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INTERACAO ENTRE AUXINA E ETILENO NAS RESPOSTAS DO TOMATEIRO A
DEFICIENCIA DE FERRO

RESUMO - As alteragBes morfolégicas e bioquimicas das plantas sob
deficiéncia de Fe sdo muito importantes para a sobrevivéncia em ambientes limitantes
de Fe, sendo que estas altera¢des sao controladas pela auxina e o etileno. Entretanto,
a interacao desses dois fitormonios nas respostas a deficiéncia de Fe ainda € pouco
conhecida. Para isso, 0 presente estudo avaliou respostas morfolégicas, bioquimicas
e de gRT-PCR em mutantes hormonais de tomateiro, sendo eles mutantes em baixa
sensibilidade a auxina (dgt, AUX’) e baixa sensibilidade ao etileno (Nr, ET) e
superproducao de etileno (epi, ET*) e seus duplos mutantes (Nr dgt e epi dgt), bem
como o controle Micro-Tom (MT), submetidos a de Fe. As plantas foram germinadas
e transplantadas para vasos com solucdo nutritiva completa até aclimatacéo, e
posteriormente o Fe foi retirado da solugdo em 50% dos vasos. Os tempos estudados
foram TO - quando ainda todas as plantas estavam com Fe, T1 — com quatro dias sem
Fe, e T2 — com 24 dias sem Fe. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados (DBC) com seis genétipos (MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt) e dois
tratamentos (com e sem Fe), com trés repeticdes (n=3), utilizando a analise de
variancia (ANOVA) e o Teste de Média (Duncan) a 5% de probabilidade. Nos
resultados morfolégicos da raiz, como comprimento, densidade, diametro, area e
massa de matéria seca da raiz, pode-se observar que a auxina apresentou respostas
epistaticas sobre o etileno. Contudo, para as andlises bioquimicas no sistema
radicular e na parte aérea, como clorofilas totais, enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
APX), conteudo de H202 e MDA, o efeito do tempo de exposi¢cao a auséncia de Fe
manifestaram outros tipos de interacdo, como a aditiva e a sinergistica, mostrando
vias independentes da acdo da auxina e etileno para essas respostas. Ja para 0s
niveis de transcritos do gene da redutase férrica (SIFRO1), foi possivel identificar a
interacao sinergistica entre auxina e etileno, proporcionando aumento da expressao
nos duplos mutantes em relacdo aos simples mutantes. Contudo, para o transportador
de Fe da membrana da raiz (SIIRT1), o Nr dgt apresentou interacdo aditiva e o epi dgt
apresentou efeito epistatico do epi sobre o dgt. Com esses resultados, pode-se
concluir que existe a interacdo entre auxina e etileno nas respostas a deficiéncia de
Fe em tomateiro, e € dependente do tempo de exposicéo a deficiéncia bem como do
orgao analisado.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, fitormonios, micronutriente, redutase férrica,
transportador de ferro






INTERACTION BETWEEN AUXIN AND ETHYLENE IN IRON DEFICIENCY
RESPONSES IN TOMATO

ABSTRACT - Morphological and biochemical changes under Fe deficiency are very
important for plants survival in Fe-limited environments. These changes are controlled
by plant hormones, including auxin and ethylene. However, the interaction of these
hormones in response to Fe deficiency still not well known. In this study, we evaluated
the morphological, biochemical and gRT-PCR in hormonal mutant tomatoes, by using
low auxin sensitivity (dgt - AUX"), low ethylene sensitivity. (Nr - ET") and ethylene
overproduction (epi - ET*) and their double mutants (Nr dgt and epi dgt), as well as the
Micro-Tom control (MT), both submitted to Fe deficiency. The plants were germinated
and transplanted to pots with nutrition solution until acclimatization, and then half of
the plants were grown without iron. The harvest times were: TO (when all the plants
were still with Fe), T1 (four days without Fe) and T2 (24 days without Fe). The
experimental design was randomized block, with six genotypes (MT, dgt, Nr, epi, Nr
dgt and epi dgt), two treatments (with and without Fe) and three repetitions (n = 3),
using. A multiple comparison between means by the Duncan test followed and
individual ANOVA for each time, at a 5% level of significance. The root morphological
results, such as length, density, diameter, area and dry mass, exhibited auxin epistatic
interaction about ethylene. However, regarding biochemical analysis on root system
and leaves, such as chