - tri) (van Tuinen et al.,
1995b) e PHYB2 (mutante phyB2) (Kerckhoffs et al., 1999).

Deste modo, mutantes apresentando varias caracteristicas fenotipicas
diferentes permitem compreender as interacdes fisioldégicas entre fitocromos. Tal
abordagem é mais aplicavel ndo somente para o tomateiro, mas para outras culturas
gue compartilhem caracteristicas de crescimento, desenvolvimento e arquitetura de

planta entre outras.

2.2. Sombreamento e a modulacéo da resposta pelos fitocromos

As plantas desenvolveram ao longo da evolu¢gdo mecanismos de resposta aos
estimulos do ambiente que garantem sobrevivéncia com uso eficiente dos recursos
naturais disponiveis. A recepcao da luz disponivel pelas plantas no ambiente é
modificada pela presenca de vegetacao ao redor, gerando sinais que séao percebidos
pelos fotorreceptores. Tais sinais causam grandes mudancas morfolégicas e
funcionais, incluindo, em Arabidopsis, aumento do hipocétilo e peciolos, posicéo
mais ereta das folhas e florescimento precoce (Casal, 2013, 2012).

Em tomateiro, foram caracterizados cinco genes do fitocromo PHYA, PHYB1,
PHYB2, PHYE e PHYF (Pratt et al., 1997). Recentemente, foi demonstrado que
durante a transicdo da escotomorfogénese para a fotomorfogénese em plantulas de
tomateiro, o fitocromo A (phyA) desempenha uma funcédo importante, participando
da regulacéo do fluxo de carbono mediante as principais vias metabdlicas primarias,
como glicdlise, beta-oxidacdo e ciclo do acido tricarboxilico (TCA), ressaltando-se
gue a maioria dos fitocromos € ativada pela luz vermelha e desativada pela luz
vermelho extremo, todavia, o phyA responde a ambos. Além disso, o phyA esta
envolvido na atenuacdo do crescimento radicular logo apds a plantula atingir a luz
(Carlson et al., 2019). O fitocromo B (phyB) € uma proteina fotorreceptora-chave

utilizada pelas plantas na deteccdo da proximidade de outras plantas (de Wit et al.,



2016b). A luz vermelha ativa o phyB, gerando phyve, forma fotorreceptora ativa,
enquanto a luz vermelho extremo fotoconverte phyve de volta & forma inativa phyv
(Carvalho et al., 2011b).

Os fitocromos séo sintetizados na forma biologicamente inativa V (phyv), que
apresenta uma absorbancia maxima em luz vermelha (660 nm), e se fotoconverte na
forma capaz de absorver a luz vermelho extremo VE (phyve), que possui uma
absorbancia maxima em luz vermelho extremo (730 nm) (Figura 2) (Carvalho et al.,
2011b). Sob condi¢des de luz natural, h4 um fotoequilibrio dindmico entre phyve e
phyv, sendo a relacdo entre estas duas formas, importante sinalizador das
alteracdes luminosas do meio para as plantas (Franklin e Quail, 2010). Durante o
dia, sob a luz do sol, a propor¢cédo de V:VE é de aproximadamente 1,15 (quase nao
se observou variagdo, mesmo em épocas e condicdes ambientais diferentes),
enquanto que sob o dossel da vegetacdo, essa proporcdo € de aproximadamente
0,05-0,7 (Smith, 1982). Para ser considerada a condicdo de sombra, a proporcao de
V:VE deve ser menor que 1,0 (Jaillais e Chory, 2010).
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Figura 2. (A) Absorcdo luminosa dos fitocromos purificados nas formas phyv e
phyve. (B) A fotoconversédo da forma do fitocromo phyv a phyve é induzida
por comprimentos de onda do vermelho (V) e por luz azul, e a reversao de
phyve a phyv é induzida por comprimentos de onda do vermelho extremo
(VE) e também pelo escuro. Modificado de Kerbauy (2019).

Ao detectar mudancas na relacdo V:VE, as plantas sdo capazes de
reconhecer o sombreamento de outras plantas e avaliar a proximidade entre elas.
Quando essa relacdo é baixa, desencadeia respostas de evitacdo a sombra, que

incluem a aceleracdo do alongamento de caule e peciolo e orientacdo fototropica em
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direcdo a areas onde a relacdo V:VE é alta (Ballaré, 2017; Roig-Villanova e
Martinez-Garcia, 2016). As referidas mudancas fazem parte das respostas as
alteracdes na qualidade da luminosidade percebida pelas plantas sob condicdo de
sombreamento a qual € denominada de sindrome de evitagdo a sombra — SES
(Shade-avoidance syndrome — SAS) (Tabela 1) (Ballaré e Pierik, 2017). A luz filtrada
por intermédio das folhas de plantas mais altas é rica em luz vermelho extremo.
Esses feixes, ricos em luz vermelho extremo, desencadeiam respostas na promocao
do alongamento do hipocétilo, auxiliando as plantas mais baixas a sobrepor plantas
vizinhas e retornar a luz solar plena. Atualmente, conhece-se que os fotorreceptores
da luz vermelha phyA e phyB participam da SES. Em ambientes ricos em luz
vermelha extremo, o equilibrio entre phyB fotoinativado e phyA determina a

extensao do alongamento do hipocoétilo (Martinez-Garcia et al., 2014).

Tabela 1. Parametros caracteristicos das respostas de plantas a sindrome de
evitacdo a sombra (SES).

Parametro Resposta
Extensdo acelerada do entrend com

massa especifica reduzida do caule
Atrasado, resultando em folhas mais
finas com area foliar menor que exibe
senescéncia precoce; desenvolvimento
de plastidios e sintese de clorofila e
retardados; reducédo dos teores de
antocianinas em folhas imaturas

Crescimento

Desenvolvimento foliar

Dominancia apical Reforgada, ramificacédo inibida

Floracéo Acelerada
Marcadamente alterado o

Distribuicéo de fotoassimilados armazenamento; relacéo fonte dreno

reduzida a custa dos caules

Fonte: Adaptado de Thomas et al. (2017).

Apés ativados pela luz vermelha, o fitocromo migra do citosol para o nucleo,
onde interage com os fatores de interacdo do fitocromo (PHYTOCHROME-
INTERACTING FACTORs — PIFs), regulador negativo da atividade dos fitocromos
(Lorrain et al., 2007) (Figura 3). Apenas trés destas proteinas que interagem com

fitocromos estdo inegavelmente envolvidas no controle da SES: PIF4, PIF5 e PIF7,
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hY

0S (quais estdo associados a sintese de auxinas, incluindo giberelinas,
brassinosteroide, jasmonato e etileno (Leivar e Monte, 2014, Legris et al., 2019). O
tomateiro possui oito fatores de interagdo com fitocromo (PIFs): SIPIFla, SIPIF1b,
SIPIF3, SIPIF4, SIPIF7a, SIPIF7b, SIPIF8a e SIPIF8b. Dos oito loci, o SIPIF4
mostrou padrbes de expressdo semelhantes aos dos homélogos de Arabidopsis,

sugerindo apresentarem funcdes semelhantes (Rosado et al., 2016).

vAg
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'\

Alta relagao V:VE Baixa relagéo V:VE

phyveB

Nucleo Nucleo
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< induzidos pela sombra
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Respostas de inibigao da elongagdo de Respostas de elongagado de crescimento induzido por PIF
crescimento mediado por fitocromo

Figura 3. (A) Sob luz, o phyB esta principalmente na forma phyve. A forma phyve se
acumula no nucleo onde interage com os PIFs. Essa interacdo tem como
alvo a degradacao das proteinas PIF por meio do proteassoma 26S, levando
a desativacdo de genes induzidos pela sombra. (B) Sob um dossel, a luz
filtrada ou refletida pela vegetacdo vizinha € enriquecida pela luz VE, e o
phyB € convertido em sua forma phyv, que nao interage mais com as
proteinas PIF. Assim, essas proteinas sdo acumuldas rapidamente,
promovendo a expressao de genes que direcionam respostas para evitar a
sombra. Adaptado de Lorrain et al. (2007).

As elucidagcbes de como e quais fitocromos estdo envolvidos na SES
ocorreram principalmente por meio do uso de ferramentas moleculares, tais como
mutantes defectivos na biossintese do fitocromo. De fato, tem sido mostrado que

mutantes deficientes na producdo da apoproteina do phyA, tais como de Arabidopsis

e tomateiro, exibem exagerado alongamento do hipocétilo em condicdo de baixa
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V:VE (Nagatani et al., 1993; Parks e Quail, 1993; Whitelam et al., 1993; van Tuinen
et al. 1995a), ao passo que mutantes na biossintese da apoproteina de phyB,
guando crescido em aumentado V:VE, expressam respostas inerentes a SES
(Lopez-Juez et al., 1990; Nagatani et al., 1991; Somers et al., 1991). Ademais,
mutantes deficientes na biossintese do cromoforo, sendo desta forma deficiente na
biossintese de todos os tipos de fitocromos, manifestam natural caracteristica
alongada e clorética, as quais sdo encontradas durante a SES (Muramoto et al.,
2005).

Entretanto, a reduzida capacidade das plantas cultivadas em responder ao
sombreamento é apontada como resultado do processo de selecdo de espécies
visando maior biomassa e rendimento de producdo, o que € antagbnico ao
observado em espécies que respondem onde é priorizado o alongamento
paralelamente a uma reducéo na atividade fotossintética local (Cagnola et al., 2012;
Bush et al., 2015). A compreenséao da SES é importante ndo somente do ponto de
vista fisioldégico, mas também genético e transcricional. Mesmo que a maior parte
dos estudos tenha sido realizado com Arabidopsis, o desenvolvimento de cultivares
tolerantes a sombra permitira cultivos mais adensados sem reduzir o rendimento.

Além do mais, sdo muito fortes as evidéncias da participacédo dos fitocromos
na sinalizacdo de resposta aos estresses bidticos e abibticos (Carvalho et al.,
2011b). A baixa relacdo V:VE reduz a defesa vegetal, modulando as vias de defesa
do acido jasmonico e do acido salicilico (Ballaré, 2017). Sob efeito de estresse
salino, mudas de tomateiro e tabaco apresentam impedimento ao alongamento,
resposta de evitacdo a sombra (Hayes et al., 2019). Além disso, foi evidenciado em
tomateiros mutantes phyA, phyBl e phyB2 sob luz natural que fitocromos podem
atuar na resposta ao estresse abiotico, sendo phyB1l e phyB2 importantes na via de
sinalizacdo agindo como reguladores negativos de crescimento e manutencéo de

pigmentos (Gavassi et al., 2017).

2.3. Auxinas e as respostas das plantas ao sombreamento

As auxinas sdo bem conhecidas como o hormoénio do crescimento das

plantas devido a sua capacidade de estimular o crescimento diferencial em resposta
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a estimulos luminosos ou da gravidade (Thomas et al., 2017). Tem sido considerado
como participante-chave no ajuste da morfologia das plantas frente ao desafio
imposto pelas condi¢cdes ambientais bastante varidveis. As respostas de evitagdo a
sombra, incluindo incremento do crescimento de caule e peciolo, hiponastia foliar e
inibicdo de ramificagdo estdo profundamente relacionadas com a sinalizagéo da luz
e das auxinas (lglesias et al., 2017).

As auxinas séo reguladores-chave de praticamente todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento das plantas, da embriogénese a senescéncia,
regulando estes eventos por meio do controle da expressdo génica mediante a
familia de fatores de resposta a auxina, as chamadas proteinas ARFs (AUXIN
RESPONSE FACTORS), os quais sao especificos do reino vegetal e foram
identificados nos genomas de diferentes espécies vegetais controlando a expresséo
de genes-alvos em resposta a auxina (Ma e Li, 2019).

As respostas das plantas a baixa relagdo V:VE envolvem alteragbes na
sinalizacdo hormonal. Em Arabidopsis, o fator de transcricdo PIF7 € acumulado na
sua forma desfosforilada a sombra, induzindo a expressao de genes responsaveis
pela biossintese das auxinas. Isto indica que a percepcao de um sinal de mudanca
na qualidade da luz conduz diretamente a uma resposta rapida no crescimento
mediante uma via regulada por PIF7 (Li et al., 2012) (Figura 3). Mais recentemente,
PIF vem sendo investigado em tomateiro (Rosado et al., 2016), sugerindo que PIF4
desempenha a mesma funcéo que em Arabidopsis (Rosado et al., 2019).

O acido indol-3-acético (AIA) € conhecido como a principal auxina das
plantas, possuindo diferentes rotas biossintéticas, dependente ou independente do
aminoacido triptofano. No entanto, a grande parte do AIA que existe nas plantas é
biossintetizado de triptofano, a qual € dividida em quatro vias paralelas (Muller e
Weiler, 2000; Mano e Nemoto, 2012), porém a via do acido indolil-acético-3-piruvato
(IPA) é considerada como a principal via biossintética da auxina durante a evasao da
sombra (Mashiguchi et al.,, 2011). As auxinas sdo Unicas entre os hormoénios
vegetais por apresentar transporte polar e desempenhar importante funcéo
fundamental no desencadeamento da evitacdo a sombra (Ma e Li, 2019). Além de
promover o alongamento celular, as auxinas controlam outros aspectos das

respostas ao sombreamento, como o crescimento reduzido de folhas e raizes,
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coordenando o crescimento das plantas em baixa relagdo V:VE (Zazimalova et al.,
2014).

De fato, evidéncias tém atribuido & auxina uma importante fungcdo no
controle dessas respostas. Por exemplo, mutantes de Arabidopsis deficientes na
biossintese, sensibilidade ou transporte de auxinas ndo desencadearam a SES (Tao
et al.,, 2008; Keuskamp et al., 2010). De acordo com isso, foi mostrado que a
reducdo em V:VE aumentou as concentracdes de auxina em Arabidopsis (Ugarte et
al., 2010; Hornitschek et al., 2012). Além disso, os mutantes pif4 e pif5, defectivos
para sintese de PIF4 e PIF5, familia de fatores de transcricgdo envolvidos na
sinalizacdo dos fitocromos, reduziram em Arabidopsis a expressao dos genes
YUCCA 8 (YUCS8), os quais codificam para aminotransferases e monooxigenases,
classes de importantes enzimas da via de biossintese das auxinas dependente de
triptofano. Similarmente, o mutante pif7 mostrou reduzida inducdo de YUC2, YUCS e
YUC8 sob baixa V:VE. Estes resultados fortemente indicam que o controle dos
niveis endégenos de auxinas é dependente da sinalizacdo luminosa mediada por
fitocromos em respostas de SES. Nesse sentido, tem sido mais evidente a interacéo
das auxinas com os fitocromos desde o processo germinativo das sementes ao
florescimento (Park et al. 2007; Carvalho et al. 2010b; Halliday et al. 2009).

Reguladores sintéticos séo utilizados visando controlar eventos governados
pelos hormdnios. Alguns agem como inibidores do transporte das auxinas, entre eles
estdo o NPA (acido 1-N-naftilftalamico) e o TIBA (acido 2,3,5- triiodobenzdico). O
NPA é um inibidor polar do transporte de auxina que bloqueia o efluxo de auxina
mediado pelas proteinas PIN e PGP (Teale e Palme, 2017). No tratamento com esse
regulador, espera-se que as auxinas se acumulem nos locais de sintese, o que torna
o NPA uma ferramenta muito valiosa para identificar esses locais. Contudo, deve-se
considerar que os efeitos dos inibidores do transporte polar das auxinas dependem

das espécies vegetais e/ou fase de crescimento (Saniewski et al., 2014).
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2.4. Interacdo dos fitocromos e auxinas nas respostas das plantas ao

sombreamento

Os fitocromos exercem importante fungcdo na resposta ao sombreamento,
tendo como elemento central os PIFs, os quais séo fatores basicos de transcricdo
gue se ligam a forma ativa de phyB no nacleo. Como resultado desta interacdo, séo
rapidamente fosforilados e, em seguida, degradados no proteassoma (Leivar e
Monte, 2014). A baixa relacdo V:VE diminui a atividade do phyB promovendo o
acumulo de PIF4 e PIF5 (Legris et al., 2019). No entanto, como phyA é primordial
para desestiolacdo das plantulas/plantas que crescem em ambientes com baixa
V:VE, e por phyA so se ligar a PIF1 e PIF3, acredita-se que este fitocromo néo utilize
a mesma via de sinalizacdo ajusante (Yang et al., 2018). Contudo, 0 aumento da
atividade dos PIFs resulta na ativacdo direta da expressdo do gene YUCCA,
relacionada a biossintese de auxinas e de outros genes que regulam o crescimento
do caule (Hornitschek et al., 2012) (Figura 3).

E evidente que a luz afeta os teores de auxina nos mais diversos
mecanismos, regulando sintese, transporte e sinalizacdo, modulando 0s genes
envolvidos nestes processos (Iglesias et al., 2017). Sob baixa relacdo V:VE, os
fatores de transcricio bHLH, PAR1 e PAR2 (PHYTOCHROME RAPIDLY
REGULATED) promovem uma regulacdo negativa da expressdo de genes
induziveis pelas auxinas e o fator HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED1)
também diminui a expressao de 1AA29 (Halliday et al., 2009).

MutacBes que afetam a sintese, transporte ou percepcdo de auxinas
impedem a promocao do crescimento de hipocaétilo devido a baixa relacdo V:VE
(Tao et al., 2008; Keuskamp et al., 2010). A baixa relacédo V:VE conduz ao aumento
dos niveis de AlA livre em plantulas, a expressao de genes associados ao transporte
de auxina, como PIN-FORMED 3 (PIN3) e PIN7, e os genes dos fatores de
transcricdo induzidas por auxina ACIDO INDOL-3-ACETICO INDUZIVEL 1 (IAA1),
IAA3, 1AA5, IAAL1l e IAAL9, entre varios outros genes relacionados a auxina em
Arabidopsis (Devlin et al., 2003; Keuskamp et al., 2010) (Figura 4).



15

\ ’ . Alta V:VE Baixa V:VE
I phyB Ativo pro ~___Citosol (sombra) e
Nucleo o
H phyB Inativo ! \ / ; V¥ ¢ M " ‘ ‘
" f\ "\‘7':“7 | T : ]( i L LYUC :
Cé Auxina “f o J L PIFPF | AUX/IAA |

CfS . PIFPF E PN |

/
4

N
Nao transcrigdo

£ Carregador de efluxo PIN

Figura 4. Sinalizacdo de evitacdo a sombra. Fitocromo B (phyB) é ativado sob um
alta razdo vermelho/vermelho extremo (V:VE) e é translocado para o nucleo,
onde se inativa 0 PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 4 (PIF4), PIF5
e PIF7 e, assim, inibe a transcricdo dependente de PIF. Sob baixa razdo
V:VE, phyB é inativado, o que permite que os PIFs se acumulem, regulando
a transcricdo dos seus alvos a jusante. Entre estes estdo varios genes
relacionados com a auxina, resultando no aumento da concentracdo de
auxina na ceélula mediante a transcricdo de YUCCA (genes YUC), as
mudancas nos genes da sinalizacdo de auxina (AUXINA/ACIDO INDOL-3-
ACETICO INDUZIVEL - AUX/IAA), e aumento do transporte da auxina
mediante de proteinas PIN- FORMED (PIN). Este processo conduz
finalmente a célula ao alongamento, por exemplo, nos hipocotilos de
plantulas de Arabidopsis. Adaptado de Wit et al. (2016a).

Dessa forma, a resposta a auxina esta intrinsicamente associada aos fatores
de transcricdo para percepcao da baixa razdo V:VE da luz, resultando na resposta
de evitacdo a sombra. Nesta condi¢cédo, o PIF7 influencia a expresséo do gene YUC,
gue codifica uma enzima envolvida na biossintese de auxina dependente de
triptofano. Assim, HFR1, PAR1 e PAR2 parecem ser importantes para moderar a
cascata de sinalizacdo de auxina e a resposta fisiolégica a baixa razédo V:VE da luz
(Yang e Li, 2017).

Em tomateiro, foi realizado estudo comparativo da morfologia das folhas do
tomate domesticado e de parentes selvagens: S. lycopersicum 'M82' (tomate
domesticado) e S. pennellii LAO716 cultivadas sob condi¢cdes com razdo de V:VE
alta e baixa. Verificou-se que S. pennellii tem uma resposta exagerada para evitar a
sombra em comparagcdo com o tomate domesticado, caracterizado por maiores
comprimentos de internddios e peciolos, estando relacionado ao aumento da
expressao de AXR (AUXIN RESISTENT), IAAs (INDOLE-3-ACETIC ACID
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INDUCIBLES) e ARFs (AUXIN RESPONSE FACTORs), bem como niveis
aumentados de transcricdo de homologos de citocinina oxidase (Chitwood et al.,
2015).

Cagnola et al. (2012) também reportaram que, em resposta a sombra, 0s
genes de resposta a auxina em tomateiro (S. lycopersicum “La Germinadora”) sao
regulados positivamente nos internédios, em comparacdo com as folhas. Todavia,
evidenciam que isso ndo implica aumento da sintese de &cido indol-3-acético (AlA)
nos respectivos oOrgdos. Ademais, avaliaram o efeito do sombreamento na
capacidade fotossintética destes 6rgdos e constataram que os genes do Ciclo de
Calvin sdo diminuidos no tecido do caule, acompanhado de concentracdo de
clorofila do caule, carotenoide e acido jasménico reduzidos.

E importante salientar que o estudo das altera¢cdes nas vias hormonais em
plantas tem mostrado que as respostas das plantas a sombra necessitam da
participacdo de varios hormoénios, além das auxinas, como as giberelinas (GA) e os
brassinoesteroides (BR), estando funcionalmente condicionado ao alongamento
celular quando sob condicdo de baixa relacdo V:VE (Kozuka et al., 2010; Ruzza et
al., 2014; de Wit et al., 2016a; Yang e Li, 2017; Krahmer et al., 2018), bem como a
participacdo de outros fotorreceptores: criptocromos (cry) e UVRS8, que parecem
dividir o controle dessa grande e complexa rede de sinalizacdo (Hayes et al., 2014;
de Wit et al., 2016b; Pedmale et al., 2016; Fraser et al., 2016; Franklin, 2016; Xu et
al., 2018).

No contexto do exposto acima, faz-se necessario conjecturar que a
importante funcdo das auxinas na SES é dependente da sinalizacdo da familia de
phyA e phyB. De fato, os fatores separadamente modulam a SES, mas se as
auxinas sao parte da sinalizacédo de phyA, phyB1l e phyB2 muito ainda é necessario

explorar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Fornecidos pelo Prof. L4zaro Eustaquio Pereira Peres, da Esalg-USP, foram
utiizados mutantes de tomateiro com baixa e alta sensibilidade a auxina
diageotropica (dgt) (Oh et al., 2006) e entire (e) (Wang et al., 2005),
respectivamente, presentes na cultivar Micro-Tom (MT) (Carvalho et al., 2011a; Silva
et al., 2018a) que, ausente da mutacdo, foi utilizada como controle. Ainda foi
utilizado MT transformado (DR5::GUS) para dirigir a expressdo do gene marcador da
3-glucuronidase (GUS) dirigido pelo promotor DR5, o qual é especifico para auxinas,
cedido pelo Prof. Luciano Freschi, do Instituto de Biociéncias da USP-S&o Paulo.
Além disso, fez-se uso dos mutantes defectivos para a biossintese de phyA (far red
insensitive - fri, phyA), phyBl (temporary red insensitive — tri, phyBl) e phyB2
(phyB2), os quais foram obtidos a partir do “Tomato Genetics Resource Center”
(TGCR; Davis - Califérnia) presentes na cultivar Moneymaker (MM) (van Tuinen et
al.,, 1995a; van Tuinen et al., 1995b; Kerckhoffs et al., 1999) que, ausente da

mutacdao, foi utilizado como controle.

3.2. Condicbes de crescimento e inducéo da SES

As sementes foram germinadas em potes plasticos com capacidade de 250
mL, contendo 20 g de uma mistura na proporcéo de 1:1 (v/v) de substrato comercial
(Bioplant, Brasil) e vermiculita umedecida com 20 mL de agua deionizada. Em
seguida, os potes contendo as sementes foram levados para uma camara tipo BOD,
onde permaneceram no escuro durante trés dias. Apos este periodo, as plantulas
foram mantidas por dois dias sob luz branca (ambiente controle, fotoperiodo de 16/8
horas luz/escuro,15 pmol m2 s RFA) até o completo desestiolamento. Apds dois
dias sob luz branca, aplicou-se o tratamento com baixa V:VE 0,119 (fotoperiodo de
16 horas, 24,8 umol m? s RFA) mantendo-se, também, o ambiente controle onde
as plantulas permaneceram por mais cinco dias em temperatura de 25°C * 2 (Figura

5). A rega foi realizada diariamente adicionando-se 5 mL de agua em cada pote.
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Figura 5. Representacdo dos ambientes de germinagdo, crescimento e
desenvolvimento das plantulas de tomateiro. Sementes foram germinadas
trés dias no escuro (72 h). Em seguida, as plantulas foram transferidas
para luz branca, onde permaneceram por mais dois dias (48 h) até
completo desestiolamento com fotoperiodo de 16/8 h de luz e escuro. Apos
0 desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz branca (fundo
branco) ou receberam suplementacdo com Vermelho Extremo (reducéao da
V:VE= 0,119, fundo vermelho) por mais cinco dias (120 h), na condicéo
controle (H20) e com aplicacdo de AIA (acido indol-3-Acético) ou NPA
(dcido—1-N-naftilftalamico). As aplicacdes de AIA ou NPA foram realizadas
apenas no MM, phyA, phyB1 e phyB2.

Com auxilio de um dimerizador, a condicdo luminosa foi obtida por meio de
diodo emissor de luz (LED) branca (Jikatec) (Figura 6A), sendo que, para a condicéo
de sombreamento (V:VE= 0,119), foram utilizadas duas placas de acrilico
sobrepostas (uma azul e outra vermelha) e uma lampada halégena (A55 E27 70W
127V). Ainda na condicdo de sombreamento, foi acrescentado um filtro de papel
celofane, de coloracdo amarela, para retencdo da luz azul (Figura 6B). Os
comprimentos de onda luminosos foram obtidos com auxilio de um
espectrorradidmetro: SpectraPen LM 500-UVIS, faixa de resposta espectral 340 a
780 nm.
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Figura 6. Camara de germinagéo, crescimento e desenvolvimento com sistema de
iluminagcdo. (A) Luz branca utlizada para desestiolamento e para
crescimento da condi¢cdo controle, (B) ambiente sombreado, com baixa
razao V:VE (0,119).

3.3. Aplicagéo de auxina ou inibidor do transporte de auxina

No inicio da inducdo da SES, mutantes fotomorfogenéticos e o MM cresceram
na presenca da auxina exdgena, acido indolacético (AlA) 15 uM ou do inibidor do
transporte deste hormoénio, acido—1-N-naftilftalamico (NPA) 10 uM (Kraepiel et al.
2001; Liu et al. 2011), mantendo-se também a condi¢ao controle, recebendo apenas
aplicacdo de agua (Figura 5). As aplicacdes (quatro) foram realizadas diariamente
com auxilio de um borrifador (spray), em média 03 mL por aplicacdo (Figura 5). As
fontes e concentracdes das auxinas e do inibidor de transporte de auxina utilizados
foram determinados em experimentos preliminares na cultivar MM (Figura 1A, B, C e
D do Apéndice).

3.4. Anéalises do crescimento

O comprimento do hipocoétilo e das raizes foi obtido usando uma régua
graduada. Os cotilédones foram digitalizados com auxilio de scanner (HP Scanjet
3670) e, a partir das imagens, foi obtida a area cotiledonar, utilizando-se do software

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para obtencdo da massa seca, as plantulas foram

mantidas em saco de papel, secas em estufa a 60°C por 72 h, e a massa seca foi

determinada por meio de balanca analitica (Denver Instrument Company AA-200).
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3.5. Concentragéo de pigmentos

A quantificacdo de clorofilas e carotenoides foi realizada utilizando-se 25 mg
de cotilédones adicionados aos tubos Eppendorf e extraidos em 2 mL de acetona
(80%, v/v). Estes foram mantidos a 4°C no escuro por 48 horas. Os cotilédones
foram entdo removidos e o extrato avaliado de acordo com Lichtenthaler (1987).
Para obtencdo do teor de antocianinas, foram utilizados 45 mg de hipocétilos. Os
processos de extracdo (realizado em triplicata) e quantificagcdo foram realizados
conforme Peters et al. (1989). Todas as andlises foram realizadas no final de cada

experimento (plantulas com 10 dias apos a semeadura - DAS) (Figura 7).

Figura 7. Plantulas de tomateiro no final do experimento, com 10 dias apds a
sememadura (DAS), sob luz branca (A) e baixa V:VE (B).

3.6 Ensaios Histoquimicos — Revelacdo do GUS

A coloracdo de GUS foi realizada, tal como especificado por Jefferson et al.
(1987), com algumas modificacBes. Plantulas transgénicas DR5::GUS foram
embebidas em uma solucdo de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,0) contendo
10 mM de EDTA (pH 8,0), 0,1% de Triton X-100, 0,1% de sarcosil, 10 mM de 2-
mercaptoetanol, 0,5 mM de ferricianeto de potassio, 0,5 mM de ferrocianeto de

potassio e 1 mg mL de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucuronido (X-GLUC) infiltrado
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a vacuo e incubado a 37°C. A reacdo foi interrompida com a transferéncia das
plantulas para um tubo contendo etanol 70% (v/v), apés 12 horas de incubagdo. As
plantulas permaneceram por mais 96 horas em etanol (trocado a cada 24 horas), em
temperatura ambiente para retirada de toda clorofila.

3.7 Quantificagdo de auxina hipocotilar

Os niveis enddgenos de &cido indolacético (AlIA) foram determinados por
cromatografia gasosa - monitoramento por ions de sele¢cdo por espectrometria de
massa em tandem (GC-MS-SIM), conforme descrito por Cruz et al. (2018). Os
hipocétilos congelados de tomateiro (aproximadamente 100 mg de massa fresca -
MF) foram triturados em nitrogénio liquido e homogeneizados com 1 mL de
isopropanol: acido acético (95:5, v/v). Foi adicionado precisamente 0,5 ug de [*3C6]-
IAA (Cambridge Isotopes, Inc.) a cada amostra como padrdes internos. As amostras
foram incubadas a 4°C por aproximadamente 2h. Apés centrifugacgéo (4°C, 16.000 g,
20 min), o sobrenadante foi coletado e foram adicionados 100 uL de agua ultrapura
e 500 ul de acetato de etila. ApoOs centrifugacdo (4°C, 16.000 g, 5 min), o
sobrenadante foi recolhido e este passo foi repetido. O extrato foi completamente
seco a vacuo e suspenso em 50 pL de metanol, seguido de uma etapa de
derivatizacdo de 30 minutos a temperatura ambiente usando 40 uL (trimetilsilil)
diazometano.

A analise foi realizada com um cromatdégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massa (modelo GCMS-QP2010 SE, Shimadzu) no modo de
monitoramento seletivo de ions. Um microlitro de cada amostra foi injetado
automaticamente (modelo AOC-20i, Shimadzu) no modo sem divisdo, usando hélio
como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 4,5 mL min por meio de uma coluna
capilar de silica fundida (30 m, 0,25 mm ID, Pelicula interna de 0,50 ym de
espessura). Fase estacionaria DB-5 MS no seguinte programa: 2 min a 100°C,
seguido de gradientes de 10°C min? a 140°C, 25°C min? a 160°C, 35°C min? a
250°C, 20°C mint a 270°C e 30°C min'' a 300°C. A temperatura do injetor foi de
250°C e foram utilizados os seguintes parametros operacionais do MS: tensdo de

ionizacado, 70 eV (ionizacdo por impacto eletrdnico); temperatura da fonte de ions,
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230°C; e temperatura da interface, 260°C. Os ions com uma razdo de massa/carga
(m/z) de 130 e 189 (correspondendo ao AIA enddgeno) e 136 e 195
(correspondendo a ['3C6]-IAA) foram monitorados. As concentracdes enddgenas

foram calculadas com base em cromatogramas extraidos a m/z 130 e 136.

3.8 Delineamento experimental e tratamento estatistico

Foram realizados quatro experimentos em delineamento inteiramente
casualizado, a partir dos seguintes ensaios fatoriais. Experimento 1 - 3 Cultivares
(MT x dgt x e x 2 Ambientes (luz branca e baixa V:VE); Experimento 2 - 2 Cultivares
(MM x phyA) x 3 Aplicacdes exogenas (Controle - AIA - NPA) x 2 Ambientes (luz
branca e baixa V:VE); Experimento 3 - 2 Cultivares (MM x phyB1) x 3 Aplicacdes
exdgenas (Controle - AIA - NPA) x 2 Ambientes (luz branca e baixa V:VE);
Experimento 4 - 2 Cultivares (MM x phyB2) x 3 Aplicagdes exdgenas (Controle - AIA
- NPA) x 2 Ambientes (luz branca e baixa V:VE). Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e comparacdo de meédias pelo teste de Tukey com nivel de

significandia de 5%. Foi utilizado o Software Sisvar (Ferreira 2015).

4. RESULTADOS

4.1. Inducéo da SES — uso dos mutantes dgt e entire

As plantulas de dgt e entire responderam igualmente ao MT sob baixa V:VE
(sombra), ou seja, mesmo 0s mutantes possuindo baixa (dgt) ou alta (entire)
sensibilidade a auxina, essas cultivares apresentaram um maior alongamento do
hipocotilo quando comparados com plantulas crescidas sob luz branca (Figura 8A e
9). O alongamento no ambiente de sombra foi de 18%, 21% e 34% a mais para MT,
dgt e entire, respectivamente, comparado cada cultivar sob luz branca. Observou-se
ainda que a diferenca entre as cultivares em relacdo ao alongamento do hipocatilo
foi encontrada apenas para o entire em relacdo ao MT e ao dgt nos dois ambientes

(luz e sombra) (Figura 8A e 9).
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Figura 8. Comprimento do hipocétilo e raiz (A), massa seca de parte aérea e de raiz
(B) e area cotiledonar (C) de plantulas de tomateiro MT, dgt e entire,
germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas (dois dias). Apos o
desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz branca ou receberam
suplementagdo com vermelho extremo - baixa V:VE (Sombra) por mais cinco
dias. n = 3x15 ou 3x10 £ EP, comprimento e massa seca e area cotiledonar,
respectivamente. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P< 0,05)
entre as meédias, pelo teste de Tukey. Letras mindsculas — compara-se
cultivares no mesmo ambiente de luz; letras mailsculas — compara-se a
mesma cultivar em ambiente de luz diferente.

Luz Baixa Luz Baixa Luz Baixa
Branca V:VE Branca V:VE Branca V:VE

Figura 9. Fendtipos das plantulas de tomateiro MT, dgt e entire, germinadas no
escuro (trés dias) e desestioladas (dois dias). Apds o desestiolamento,
plantulas permaneceram sob luz branca ou receberam suplementacdo com
vermelho extremo - baixa V:VE por mais cinco dias.

O comprimento das raizes do MT e do entire ndo foram afetadas pela baixa

V:VE ndo havendo, assim, diferenca entre o tamanho das raizes nos dois
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ambientes, comparando-se cada cultivar (Figura 8A). No entanto, observou-se um
aumento significativo no comprimento das raizes das plantulas do dgt quando
crescidas na sombra em relacéo as crescidas na luz branca (Figura 8A). Além disso,
as mutagbes no entire e no dgt resultaram em uma reducdo significativa no
comprimento das raizes quando comparadas ao MT, reducdo ocorrida tanto na
sombra quanto na luz. Entretanto, essa redugao foi maior no dgt crescido na luz
branca, inclusive, apresentando raizes menores que o entire (Figura 8A), sendo que
no ambiente com baixa V:VE o comprimento de raiz do dgt foi igual ao do entire.

A mutacdo do entire, além de ter resultado em maior comprimento de
hipocétilo, também proporcionou maior massa seca da parte aérea (MSPA),
comparado aos demais cultivares em ambos ambientes (Figura 8B). No caso do MT,
0 acumulo de massa seca foi menor em condicdo de sombra, tanto da parte aérea
guanto da raiz. No entanto, o dgt, ao contrario do MT e do entire, apresentou maior
MSPA e massa seca da raiz (MSR) na condicdo de sombra (Figura 8B). Sendo
assim, a baixa sensibilidade a auxina proporcionou ao dgt um melhor crescimento no
ambiente de sombra, ja que o MT apresentou menor MSPA e MSR sob baixa V:VE
(Figura 3B). Ainda se tratando de MSR, o entire apresentou a menor MSR entre as
cultivares nos dois ambientes (Figura 8B).

A baixa sensibilidade a auxina também garantiu ao dgt crescido sob luz
branca uma menor area cotiledonar (AC), do contrario, a aumentada sensibilidade
do entire resultou na maior AC entre as cultivares, seja na luz ou na sombra (Figura
8C). Contudo, a baixa V:VE néo resultou em mudancas significativas na AC do MT e
do dgt, ja para o entire observou-se uma reducdo de 31% quando comparou-se com
ambiente de luz.

Com relacdo a concentracdo de pigmentos fotossintéticos nos cotilédones,
verificou-se que o MT e o dgt tiveram maior concentracdo de clorofila a (Ca) quando
crescidas sob luz branca, ndo apresentando diferencas entre si, porém, no ambiente
de sombra, houve uma reducdo substancial desses pigmentos (Figura 10A).
Enquanto que o entire ndo mostrou diferenca na concentracdo de Ca entre 0s
ambientes (Figura 10A). Todavia, o conteudo de clorofila b (Cb) no entire foi
significativamente maior quando comparado ao MT e dgt, tanto no ambiente de luz

guanto na sombra (Figura 10B).
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Figura 10. Concentracdo de Clorofila a (A) b (B), total (C), Carotenoides (D) e
Antocianinas (E), de plantulas de tomateiro MT, dgt e entire, germinadas no
escuro (trés dias) e desestioladas (dois dias). Apdés o desestiolamento,
plantulas permaneceram sob luz branca ou receberam suplementacdo com
vermelho extremo - baixa V:VE (Sombra) por mais cinco dias. n = 4x3 +
EP. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P< 0,05) entre as
médias, pelo teste de Tukey. Letras minasculas — compara-se cultivares no
mesmo ambiente de luz; letras mailsculas — compara-se a mesma cultivar
em ambiente de luz diferente.

O ambiente de sombra parece ndo afetar a concentracdo dos pigmentos no
entire, pois o teor de Ca, Ch, clorofila total (Ctotal) (Figura 10A, B e C) e
carotendides (Figura 10D) ndo apresentaram nenhuma mudanca significativa
guando se comparou os dois ambientes. Tendo 0 entire a menor concentracao
também de Ctotal comparado ao MT e dgt sob luz branca, visto que no ambiente de
sombra néo foi verificada nenhuma diferenca no conteido destes pigmentos entre
as cultivares. Contrariamente, no entire, o conteudo de carotendides nos cotilédones
foi maior que os do dgt e do MT (na luz e na sombra) (Figura 10D). Tanto MT quanto
dgt tiveram seus teores de carotenoides reduzidos em funcdo da baixa V:VE, néo
apresentando diferencas entre si.

A baixa sensibilidade a auxina no dgt ndo resultou em diferencas quanto ao

contetdo de antocianinas hipocotilar comparado ao MT, contrariamente, a mutacao
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no entire resultou em uma reducao de 65% e 49%, comparado ao MT e dgt sob luz
branca, respectivamente (Figura 10E). Quando crescidas na sombra, as plantulas de
dgt e MT tiveram seu conteddo de antocianinas reduzido quando comparados ao
ambiente de luz, o que mais uma vez nao ocorreu com 0 entire, pois a baixa V:VE
nao resultou em nenhuma mudanca significativa na concentracdo de antocianinas
hipocotilar desse mutante (Figura 10E). Sob o ambiente de sombra, so6 foi observada
diferenca na concentragéo de antocianinas entre MT e entire.

4.2 Ensaios Histoquimicos — Revelagdo do GUS

Para estudar melhor a expressédo espacial das auxinas, foi utilizado o MT
transformado para dirigir a expressado do gene marcador da 3-glucuronidase (GUS)
dirigido pelo promotor DR5, o qual € especifico para auxinas (Silva et al., 2018b).
Com isso, foi possivel verificar que em plantulas crescidas sob baixa V:VE ocorreu
maior expressdo das auxinas ao longo de todo hipocétilo e cotilédones (Figura 11).
Nas raizes, essa expressao ocorre de forma semelhante nas plantulas crescidas,

guer seja na luz branca ou na baixa V:VE, estando localizada no apice das raizes.

MT:DR5:GUS MT:DR5:GUS
Luz Branca EDERAY S

'l
|
.'/

Figura 11. Expressdo do DR5:GUS em plantulas transgénicas de tomateiro
DR5::GUS germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas (dois dias).
Apés o desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz branca ou
receberam suplementacdo com vermelho extremo - baixa V:VE por mais
cinco dias.

Na Tabela 2, estdo ilustrados comprimento do hipocoétilo, area cotiledonar e

clorofila encontrados neste trabalho, para uma melhor compreenséao da discussao.
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Tabela 2. Representacdo dos principais resultados (comprimento do hipocétilo, area
cotiledonar e clorofila) apresentados por plantulas de tomateiro MT, dgt e
entire, germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas em luz branca
(dois dias). Ap6s o desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz
branca (fundo branco) ou receberam suplementacdo com vermelho
extremo - baixa V:VE (fundo sombreado) por mais cinco dias. Note as
mudangas em relacdo ao tamanho dos cotilédones, hipocétilos e no teor de
clorofilas (tonalides de verde) entre as cultivares e entre 0 0s ambientes.

_ Cultivares
Ambiente

MT dgt entire

N

Teor de clorofila

4.3 Inducéo da SES — uso de AIA e NPA nos mutantes phyA, phyB1 e phyB2

Em plantulas desestioladas, os efeitos da perda dos fitocromos s6 foram
verificados na auséncia do phyBl. Enquanto ainda retido o phyBl nas plantulas,
este fotorreceptor mantém funcéo substancial na auséncia de phyB2 e, até mesmo
de phyA, pois a ndo presenca desses fitocromos (A e B2) ndo resultou em nenhuma
diferenca significativa (P< 0,05) em relacdo ao comprimento do hipocotilo
comparados ao MM (Figura 12A, 12C e 13), de modo que a perda do phyB1 resultou
em um maior alongamento do hipocétilo (Figura 12B e 13). Como ja era de

conhecimento, tanto as plantulas dos mutantes quanto a cultivar controle crescidas
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em ambiente sob baixa V:VE exibiram maior alongamento do hipocaétilo quando
comparadas com as crescidas sob luz branca. Contudo, em ambiente com baixa
V:VE, apenas os mutantes phyA e phyB1 exibiram maior alongamento do hipocétilo
comparados ao MM, o que n&o ocorreu com o pyhB2 (Figura 12A, B, C e 13).

Para estudar a interagcdo das auxinas com os fitocromos, durante a SES,
aplicou-se AIA e NPA (inibidor do transporte de auxina). De fato, a aplicagdo do AIA
resultou em significativo alongamento do hipocétilo das plantulas de MM, phyB1 e
phyB2 sob luz branca, com aumento de 18%, 15,7% e 11,5%, respectivamente, o
gue né&o ocorreu com o phyA (Figura 12A, B e C), sob luz branca. No entanto, a
aplicacdo do NPA também resultou no alongamento do hipocétilo das plantulas do
MM e dos mutantes. Com excec¢ao do phyBl, este alongamento foi maior e,
portanto, significativo até mesmo quando comparado ao alongamento ocasionado
pela aplicacdo do AIA. O aumento no comprimento do hipocatilo das pléantulas de
tomateiro com 10 dias ap0s a semeadura, com a aplicacado de NPA, foi de 39%, 23%
e 28% para MM, phyA e phyB2, respectivamente, sob luz branca (Figura 12A e C).

Verificou-se também que a perda ou ndo dos fitocromos A, B1 ou B2,
observando a condicao de luz branca, resultou em plantulas com maior comprimento
de hipocotilo, quando crescidas em baixa V:VE com aplicacdo do AIA e NPA. Por
outro lado, os mutantes phyA e phyB1 tiveram menor inibicdo do alongamento na
sombra na condicdo controle, pois, quando se adicionou o AlA, 0S respectivos
mutantes apresentaram uma reducdo no comprimento do hipocotilo quando
comparado a mesma cultivar na condicdo controle e quando aplicado NPA. No
entanto, a aplicacdo do NPA em plantulas crescidas em ambiente com baixa V:VE
resultou, mais uma vez, no maior alongamento do hipocétilo das plantulas de todos
0S mutantes, assim como ocorreu na luz branca, o que ndo ocorreu com o MM, pois,
diferentemente das plantulas crescidas na luz branca, os tratamentos com AlA e
NPA nas plantulas crescidas com baixa V:VE néo resultaram em mudancas

significativas no comprimento do hipocoétilo destas plantulas (Figura 12A a C).
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Figura 12. Comprimento do hipocétilo e da raiz (A, B e C), massa seca de parte
aérea e de raiz (D, E e F) e area cotiledonar (G, H e |) de plantulas de
tomateiro (MM, phyA, phyBl e phyB2) germinadas no escuro (trés dias) e
desestioladas em luz branca (dois dias). ApGs o desestiolamento, as
plantulas permaneceram sob luz branca (fundo branco) ou receberam
suplementacdo com vermelho extremo - baixa V:VE (fundo sombreado) por
mais cinco dias, na condic¢éo controle (Cont) e com aplicagdo de AlA (acido
indol-3-Acético) ou NPA (acido—1-N-naftilftalamico). n = 3x15 ou 3x10 + EP,
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comprimento e massa seca e area cotiledonar, respectivamente. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre as médias, pelo teste
de Tukey. Letras mindsculas - compara-se a mesma cultivar em ambiente
diferente e mesma condicdo; letras mailsculas - compara-se a mesma
cultivar em ambiente igual e diferente condigéo; Asterisco significa diferenga
entre as cultivares dentro do mesmo ambiente e condicao.

MM MM phyA phyA
Luz Branca Baixa V:VE Luz Branca FEDERAY S

[BE)

phyB1 phyB1 phyB2 phyB2
Luz Branca Baixa V:VE Luz Branca EEVERAY S

p

]

Figura 13. Fendtipos das plantulas de tomateiro (MM, phyA, phyBl e phyB2)
germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas em luz branca (dois dias).
Apés o desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz branca ou
receberam suplementacdo com vermelho extremo - baixa V:VE (0,119) por
mais cinco dias. Nota-se o alongamento dos hipocétilos e a reducédo da
area cotiledonar em todas as cultivares crescidas sob baixa V:VE.

As cultivares (MM, phyA, phyBl e phyB2) responderam diferentemente a
aplicacdo de AIA e NPA. Apesar da aplicacdo de ambos terem resultado em
aumento do comprimento do hipocétilo das plantulas de tomateiro, por exemplo, tal
aumento foi maior nas plantulas do MM quando comparado ao phyB2, sob luz
branca, ou seja, a auséncia apenas do phyB2, mesmo com aplicacdo do AIA e do
NPA, ndo possui acdo direta no alongamento do hipocétilo quando ainda esta
presente o phyBl. O phyA sé apresentou diferenca em relacdo ao MM quando

aplicado o NPA, ou sob baixa V:VE sem ou com aplicacdo do AIA ou NPA. A
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aplicacdo do AIA e do NPA no phyBl resultou em aumentos significativos no
comprimento do hipocétilo das plantulas crescidas seja na luz branca seja na
sombra (Figura 12A, B e C).

Durante a evitacdo a sombra, uma das respostas mais conhecidas é a
diminuic&o do sistema radicular em detrimento ao maior alongamento da parte aérea
(Morelli e Ruberti, 2000). No entanto, a auséncia dos fitocromos n&o resultou em
mudancgas significativas no comprimento das raizes das plantulas, sob luz branca,
exceto no phyB1l que apresentou menor comprimento de raiz comparado ao MM ao
receberem aplicacdo de AIA (Figura 12B). As diferencas das cultivares e entre as
cultivares na condicdo de sombra (baixa V:VE) revelaram que as plantulas de MM
tratadas com AlA tiveram maior comprimento da raiz, sendo essa diferenca também
observada em relacdo ao phyA e phyB1 (Figura 12A e B). O phyB1 também mostrou
um menor crescimento da raiz quando comparado com MM na condi¢cdo controle e
com aplicacdo do AlA, até mesmo menor comprimento quando comparado 0 mesmo
mutante sob luz branca e sombra. A inibicdo do alongamento da raiz em funcao da
aplicacdo do NPA ocorreu apenas em plantulas de MM. Entretanto, no phyB2, a
diferenca encontrada foi em baixa V:VE, quando a aplicacdo do inibidor do
transporte de auxina resultou no maior comprimento da raiz comparado ao MM
(Figura 12C).

Quando o crescimento é acompanhado de ganho de massa, ou seja, divisao e
alongamento celular, indica um desenvolvimento adequado das plantulas. Todavia, 0
aumento no comprimento da parte aérea de uma planta ndo resulta,
obrigatoriamente, no incremento de massa, principalmente quando esse aumento no
comprimento ocorre durante a SES, comprometendo o desenvolvimento das
plantulas (Kharshiing e Sinha, 2016). Resultados assim foram encontrados nos
experimentos aqui realizados (Figura 12D, E e F), pois o maior alongamento no
hipocotilo das plantulas dos mutantes phyA e phyB1 sob baixa V:VE néo resultou em
diferencas na MSPA comparados ao MM (Figura 12D e E) mesmo quando plantulas
foram tratadas com AIA ou NPA, como foi observado para phyB2 (Figura 12F).

Ainda no ambiente de sombra, apesar das diferencas encontradas no
comprimento dos hipocoétilos do MM e dos mutantes, s6 foi encontrada diferenca na

MSPA entre as cultivares para phyA quando a aplicacdo de AIA resultou em um



32

menor acumulo de MSPA, comparado ao MM (23%) e ao phyA (12%) na condi¢ao
controle, o que também ocorreu com as plantulas crescidas sob luz branca. Quando
aplicado o NPA, tanto no phyA quanto no MM, resultou em aumento da MSPA sob
luz branca, sendo este aumento maior no MM (19%). Destaca-se que a auséncia do
phyB1 também resultou em uma maior MSPA, 40% a mais que o MM sob luz branca
(Figura 12E).

Apesar de nao terem ocorrido muitas diferengcas nos comprimentos das
raizes, na massa seca de raiz (MSR) foi possivel encontrar algumas diferencas entre
as cultivares e dentro de cada cultivar, tanto na luz branca quanto em baixa V:VE
(Figura 12D, E e F). Entre 0 MM e os mutantes, foram verificadas diferengas na MSR
das plantulas crescidas na luz branca quando da auséncia do fitocromo B1 (Figura
12E), o que resultou em uma maior MSR, igualmente ao que ocorreu nas variaveis
descritas anteriormente, e quando aplicado NPA o phyB2 apresentou maior MSR
comparado ao MM, embora o AIA tenha causado uma diminuicdo na MSR do
phyB2, esta reducdo, ocasionada pelo NPA, foi maior no MM do que no phyB2
(Figura 12F). Quando as plantulas cresceram em ambiente com baixa V:VE, ndo
foram encontradas diferencas na MSR entre phyB1l ou phyB2 e o MM. Apenas o
phyA evidenciou menor MSR em relacdo ao MM quando receberam tratamento com
AlA (Figura 12D).

Assim como a regulacdo do alongamento do hipocdétilo pelos fitocromos,
sabe-se que estas moléculas também regulam positivamente, entre outros, a
expansdo dos cotilédones (Casal, 2012, 2013). No entanto, plantulas de tomateiro
coml10 dias apdés a semeadura, crescidas sob luz branca, que ndo apresentavam
fitocromos A e B1 ndo mostraram diferenca na area AC quando comparadas ao MM
(Figura 12G e H), ao contrario de phyB2 que exibiu maior AC (Figura 12I). No
ambiente com baixa V:VE, como era esperado, houve uma significativa reducao da
AC em todas as cultivares em relacdo as plantulas crescidas sob luz branca (Figura
12G, H e I). No ambiente de sombra, apenas a auséncia do phyA resultou em menor
AC comparado ao MM (Figura 12G), os demais mutantes nao tiveram diferenca em
relacdo ao MM, observando a condi¢éo controle.

Nos dois ambientes de crescimento (luz branca e baixa V:VE), o tratamento

das plantulas com AIA resultou na diminuicdo da AC de todas as cultivares,
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comparadas a condi¢cdo controle. Com isso, verificou-se que a reducdo da AC foi
maior no MM (45%) que no phyA (20%), phyB1 (33%) e phyB2 (25%), sob luz
branca, comparado a condi¢ao controle de cada cultivar. Mesmo com esta reducéo,
0s mutantes exibiram maior AC em relagdo ao MM. Entretanto, a aplicagdo do AIA
fez com que a resposta dos cotilédones a este horménio fosse inversa no phyA, ou
seja, na sombra, o tratamento com AIA no phyA resultou em uma menor AC
comparado ao MM.

Ainda foi observado que nao ocorreu diferengca na AC do MM tratado com AIA
guando se comparou os dois ambientes, o que nao ocorreu para 0S mutantes
(Figura 12G, H e 1), ou seja, além do AlIA ja ter reduzido a AC, a baixa V:VE também
contribuiu para esta reducdo, pois a AC dos mutantes na sombra, sem receber
aplicacdo do AIA, foi maior. Assim como o tratamento com AIA, o tratamento com
NPA resultou na diminuigdo significativa da AC em todas as cultivares. Essa redugéo
foi semelhante para o MM e os mutantes phyB1 e phyB2. No phyA, a reducdo da AC
com tratamento de NPA foi igual a tratada com AlA.

A perda dos fitocromos A e B1 garantiu uma maior concentracdo de clorofilas
(a, b e a + b) (Figura 14A, B, D, E, G e H) e carotenoides (Figura 14J e K) em
relacdo ao MM na luz branca na condicdo controle, sendo a concentracdo de Ca
maior que a Ch. No mesmo ambiente e condi¢do, a auséncia do phyB2 conferiu um
maior conteudo Cb e carotenoide comparado ao MM (Figura 14F e L). Todavia, a
condicdo de sombra diminuiu significativamente as concentracfes destes pigmentos
em todos os mutantes, também na condi¢cao controle, comparando cada cultivar. No
MM s6 houve reducdo nas concentracdes de Ca (Figura 14A, B e C) e a + b (Ctotal)
(Figura 14G, H e I), ou seja, as concentracdes de Cb e carotenoides do MM néo
foram alteradas significativamente sob baixa V:VE na condi¢éo controle (Fig. 14D, E,
F e 147, K e L, respectivamente). Observou-se ainda que, entre os mutantes e o MM
na sombra, ndo houve diferenca na concentracdo das clorofilas e carotenoides, com

excecao do phyA, que apresentou maior teor de Cb (Figura 14D).
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desestioladas em luz branca (dois dias). Apds o desestiolamento, as
plantulas permaneceram sob luz branca (fundo branco) ou receberam
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suplementacdo com vermelho extremo - baixa V:VE (fundo sombreado) -
por mais cinco dias na condi¢do controle (Cont) e com aplicagdo de AlA
(acido indol-3-Acético) ou NPA (acido—1-N-naftilftalamico). n = 3x3 + EP.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre as médias,
pelo teste de Tukey. Letras minUsculas - compara-se a mesma cultivar em
ambiente diferente e mesma condicdo; letras mailsculas - compara-se a
mesma cultivar em ambiente igual e diferente condicdo; Asterisco - significa
diferenga entre as cultivares dentro do mesmo ambiente e condigéo.

Com aplicacdo do AIA nas plantulas de MM crescidas sob luz branca, foi
possivel observar mudanca significativa apenas na concentracdo de Cb, ocorrendo
um aumento na concentracdo deste pigmento comparado ao MM na condicéo
controle (Figura 14D, E e F). J& no ambiente com baixa V:VE, o tratamento com AlA
nao resultou em diferencas na concentracdo das clorofilas ou carotenoides ao se
comparar a condigdo controle (Figura 14A a 14L).

Para o tratamento com AIA nos mutantes, ndo foram verificadas diferencas
nas concentracdes de clorofilas entre cada mutante comparado a condi¢cao controle
sob luz branca ou até mesmo comparados ao MM, com excecdo do phyB2, que
apresentou menor contetudo de Ca, Cb e Ctotal em relagdo ao MM também tratado
com AIA (Figura 14C, F e I). A aplicacédo do AIA resultou em maior concentracéo de
carotenoides do phyA e do phyB1 comparados ao MM (Figura 14J e K).

Diferentemente do que ocorreu sob luz branca, a concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos em cotilédones de plantulas com 10 dias apés a semeadura,
crescidas em baixa V:VE, foi reduzida também em funcédo do tratamento com AIA
(Figura 14A). Ou seja, aléem da sombra ter regulado negativamente o conteudo
desses pigmentos, a adicdo do AIA contribuiu para uma reducéo ainda maior. Essas
diferencas foram significativas para os mutantes no fitocromo B do tipo 1 e 2,
comparados ao MM (Figura 14B, C, E, F, H e ). A concentracdo de carotenoides do
phyA nédo foi afetada pela adicdo do AIA (Figura 14J). No entanto, os cotilédones
das plantulas de phyB1 e phyB2 exibiram reducdo na concentracdo de carotenoides
guando tratados com AIA sob baixa V:VE (Figura 14K e L).

Os cotilédones das plantulas do MM, crescidas na luz branca ou na sombra,
guando tratados com NPA, tiveram significativa reducdo dos pigmentos
fotossintéticos e de carotenoides, comparando tanto com MM na condicdo controle
guanto na condicdo tratada com AIA (Figura 14A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, Ke L).
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Resposta inversa demonstrada pelos mutantes, pois a aplicacdo do NPA resultou
em maiores concentracdes destes pigmentos quando comparados ao MM, tanto no
ambiente de luz quanto na sombra. Ainda em ambiente de sombra, foi possivel
constatar que o tratamento das plantulas dos mutantes com NPA resultou também
no maior acumulo tanto de clorofilas quanto de carotenoides quando comparou-se
com o tratamento com AIA, n&o diferindo assim das plantulas na condi¢éo controle
(Figura 143, K e L).

Trabalhos tém demonstrado que as antocianinas também possuem sua
biossintese modulada tanto por auxinas quanto por fitocromos (van Tuinen et al.,
1995b; Weller et al.,, 2000; Carvalho et al., 2010b). De fato, o conteddo de
antocianinas dos hipocdétilos foi reduzido na auséncia dos fitocromos A e Bl
crescidos sob luz branca na condi¢do controle (Figura 14M e N), o que n&o ocorreu
para o phyB2 (Figura 140), pois ndo houve nenhuma mudancga na cocncentragdo de
antocianinas deste mutante comparado ao MM na condi¢cdo controle. Entretanto,
mais uma vez o ambiente de sombra fez com que a concentracdo de antocianinas
fosse menor em todas as cultivares quando comparado com o ambiente de luz
branca (Figura 14M, N e O). Mesmo assim, o MM teve maior acumulo de
antocianinas em comparacao ao phyA e phyB1.

Quando tratadas como AIA, plantulas de phyBl apresentaram reducédo na
concnetragcdo de antocianinas nos hipocétilos (Figura 14N), ndo ocorrendo mudanca
significativa no phyA ou phyB2 (Figura 14M e O) no ambiente de luz branca em
relacdo ao MM. Todavia, ndo se encontrou nenhuma diferenca quando plantulas de
todas as cultivares foram tratadas com AIA e cresceram no ambiente sombreado,
comparadas cada cultivar na condicdo controle (Figura 14M, N e O). O tratamento
com o NPA néo resultou em mudancas significativas no conteddo de antocianinas
do MM, seja sob luz branca ou em baixa V:VE, comparado a condicdo controle de
cada ambiente (Figura 14M, N e O). Contudo, em phyA, a aplicacdo do NPA resultou
em maior concentracdo deste pigmento, tanto na luz quanto na sombra, comparando
a condicao controle de cada ambiente (Figura 14M). Aplicado sobre phyB1, o NPA
levou a um aumento significativo na concentracdo de antocianinas do hipocatilo
guando comparado ao tratado com AIA sob luz branca, ao passo que na sombra tal

aumento foi constatado tanto comparado a condi¢cdo controle quanto ao tratado com
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AIA (Figura 14N). J& no phyB2, o tratamento com NPA resultou na diminuicdo na
concentragdo das antocianinas hipocotilar, seja em plantulas crescidas em ambiente
com luz branca, seja em ambiente sombreado, diminuicdo essa comparada entre si
e ao MM (Figura 140).

A concentracdo de AIA enddgena foi determinada em hipocétilos das
plantulas de MM e dos mutantes em fitocromos crescidos sob luz branca e baixa
V:VE (Figura 15). Verificou-se que plantulas de MM crescidas sob baixa V:VE
resultaram em diminuicdo na concentracdo de AIA no hipocétilo (Figura 15) quando
comparadas ao crescimento sob luz branca. Todavia, no phyA, ndo houve diferenca
nas concentracdes enddgenas de AIA observando os dois ambientes, mas a perda
do phyA resultou na reducdo do AIA no hipocétilo quando comparado ao MM
crescido sob luz branca, ndo havendo diferenca na concentracdo do AIA quando o
MM e o phyA foram crescidos sob baixa V:VE. Por outro lado, a perda do phyB1 néao
resultou em redugéo do conteudo de AIA no hipocétilo dessas plantulas, quando
comparadas ao MM, em ambos os ambientes (Figura 15). Com isso, sob baixa V:VE
o phyBl apresentou maior concentracdo de AIA no seu hipocétilo quando
comparado ao MM (maior que phyA também). O phyB2, crescido sob luz branca
respondeu de maneira semelhante ao phyA, ou seja, teve reducdo no conteudo de
AlA. Entretanto, quando crescido sob baixa V:VE o phyB2 respondeu de modo
semelhante ao phyB1, com maior concentracdo de AIA comparado ao MM crescido
no mesmo ambiente (Figura 15). Quando comparado o phyB2 crescido nos dois
ambientes, observou-se que a perda do phyB2 levou a um aumento da

concentracdo de AIA no hipocotilo das plantulas crescidas sob baixa V:VE.
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Figura 15. Concentracdo de AIA em hipocoétilos de plantulas de tomateiro (MM,
phyA, phyB1 e phyB2) germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas em
luz branca (dois dias). Apos o desestiolamento, as plantulas permaneceram
sob luz branca ou receberam suplementacdo com vermelho extremo - baixa
V:VE (sombra) por mais cinco dias. (n = 3x3 + EP). As letras sobre as barras
representam as diferencas entre as cultivares em cada ambiente, e os
asteriscos as diferencas entre ambientes em uma mesma cultivar. A
diferenca estatistica (P<0,05) entre as médias foi calculada pelo teste de
Tukey.

Na Tabela 3, estdo ilustrados comprimento do hipocoétilo, area cotiledonar e
concentracado de clorofila e na Figura 16 a concentracdo de AlA, encontrados para

este trabalho para uma melhor compreenséao da discusséo.
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Tabela 3. Representacdo dos principais resultados (comprimento do hipocoétilo, area

cotiledonar e clorofilas) apresentados pelos mutantes fotomorfogenéticos
(phyA, phyBl e phyB2) de tomateiro comparados a cultivar ndo mutada
(MM), germinadas no escuro (trés dias) e desestioladas em luz branca
(dois dias). Ap6s o desestiolamento, as plantulas permaneceram sob luz
branca (fundo branco) ou receberam suplementacdo com vermelho
extremo - baixa V:VE (fundo sombreado) por mais cinco dias na condi¢cao
controle (Cont) e com aplicacdo de AIA (acido indol-3-Acético) ou NPA
(adcido—1-N-naftilftalamico). Comparada a cultivar controle (MM), nota-se as
alteracbes (alongamento do hipocotilo, reducdo ou aumento da area
cotiledonar e concentracdo de clorofilas) que ocorreram decorrente da
aplicacdo do AIA ou NPA e as resultantes das mutagcdes e do ambiente de
crescimento com baixa V:VE.

Cultivares

Luz Branca Baixa V:VE (0,19)

Controle AlA NPA

Teor de clorofila
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Figura 16. Alongamento do hipocétilo e concentracdo de AIA em hipocétilos nos
mutantes fotomorfogenéticos (phyA, phyBl e phyB2) de tomateiro
comparados a cultivar ndo mutada (MM), germinadas no escuro (trés dias)
e desestioladas em luz branca (dois dias). Ap6s o desestiolamento, as
plantulas permaneceram sob luz branca (fundo branco) ou receberam
suplementacdo com vermelho extremo - baixa V:VE (fundo sombreado) por
mais cinco dias. Linha azul = Maior concentragdo de AIA (+AlA); Linha
amarela = Menor concentracéo de AlA (- AlA). Nota-se que, embora todos
os hipocdtilos alonguem sob baixa V:VE, a concentracdo de AIA nos
hipocatilos é diferente entre as cultivares.

5. DISCUSSAO

5.1. Funcédo das auxinas durante a SES em tomateiro

De maneira geral, as plantas cultivadas necessitam de radiacfes luminosas
mais intensas. Assim, praticas da agricultura moderna, como consoércio e
adensamento de plantas, expdfem as espécies vegetais a ambientes sombreados
(reducao da V:VE), desencadeando uma série de respostas compreendidas como
"sindrome de evitacdo a sombra" (SES). A SES, um fendmeno que envolve um
intricado mecanismo de interacdo entre fitocromos e hormonios, especialmente as
auxinas, resulta em severa alteracdo no transporte de fotoassimilados e nutrientes,
modificando a relacdo fonte/dreno da planta que passa a exibir um maior
alongamento do caule em detrimento do crescimento de outros Orgaos vegetais
(Casal, 2013; de Wit et al., 2016a; de Wit et al., 2018).

De fato, quando crescido sob baixa V:VE, o alongamento do hipocatilo foi

observado nas trés cultivares avaliadas, MT, dgt e entire (Figura 8A). Contudo,
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diferencas marcantes foram observadas entre as cultivares. Por exemplo, plantas de
MT exibiram menor acimulo de MSPA e MSR (Figura 8B), mesmo ndo havendo
diferenca no CR e da AC entre plantulas crescidas na luz branca e sob baixa V:VE,
ou seja, eventos dependentes especialmente da expansdo celular ndo foram
diminuidos pela baixa V:VE em plantulas de MT, mas sim o acimulo de carbono. Os
resultados indicam importante fungdo das auxinas na expansao celular durante as
respostas da SES, mais do que a redistribuicdo de fotoassimilados, que foram
diminuidos pela condicdo de sombreamento devido a reducdo de pigmentos
fotossintéticos em condicdo sombreada (Figura 8). Deste modo, o alongamento do
hipocétilo, neste experimento, parece estar associado, principalmente, a expansao
celular resultante da acdo das auxinas livres nas células do hipocétilo (Keuskamp et
al., 2010), mecanismo corroborado pela elevada atividade do promotor responsivo
as auxinas DR5:GUS em plantulas crescidas sob baixa V:VE, indicada pela intensa
coloracdo em azul de todo o hipocdtilo das plantulas crescidas sob baixa V:VE
(Figura 11).

Quanto ao dgt, esperava-se que as mudancas morfolégicas causadas pela
baixa V:VE seriam minimizadas devido a mutacéo presente nesse gendtipo, a qual
altera o transporte e causa baixa sensibilidade a auxina no tomateiro (Zobel, 1973,
1974; Oh et al., 2006; Ivanchenko et al., 2015). No entanto, quando comparamos 0S
dois ambientes de crescimento deste genoétipo, o aumento do alongamento do
hipocotilo e do comprimento da raiz (Figura 8A), que também resultou no aumento
significativo de MSPA e MSR (Figura 8B), pode indicar assim melhor eficiéncia no
uso do carbono por este mutante em ambiente com baixa V:VE, ja que no ambiente
de luz branca a MSPA e MR do dgt sdo menores que as do MT e do que do proprio
dgt crescido sob baixa V:VE (Figura 8B). Além do mais, o ganho de MSPA néo
resultou na reducéo de tamanho de outros 6rgaos pois, por exemplo, a AC do dgt foi
igual nos dois ambientes (Figura 8C). Esses resultados podem estar associados a
maior biossintese de auxina em dgt devido ao sombreamento, assim como
observado em plantas construidas com promotor responsivo as auxinas DR5:GUS.
A maior biossintese de auxina, nestas condi¢des, atuaria restaurando, ainda que
parcialmente, eventos negativamente afetados pela baixa sensibilidade a auxina em

plantas de dgt.
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Entretanto, Kraepiel et al. (2001) propuseram que o0 envolvimento da
sensibilidade a auxina sO estaria presente no alongamento do hipocétilo de
tomateiro quando estas plantulas (16 dias de idade) cresciam no escuro ou sob
vermelho continuo, pois, quando crescidas sob luz continua de azul, vermelho
extremo ou continuou branca, ndo foram encontradas diferengas no alongamento
dos hipocétilos entre o controle e o dgt. De fato, analisando o envolvimento das
auxinas no alongamento do hipocétilo do tomateiro crescido sob pulsos de VE,
verificou-se que o dgt néo alterou o alongamento comparado ao MT (Figura 2A e 2B
dos Apéndices), resposta semelhante a de plantulas de dgt crescidas no escuro
(Coenen e Lomax, 1998; KraepieL et al., 2001).

Além disso, se a baixa sensibilidade a auxina em dgt nao é um fator limitante
ao alongamento do hipocaétilo sob baixa V:VE, a alta sensibilidade a auxina no entire
favoreceu um maior alongamento do hipocotilo entre as cultivares avaliadas,
resultando em um aumento de 34% no comprimento do hipocotilo, valor
consideravelmente maior que os 18% de aumento do hipocotilo em plantas de MT
sob baixa relacéo V:VE (Figura 8A). Contudo, o maior alongamento do hipocétilo no
entire crescido sob baixa V:VE resultou em reducao da AC (Figura 8C). Ou seja, ao
reduzir a AC, o entire redirecionou energia para alongamento do hipocétilo, mas sem
comprometer o crescimento da raiz (Figura 8A e B). Esse maior alongamento esta,
provavelmente, relacionado tanto com a maior sensibilidade a auxina, que € natural
do entire, quanto ao fato da condicdo de sombra aumentar a sensibilidade das
plantas a auxina. Sendo assim, mesmo a mutacdo conferindo uma maior
sensibilidade a auxina, as plantas de entire permanecem responsivas a aplicacéo
exdgena de AIA (Wang et al., 2005) ou, neste experimento, a maior sensibilidade a
auxina induzida pelo sombreamento.

As respostas da SES estdo diretamente relacionadas com a diminuicdo da
biossintese de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e carotenoides) (Casal,
2012, 2013; Kutschera e Briggs, 2013). Semelhantemente, verificou-se que
cotilédones verdes escuros das plantulas desestioladas de MT e dgt continham as
maiores concentracdes de clorofilas sob luz branca em comparacdo a baixa V:VE
(Figura 10C). Tal resultado ratifica que a qualidade da luz do ambiente possui efeito

direto sobre o processo fotossintético (Kutschera; Briggs, 2013) mediante regulacéo
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da concentracdo de pigmentos, que foi menor nas plantulas crescidas em ambiente
com baixa V:VE, desfavorecendo o desenvolvimento do aparato fotossintético.

Entretanto, a concentracéo de clorofilas do entire demostraram um padrao de
respostas completamente diferente do que foi constatado no MT e dgt, pois suas
concentracbes de clorofilas sdo bem menores, com maior conteudo de Cb, e o
contetdo de pigmentos ndo foi influenciado pela condi¢éo de cultivo (Figura 10A a
D). A menor concentracdo de clorofilas nos cotilédones de entire parece estar
associada com a maior AC (Figura 8C), o que pode explicar o efeito de diluicdo dos
pigmentos em razado da maior expansao celular (Liu et al., 2012; Cagnola et al.,
2012) induzida pela maior sensibilidade deste mutante a auxina. Por sua vez, a
maior concentracao de carotenoides presente no entire (Figura 10D), possivelmente,
estd ligada a menor concentracdo de clorofilas, j& que uma das funcbes dos
carotenoides é a protecdo dos etioplastos de danos oxidativos causados pela
energia da luz (Rodriguez-Villalon et al., 2009).

Além disso, trabalhos tém demonstrado que as auxinas podem regular
negativamente a biossintese de clorofila (Kobayashi et al., 2012, 2017). Ainda assim,
poderiam as auxinas estar regulando negativamente também a concentracdo de
antocianinas, tendo como base os resultados deste trabalho, pois o entire, dentre as
trés cultivares, apresentou a menor concentracédo deste pigmento (Figura 10E). Isso
indica que a alta sensibilidade a auxina no mutante entire possa estar relacionada
com a sintese de antocianinas.

Quanto ao dgt, ndo se observou diferenca na concentracdo de antocianinas
comparado ao MT nos dois ambientes, o que contraria os resultados encontrados
por Zobel (1972) e Carvalho et al. (2010b), pois a mutacdo dgt garantiu maior
concentracdo de antocianinas comparado ao controle. Contudo, € importante
considerar a idade das plantas (mais velhas) estudadas nos trabalhos citados,
principalmente porque tais diferencas de concentracdo de pigmentos foram
verificadas nas folhas de cada gendétipo e associados com a menor expanséo foliar,
normalmente observada em plantas de dgt. Neste experimento, por exemplo, em
condicdo de sombreamento a AC de MT e dgt foi semelhante. Ndo obstante, sé&o

necessarios mais estudos para melhor elucidar a via de sinaliza¢éo luz — auxinas e
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0S mecanismos pelos quais as auxinas regula a sintese de pigmentos fotossintéticos

e das antocianinas.

5.2. Interagéo entre fitocromos e auxina durante a SES

Embora tenha ficado demostrado no trabalho proposto fungdes importantes
das auxinas nas respostas a SES em tomateiro, nitidamente os fitocromos sdo parte
desta resposta. De fato, tem sido demonstrado que, separadamente, as familias de
fitocromos phyA e phyB (Weller et al., 2000; Schrager-Lavelle et al., 2016), e alguns
poucos casos as auxinas, (Kraepiel et al., 2001; Liu et al.,, 2011) fortemente
controlam o desenvolvimento de tomateiro durante a SES. Com isso, resolveu-se
estudar se, assim como em Arabidopsis (Casal, 2013; Yang e Li, 2017; Yang et al.,
2018), ocorrem interagcdes entre fitocromos e auxinas em tomateiro durante a SES.
Discutiremos a seguir como cada um dos fitocromos A, B1 e B2 de tomateiros
respondem e interagem com as auxinas na modulacao do crescimento das plantulas
durante a SES.

As respostas de evitacdo a sombra sdo comumente seguidas de realocacao
de energia originadas de outros 6rgdos vegetais, entre eles, raizes e cotilédones
(Morelli e Ruberti, 2000; Carabelli et al., 2007; Pierik e de Wit, 2013). Os resultados
encontrados mostraram que o maior comprimento do hipocétilo e maior MSPA em
plantulas de MM, crescidas sob baixa V:VE, ocorreu por conta da diminuicdo da AC
e MSR quando comparado as plantulas crescidas sob luz branca (Figura 12D e
12G). Sendo assim, o hipocdétilo passa a ser um importante dreno, requerendo o
direcionamento de uma maior quantidade de energia da principal fonte (que nesse
caso sdo os cotilédones) para que continue o alongamento e evite a condicéo
desfavoravel.

Ao phyA séo atribuidas as repostas de fluéncia muito baixa (RFMB) sob V e
VE, e respostas de irradiancia alta (RIA) sob VE continuo (VEc). Em outras palavras,
o phyA funciona como sensor, detectando as diminuicdes na irradiancia do V e do
VE, 0 que acontece com o0 aumento da sombra, quando a atividade do phyA é
diminuida. No entanto, esta atividade € aumentada novamente por conta da grave
diminuicdo na V:VE (Casal e Sanchez, 1998; Casal et al., 1998; Takaki 2001). A

seguir discutiremos as respostas do mutante phyA.
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O fato do mutante phyA crescido sob luz branca ndo ter apresentado um
aumento no alongamento do hipocoétilo comparado ao MM (Figura 12A), ao contrario
do que o que foi descrito em outros trabalhos (van Tuinen 1995a; Weller et al. 2000),
é justificado pelo fato de que, em contraste aos outros tipos de fitocromos, a forma
ativa de phyA é mais estavel em condi¢cdo sombreada, e acumula relativamente em
altas quantidades em plantas estioladas para inibir uma excessiva SES, ao passo
que uma elevagdo em V:VE resulta na rapida degradacédo de phyA (Franklin et al.,
2007; Casal, 2013). Entretanto, o0 aumento significativo no alongamento do hipocatilo
do phyA no ambiente de baixa V:VE, comparado ao crescido na luz branca e ao MM
no ambiente de baixa V:VE (Figura 12A), fica evidenciado que a funcédo do phyA é
ndo permitir um alongamento exagerado do hipocoétilo das plantulas de tomateiro
(Sessa et al., 2018). Aléem disso, ao observarmos a MSR e AC (Figura 12D), fica
evidente também um direcionamento de fotoassimilados destes 6Orgdos para o
alongamento do hipocotilo, tal como ocorreu para o MM. Porém, a reducao da AC foi
bem maior no phyA do que no MM sob baixa V:VE (Figura 12G).

Estudo em Arabidopsis (Yang et al., 2016) e em tomateiro (Kharshiing e
Sinha, 2016) tém mostrado que a perda de fitocromos, entre eles o phyA, conduz a
reducdo na biomassa de plantas adultas ou em desenvolvimento. Por exemplo, a
deficiéncia em fitocromo A resultou na diminuicdo da biomassa da parte aérea das
plantas de tomateiro com um més de idade, mas ndo houve diferenca na raiz
(Kharshiing e Sinha, 2016). Os autores demonstraram que a deficiéncia do phyA em
plantas de tomateiro levou a diminuicdo das taxas de transporte de elétrons nos
cloroplastos, menor concentracdo de clorofila e, consequentemente, a reducdo da
biomassa (provavelmente pela menor utilizacdo do amido armazenado). Entretanto,
0s resultados demonstraram que as plantulas de tomateiro do MM e do phyA, com
10 dias apos a semeadura ndo apresentaram diferencas na MSPA ou MSR (Figura
12D). Mesmo sob baixa V:VE, ndo houve diferenca entre as cultivares. Todavia,
guando comparamos 0s ambientes de cultivo, observa-se que o acimulo de MSPA
foi maior sob baixa V:VE, tanto no MM quanto no mutante phyA (Figura 12D). Os
resultados podem ser explicados por meio da modificacdo da relacdo fonte/dreno na
condicdo de sombra, ou seja, nesta condicdo ocorreu acumulo de MSPA em

detrimento do CR, MSR e da AC de ambas as cultivares sugerindo que phyA néo
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tem acdo direta sobre o acumulo de massa seca, seja da parte aérea, seja da raiz
em plantulas de tomateiro com 10 dias apds a semeadura.

O phyB é o responsavel pelas respostas de baixa fluéncia (RBF). Sendo
assim, € requerido uma elevada quantidade de phyBve para induzir a RBF, o que s6
€ possivel sob V (Casal e Sanchez, 1998). O phyB, diferentemente do phyA,
funciona como um sensor da V:VE e de irradiancia V (Franklin et al., 2003), ou seja,
este fitocromo é responsavel por perceber o aumento da sombra, ocasionado pela
reducdo na V:VE e também na diminuicdo da irradiancia do V (Casal, 2012). E
importante comentar que no tomateiro os fitocromos B1 e B2 tém predominante
funcdes semelhantes (Kerckhoffs et al., 1999; Weller et al., 2000), as quais também
sdo evidenciadas neste trabalho, porém foram mostradas respostas que podem ser
expressadas predominantemente por phyB2.

O maior CPA, MSPA e MSR sob luz branca do phyBl ndo resultou em
diminuicdo na AC ou de raiz deste mutante comparado ao MM (Figura 12B, E e H)
sugerindo, assim, que outros fitocromos podem participar no controle do crescimento
das plantulas na luz e que o alongamento seja resultado de multiplicacdo e
expansao celular. No entanto, sob baixa V:VE a auséncia do phyB1 induz respostas
semelhantes as apresentadas pelo phyA, visto que o maior alongamento do
hipocotilo e a manutencdo da MSPA igual ao MM se deve a reducédo do CR e da
MSR (Figura 12B e E). Contudo, as reducfes de CR e MSR foram maiores no phyB1
comparado ao MM. Os referentes resultados sdo esperados, uma vez que algumas
das respostas moduladas pela luz levam a modificacbes no crescimento e na
arquitetura que podem exigir alteracées simultdneas na distribuicdo e no manejo dos
recursos de carbono (Krahmer et al., 2018). Sendo os fitocromos responsaveis pela
percepcdo da luz, € possivel conjecturar que os fotorreceptores estdo direta ou
indiretamente relacionados com o processo de armazenamento e distribuicdo de
fotoassimilados.

Quando observamos os resultados apresentados pelo phyB2, fica evidente
gue, em plantulas de tomateiro, o phyB2 tem funcéo parcialmente redundante com
phyB1l. Em outras palavras, a inibicdo do alongamento do phyB2 na luz branca e até
mesmo o alongamento igual ao MM sob baixa V:VE sugere fortemente que o phyB1

pode compensar a perda de phyB2, mas o contrario ndo é verdadeiro (Weller et al.,
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2000). Respostas semelhantes também foram encontradas para Arabidopsis, pois
os fitocromos D e E tiveram certa redundancia com phyB (Franklin et al.,, 2003;
Schrager-Lavelle et al., 2016). Com tudo, ndo € surpresa que outros fitocromos
participem na inibicdo do alongamento do hipocétilo. Foi demonstrado por Schrager-
Lavelle et al. (2016) que phyE é requerido na auséncia do phBl e phyB2, pois o
mutante duplo phyBlphyB2 ainda apresentava relativa inibicdo do alongamento do
hipocétilo em comparagdo com o mutante triplo, que ndo possuiam os fitocromos do
tipo B1, B2 e E. Entretanto, estudos adicionais serdo necesséarios no sentido de
estabelecer fun¢des especificas para o phyE e até mesmo o phyF em tomateiro.

Inicialmente, foi demonstrado que o crescimento dos cotilédones estiolados
em resposta a luz vermelha era reduzido em plantas deficientes em phyB (Neff e
Van Volkenburgh, 1994). No entanto, ja € sabido que em muitas espécies o phyB ou
a razao V:VE podem aumentar ou diminuir a area foliar. Dependendo das condi¢des
de crescimento e da espécie, por exemplo, baixas razdes V:VE e a mutacdo do
phyB resultaram no aumento da area foliar em plantas de Arabidopsis (Franklin et
al., 2003; Boccalandro et al., 2009; Patel et al., 2013), o que foi constatado em parte
neste trabalho, porque a auséncia do phyB2 em plantulas de tomateiro resultou em
maior AC (Figura 12l), a0 passo que essa resposta ndo ocorreu para os demais
mutantes. O fato da AC ter sido reduzida sob baixa V:VE, igualmente ao MM, pode
sugerir que outro(s) fitocromo(s) e comprimentos de onda, como o azul, esteja(m)
envolvido(s) na regulacdo da AC, que responde de forma semelhante ao phyB1, ou
até mesmo a outros fotorreceptores, 0 que nao seria surpresa, pois tem ficado cada
vez mais evidente a participacdo dos criptocromos e da luz azul nas respostas das
plantas ao ambiente de luz (Van Volkenburgh 1999; de Wit et al., 2016b).

Todos esses resultados sugerem que 0 processo de expansdo dos
cotilédones e de folhas completamente desenvolvidas possam ser regulados
diferentemente nas distintas fases de desenvolvimento pelos fotorreceptores, sendo
essas diferencas aumentadas quando observadas em espécies diferentes. Com
isso, os dados aqui encontrados sugerem que o phyA regula positivamente a
expansao cotiledonar na sombra, visto a diminuicdo significativa da AC na auséncia

desse fitocromo (Figura 12G), sendo a hipétese reforcada pelo fato de que os



48

mutantes phyBl e phyB2 nao tiveram sua AC diminuida comparado ao MM na
sombra (Figura 12H e I), pois o phyA esta presente em ambos.

Vale frisar que ndo se tem informacdes suficientes determinando de que
forma ou quais os mecanismos pelos quais os fitocromos A e B regulam a expansao
cotiledonar/foliar. Ndo obstante, estudos demonstram que a variagdo no tamanho
das folhas tem sido atribuida as diferencas quanto ao nimero de células, ou ao
tamanho da célula, bem como combinacdes dos dois, pois ambos os fitocromos
podem controlar o alongamento polar das células (Smith et al., 1995; Van
Volkenburgh, 1999; Tsukaya et al., 2002; Patel et al., 2013). De fato, os mutantes
em phyB1 e phyB2 de arroz tiveram reducdo da area foliar decorrente do aumento
na expressdao de inibidores de ciclinas cinase-dependentes, as quais s&o
necessarias a divisdo celular durante o desenvolvimento das folhas (Liu et al. 2012).
Tal fendbmeno ndo foi observado para os tomateiros mutantes, com a excecado do
phyA na sombra, visto que esse genotipo resultou em tamanho reduzido da AC
(Figura 12G), e o phyB2 que, contrariamente, teve a sua AC aumentada em relagéo
ao MM (Figura 12I), fato também constato em Arabidopsis (Franklin et al., 2003;
Boccalandro et al., 2009).

Os resultados demonstram que aplicacéo de AIA promoveu o alongamento do
hipocotilo de plantulas de MM crescidas na luz branca (Figura 12A), provavelmente
por uma maior expansao celular (Collet et al., 2000; Nongmaithem et al. 2020).
Mesmo com esse alongamento do hipocétilo, plantulas de MM crescidas na luz
branca nao tiveram aumento da MSPA (Figura 12D), indicando efeito de uma maior
concentracdo de AIA enddgeno na plantula. Outro fator que vale ressaltar € que a
acao do AlA parece ser mais localizada, ou seja, essa substancia agiu no local, ou
bem préoximo do local de absorcdo. Esta hipétese pode ser sustentada pelo fato do
AlA néo ter favorecido o crescimento significativo nas raizes (Figura 12A e D). De
fato, tem-se mostrado que em Arabidpopsis as auxinas possuem uma maior acao
nos érgaos onde sao sintetizadas (Zhao, 2018). Por outro lado, a AC do tomateiro foi
severamente reduzida pela aplicacdo do AlA, evidenciando o efeito inibitorio da alta
concentracdo deste horménio associado a concentracdo enddégena das auxinas

sintetizadas nos cotilédones das plantulas. Esse evento pode explicar a menor
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expansao celular (Figura 12G, H e I) (Zhao, 2018). Além disso, o efeito das auxinas
exdgenas é bastante complexo, sendo ainda dependente do 6rgéo, tecido e espécie.

Contrariamente ao que ocorre em Arabidopsis (lglesias et al., 2017), a
aplicacdo de AIA ndo estimulou o alongamento do hipocétilo do MM sob baixa V:VE
(Figura 12A). Os niveis endbdgenos de auxina nos hipocétilos ja podem ser
suficientes para garantir o maior alongamento no MM, que possui todos fitocromos
(Barratt e Davies, 1996). Dessa maneira, a adicdo no AIA ndo exerce nenhuma
funcdo sob baixa V:VE, ao passo que os resultados nos d&o suporte para atribuir
essa inibicdo do alongamento do hipocétilo aos fitocromos, mais precisamente ao
phyA e o phyB1, uma vez que na auséncia de um destes fitocromos ainda pode ser
observado um maior alongamento do hipocétilo se comparado as plantas que
cresceram sob luz branca (Figura 12A e B). No entanto, a aplicacdo de AIA sob
baixa V:VE inibe, mesmo que em menor intensidade, o alongamento do phyA e do
phyB1l se comparado com as plantulas que nédo receberam tratamento (Figura 12A e
B), 0 que sugere mais uma vez que o0 excesso de auxina nos hipocoétilos pode estar
inibindo o seu crescimento (Zhao, 2018), pois, geralmente, os niveis enddégenos de
auxina em células jovens responsaveis pela expansdo sdo maiores do que das
células intermediarias. Assim, a aplicacdo exdégena de AIA faz com que as células
possuindo niveis 6timos de auxina tenham sua expanséo inibida, ao passo que
células com niveis mais baixos de auxina tenham um aumento na expansao (Barratt
e Davies, 1996; Collet et al., 2000). Ja € conhecido que em Arabidopsis a auséncia
dos fitocromos ou o ambiente com baixa V:VE estimula uma maior biossintese e
sensibilidade das auxinas (Casal, 2012, 2013; de Wit 2016a). Foi demonstrado que o
phyA regula negativamente as respostas ao sombreamento em Arabidospsis por
promover uma maior estabilidade a proteina AUX/IAA (Auxina/acido indol-3-acético),
regulador negativo das auxinas (Yang et al. 2018) podendo, assim, ser atribuido a
auséncia do phyA ao maior alongamento do hipocoétilo do phyA comparado ao MM
sob baixa V:VE (Figura 6A e B). Nesse sentido, as respostas dependentes das
auxinas serdo mais fortemente expressadas, jA que o phyA ndo esta presente para
garantir maior estabilidade a proteina AUX/AIA.

Comprovadamente em Arabdopsis, o fitocromo B (phyB) é o principal

fotorreceptor responsavel pela quase totalidade da SES e, por vezes, tem acdo
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reduntante com outro fitocromo do mesmo clado (Casal, 2013; Ma e Li, 2019).
Entretanto, os resultados sugerem que, em plantulas de tomateiro com 10 dias ap0s
a semeadura, o alongamento do hipocotilo durante a SES é regulado principalmente
pelo phyA mesmo com aplicagdo do AlA, pois foi na auséncia desse fitocromo foram
observadas mais mudancas em relacdo ao MM durante a SES. Por exemplo, o
alongamento do hipocoétilo do phyA, com aplicacdo do AIA sob baixa V:VE
comparado ao MM, ocorreu em fungédo da redugéo no CR (Figura 12A) e MSPA,
MSR (Figura 12D) e da AC (Figura 12G), ou seja, o phyA desempenha importante
funcdo durante a SES, visto que na sua auséncia as plantulas podem realocar
fotoassimilados dos demais oOrgdos em detrimento do maior alongamento do
hipocétilo pela expanséo celular (Du et al., 2018). Essa resposta € reforcada pelo
fato de ndo ocorrer tais mudancas com os mutantes phyBl e phyB2 (Figura 12B, C,
E, F, H e I) quando ainda esta presente o phyA. O fato das plantulas de tomateiro
ausentes do phyB2 responderem a SES de forma semelhante ao MM sob baixa
V:VE, mesmo com a aplicacdo do AIA, reforca a hipotese de que o fitocromo B2
apresenta redundancia com o phyB1 (Weller et al., 2000; Casal, 2013).

E importante destacar que o fato do NPA estimular o alongamento do
hipocotilo sob luz branca e baixa V:VE de todas as cultivares (Figura 12A a C), e nao
o inibir como esperado, pode acontecer em razao da atividade de auxina fraca deste
composto, a qual ndo esta relacionada com a sua capacidade de evitar o transporte
polar das auxinas (Katekar e Geissler, 1980; Kraepiel et al., 2001). Liu et al. (2011)
demonstraram que o transporte polar do AlA foi diminuido em mais da metade com
aplicacdo de 10uM NPA em hipocoétilos de tomateiro. Da mesma forma, a luz
vermelho extremo e a auséncia do phyA, phyB1, e phyB2 também reduzem o
transporte polar do AIA (Liu et al., 2011). Zhao (2018) observou em Arabdopsis que
a aplicacdo do NPA impediu que o AIA fosse transportado dos cotilédones para o
hipocotilo na sombra. As somas destes resultados sugerem gque, mesmo as auxinas
sendo um fator limitante para o crescimento das plantas, o seu transporte polar ndo
se faz necesséario para o crescimento basal dos hipocétilos de tomateiros, porém
envolve a homeostase das auxinas durante a SES (Kraepiel et al., 2001; Du et al.,
2018), o que pode ser verdade, pois a diminuicdo do transporte polar das auxinas

nao as impede de serem sintetizadas ao longo do hipocdtilo do tomateiro. Em outras
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palavras, ao longo do tecido jovem do hipocétilo do tomateiro é sintetizada a auxina
necessaria para o alongamento (Liu et al., 2011).

O alongamento do hipocoétilo do MM sob ambiente de baixa V:VE e reduzida
concentracdo de AlA no tecido do hipocétilo (Figura 15 e 16) indicam que a resposta
adaptativa do tomateiro a sombra é independente da concentracao deste hormdnio.
Em Arabidopsis, foi demostrado, principalmente por mecanismos moleculares, que o
alongamento do hipocaétilo & sombra envolve o aumento da biossintese, aumento do
transporte e aumento na sensibilidade as auxinas (Yang e Li, 2017; Sessa et al.,
2018), diferentemente do observado para o tomateiro. Neste contexto, a resposta
adaptativa do tomateiro pode estar associada a uma alteracdo na sensibilidade a
auxina, ocasionada pela baixa V:VE (Keuskamp et al., 2010). Adicionalmente,
observou-se um significativo aumento no alongamento do hipocaétilo do tomateiro
sob luz branca e tratado com inibidores do transporte de auxina, TIBA e NPA (até
100 pM, Figura 1C e D dos Apéndices). Estes resultados colaboram com a evidéncia
de que o alongamento normal do hipocotilo em plantulas do tomateiro desestioladas
ocorre independentemente da funcdo do transporte de auxina (Kraepiel et al., 2001).
E importante mencionar que o NPA interrompe o transporte polar das auxinas, mas
nao impede a sinalizacdo de auxina para o crescimento (Teale e Palme, 2017). Por
sua vez, a sintese e o acumulo de auxina podem ocorrer em regides especificas do
caule/hipocdtilo, associados as alteracdes anatdomicas que ocorrem neste tecido, 0
gue favorece o seu crescimento (Pattison e Catala, 2012; Liu et al., 2011).

A menor concentracdo de AIA no MM crescido sob baixa V:VE em relacéo as
plantulas crescidas na luz (Figura 15 e 16) nos sugere, entdo, que os fitocromos séo
parte importante para o alongamento do hipocatilo, pois a auséncia dos fitocromos
Bl e B2, sob baixa V:VE resultou no aumento da concentracdo de AIA quando
comparado ao MM, indicando a habilidade destes fitocromos em modular as
respostas para o alongamento do hipocétilo em condicbes de sombra. Além disso,
vale mencionar que plantulas de phyB2 sob luz branca demonstraram concentracéo
de AIA inferior as plantulas do MM, indicando uma participacdo mais efetiva do
phyB2, em relacdo ao phyB1, quando comparados com as respostas do MM (Figura
15 e 16). Assim, tem sido atribuido ao phyB o controle das respostas das plantas

guanto as auxinas dependentes da luz, principalmente pela regulacdo negativa que
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esse fitocromo exerce sob os PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR (PIF's),
moléculas responsaveis pelo aumento da biossintese de auxina, tanto em
Arabidopsis (Lorrain et al., 2007; Casal, 2013; Hersch et al.,, 2014) quanto em
algumas plantas cultivadas, entre elas o tomateiro (Rosado et al., 2019).

Entretanto, sugerimos que estudos futuros abordem especificamente essa
interacdo entre os fitocromos e os PIF's em tomateiro, uma vez que os dados de
concentracdo de AIA nos hipocdétilos aqui apresentados divergem daqueles que
foram encontrados por Rosado et al. (2019) quando atribuiram o menor crescimento
das plantulas de tomateiro que tiveram o SIPIF4 silenciado ao menor contetido de
AlA presente nas folhas. Vale frisar que ambos os resultados estdo de acordo com a
observacédo de que cada tecido/6rgdo podem regular de forma diferente respostas
sistémicas e especificas durante o sombreamento (Bush et al., 2015).

Interessantemente, a auséncia do phyA sob luz branca reduziu a
concentracdo de AlA no hipocoétilo do tomateiro em relagdo ao MM (Figura 15 e 16),
revelando que o phyA de tomateiro parece ter importante fungdo no controle das
respostas as auxinas. Contudo, os mecanismos por meio dos quais o phyA regula as
respostas a auxina nos hipocoétilos do tomateiro parecem ser totalmente diferentes
dos observados para os outros fitocromos. Curiosamente, a concentracdo de AlA
nas plantulas de phyA se manteve inalterada mesmo sob baixa V:VE, mas a
resposta de alongamento do hipocdétilo foi semelhante ao observado para phyBl
gue, por sua vez, teve a concentracdo de AIA aumentada no ambiente de sombra
(Figura 15 e 16). Contudo, os mecanismos pelos quais phyA modula a sinalizacao
das auxinas durante a SES nao tém sido explorados. Alguns trabalhos (Kharshiing e
Sinha et al., 2016; Velez-Ramirez et al., 2019) tém comecado a explorar a
participacdo do phyA no crescimento e desenvolvimento do tomateiro. Com isso,
sugere-se aqui, com base nos dados apresentados, que phyA de tomateiro possa
agir de modo semelhante com o phyA de Arabidopsis, no sentido de ser responsavel
por modular a sensibilidade a auxina (Yang et al., 2018). A referida teoria também é
sustentada pelo fato do phyA de tomateiro ndo ser totalmente eliminado pela
degradacéao na luz (Husaineid et al., 2007; Velez-Ramirez et al., 2019).

A luz é o principal componente ambiental que modula a biossintese de

clorofila (Liu et al. 2017). Os mecanismos moleculares dessa modulacdo ocorrem,
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em parte, a partir da regulacédo dos PIFs, reguladores negativos das respostas a luz
(Stephenson e Terry, 2008; Stephenson et al., 2009; Shin et al., 2009; Toledo-Ortiz
et al.,, 2010 ,2014) e ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), regulador positivo das
respostas a luz (Ang et al., 1998; Liu et al., 2017). Claramente essas moléculas
fazem parte da via de sinalizacao dos fitocromos (Galvao e Fankhauser, 2015; Liu et
al 2017). Todavia, o aumento nas concentragdes de clorofilas e carotenoides nos
mutantes phyA e phyB1 (van Tuinen et al., 1995a, 1995b) sugere que tais fitocromos
atuam como reguladores negativos destes pigmentos sob luz branca em plantulas,
como observado neste trabalho (Figura 14). Contudo, sob baixa V:VE, a
concnetracdo destes pigmentos foi inferior nestes mutantes quando comparados
com o MM, sugerindo que os fitocromos regulam positivamente esses pigmentos em
condicdo de sombra. De fato, o mutante aurea (au), o qual € deficiente na
biossintese de todos os fitocromos, possui um evidente aspecto clorético, além de
um maior alongamento do caule comparado ao genétipo ndo mutado (van Tuinen et
al.,, 1996; Muramoto et al., 2005; Carvalho et al.,, 2011la), o que evidencia a
importante participacdo dos fitocromos na sintese de clorofila.

Faz-se necessario comentar que, assim como a baixa V:VE, a auséncia de
fitocromos também induz a reducéo de pigmentos, porém essas reducdes nos niveis
de clorofila e carotenoides sdo mais frequentemente encontradas em plantas adultas
e ndao em plantulas (Kharshiing e Sinha, 2016; Mereb et al., 2020). Nao seria
surpresa também caso a resposta fosse diferente entre as espécies, pois a mutacéo
phyB leva a uma reducdo severa do conteudo de clorofila nos coleoptilos das
plantulas de arroz de nove dias de idade (Inagaki et al., 2015) e Arabdopsis (Reed et
al., 1993).

Os carotenoides possuem como funcao principal a fotoprotecao das clorofilas
(Gavassi et al.,, 2017). Com isso, ndo coincidentemente, a concentracdo de
carotenoides foi aumentada na auséncia dos fitocromos (inclusive o phyB2) sob luz
branca (Figura 14J, K e L) e, semelhante ao conteddo de clorofila, tiveram sua
concentragcdo significativamente diminuida sob baixa V:VE, visto que sua sintese
também é regulada por PIFs e HY5, fatores que regulam de forma antagbnica a
inibicdo e a sintese, respectivamente, de carotenoides (Toledo-Ortiz et al., 2010,
2014).
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E oportuno frisar que pouco se conhece da via de sinalizagéo das auxinas e a
biossintese de clorofila (Liu et al., 2017). Sugere-se que 0 aumento nos pigmentos
fotossintéticos que ocorreram com a aplicacéo de AIA e NPA sob luz branca (Figura
14) possam estar associados a reducdo da AC, o que levaria provavelmente a uma
alta concentracdo de pigmentos por unidade de massa/area (Liu et al., 2012;
Cagnola et al., 2012; Gavassi et al., 2017). Entretanto, sob baixa V:VE, é possivel
observar que os fitocromos B1 e B2 contribuem com a manutencéo da concentracéo
destes pigmentos, uma vez que a aplicagdo de AIA reduziu severamente a
concentragdo das clorofilas e dos carotenoides nos mutantes phyBl e phyB2,
revelando uma atividade de repressdo da sintese de clorofila pelas auxinas
(Kobayashi et al., 2017). No entanto, quando aplicado o NPA, observou-se uma
reducéo no conteudo dos pigmentos do MM comparado ao phyA, phyB1, phyB2 e ao
MM controle sob baixa V:VE (Figura 14). Por isso, entende-se que mais estudos
serdo necessarios para desvendar a rede de sinalizagcdo luminosa na regulacdo da
sintese dos pigmentos fotossintéticos pelas auxinas.

Sabe-se que a baixa V:VE diminui a concentracdo de antocianinas e outros
flavonoides (Cagnola et al., 2012). Neste trabalho, verificou-se que todas as
cultivares tiveram reducédo no conteudo de antocianinas (Figura 14M, N e O), o que
nao causa estranheza, pois uma das funcdes das antocianinas é a fotoprotecao dos
tecidos (Carvalho et al., 2010b). Sendo a luz o principal fator que modula a sintese
de antocianinas (Cominelli et al., 2008; Carvalho et al., 2010b), ndo é surpresa que
os fitocromos estejam envolvidos no controle de sintese desse pigmento (Kerckhoffs
et al., 1997; Weller et al., 2000; Carvalho et al., 2010b; Cagnola et al., 2012). Assim,
foi mostrado por Kerckhoffs et al. (1997) e Husaineid et al. (2007) que a deficiéncia
em phyA e phyBl reduziu a concentracdo de antocianinas, confirmando que os
fitocromos séo parte desta rede que controla a sintese das antocianinas (Weller et
al.,, 2000; Carvalho et al., 2010b; Gavassi et al., 2017). De modo analogo, os
resultados aqui encontrados demonstraram que a auséncia de ambos os fitocromos
A e B1 regula positivamente o acumulo das antocianinas.

Assim como no alongamento do hipocétilo, na sintese de antocianinas o
phyBl pode compensar a perda do phyB2, como sugerido por Weller et al. (2000),

uma vez que nado foram encontradas diferencas entre concentracfes de
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antocianinas do mutante phyB2 e o MM. Em contra partida, o contrario ndo €
verdadeiro, ou seja, o phyB2 ndo pode compensar a perda do phyB1, isso se deve
ao fato de que o phyB1 é responséavel pela RIA dependente do V, porém Husaineid
et al., (2007) demonstraram que a superexpressao do phyB2 aumenta a sintese de
antocianinas no transgénico PHYB2OE, indicando que um aumento na quantidade
de phyB2 ativo pode suprir a auséncia do phyB1.

Assim como a luz, as diferentes classes hormonais fazem parte da rede de
sinalizagdo que modula a sintese de antocianinas (Carvalho et al., 2010b; Cagnola
et al.,2012), mas ndo esta claro como as auxinas-luz controlam a sintese de
antocianinas, porque, com excecao do phyBl sob luz branca, a aplicacdo do AIA
exdégeno nédo resultou em alteracdes significativas no acimulo de antocianinas, tanto
sob luz branca quanto sob baixa V:VE (Figura 14), o que estd em conformidade com
Carvalho et al. (2010b). A aplicacdo do NPA, que levou a um significativo aumento
da concentracdo desse pigmento no phyA e uma diminuicdo no phyB2,
respectivamente, tanto sob luz branca quanto sob baixa V:VE, somado ao fato do
phyBl ter a concentracdo de antocianinas aumentada apenas sob baixa V:VE,
sugere que esta interacdo entre auxina e fitocromos € dependente do tipo de
fitocromo e também do ambiente em que se encontra a plantula. Essa hipotese é
sustentada pelo fato do MM nao apresentar nenhuma mudanca por meio da
aplicacdo exdgena do AIA ou NPA. Contudo, € importante comentar que outros
horménios, tais como citocininas e o acido jasménico, modulam a sintese de
antocianinas em conjunto com as auxinas (Carvalho et al., 2010b; Cagnola et al.,
2012), indicando uma sinalizagcdo complexa das vias que modulam a sintese e
acumulo das antocianas.

Por fim e ndo menos importante, é preciso destacar que algumas das
diferencas observadas entre os trabalhos sdo decorrentes, em parte, do fato dos
tratamentos de luz utilizados para induzir a SES (RFA e a V:VE) terem variado
bastante entre os laboratorios que, em sua maioria, utilizam como principal resposta
a sombra o alongamento do hipocétilo (Martinez-Garcia et al., 2014). Deve-se levar
em conta também a grande e significativa variabilidade genética interespecifica e
intraespecifica na SES, que pode refletir a adaptacdo as condicfes locais (Casal,

2013; Bush et al., 2015). Nos ultimos anos, a complexidade molecular que controla a
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SES foi bem explorada em Arabidopsis, mas algum tempo sera necessario até que
todos os conhecimentos sejam transferidos para plantas de importancia econémica
alimentar (Ma e Li, 2019).

6. CONCLUSAO

Demonstrou-se aqui que existe sim interagdo entre as auxinas e os fitocromos
tipo A, B1 e B2 de tomateiro durante a SES. Foi demostrado também que as auxinas
sdo, sim, parte da sinalizacdo de phyA e phyB de tomateiro durante a SES. No
entanto, somente essa interacdo nado € suficiente para explicar a SES. O phyA é,
entre os fitocromos, o principal modulador da SES, seguido do phyBl1 e, em menor
intensidade, do phyB2 em plantulas de tomateiro com 10 dias ap0s a semeadura.
Por sua vez, a aplicacdo de auxina exodgena néo estimula a SES, porém o transporte
a longa distancia de auxina alterado no dgt ou o transporte polar das auxinas inibido
pelo NPA no MM e nos mutantes pyhA, phyBl e phyB2 n&o inibiram, mas
promoveram a SES em plantulas de tomateiro com 10 dias ap0s a semeadura.
Sendo assim, sdo necessarias novas abordagens, tais como o0 uso de inibidores da
biossintese de auxina, que permitam melhor compreender a interagdo dos
fitocromos de tomateiro com as auxinas durante a SES.

Verificou-se ainda que o dgt sob baixa V:VE apresentou maior crescimento se
comparado com o MT sugerindo, assim, que no futuro as mutacdes presentes nas
plantas utilizadas como modelos fisioldgicos possam ser exploradas com o objetivo
de transferir tais caracteristicas que garantem um maior desempenho sob condi¢des

de luminosidade baixa para as cultivares comerciais.
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1A. Acdo de diferentes fontes de auxinas exdégena no comprimento do
hipocdtilo (A, C e E) e da raiz (B, D e F), aplicadas em plantulas de
tomateiro MM . n = 15 + EP. Acido indol-3-Acético (AlA), acido indol-3-
butirico (AIB) e acido 1-naftalenoacético (ANA).
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Figura 1B. Acéo de diferentes concentracdes de Acido indol-3-Acético (AIA) exdgeno
no comprimento do hipocatilo, aplicadas em plantulas de tomateiro MM.
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Figura 1C. Comprimento do hipocétilo (A) e da raiz (B), de plantulas de tomateiro
MM com 10 dias apés a semeadura, que receberam o inibidor do
transporte de auxina TIBA durante cinco dias ap0s a germinacdo e

completo desestiolamento. n =2 20 + EP.
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Figura 1D. Plantulas de tomateiro MM com 10 dias apds a semeadura, que
receberam o inibidor do transporte de auxina NPA durante cinco dias apés
a germinacao e completo desestiolamento.
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Figura 2A. Comprimento do hipocatilo (A) e raiz (B), massa seca de parte aérea (C)
e de raiz (D) de plantulas de tomateiro MT e dgt germinadas no escuro (2
dias) e crescidas (8 dias) sob pulsos de vermelho (V) e vermelho extremo
(VE) com duracédo de 3 minutos a cada 4 horas. n = 4x10 + EP. As letras
diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre as médias, pelo
teste de Tukey. Letras minUsculas - comparacao entre cultivares no mesmo
ambiente de luz; letras mailsculas - compara a mesma cultivar em
ambiente de luz diferente.
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Figura 2B. Plantulas de tomateiro MT e dgt germinadas no escuro (2 dias) e
crescidas (8 dias) sob pulsos de vermelho (V) e vermelho extremo (VE)
com duracao de 3 minutos a cada 4 horas.



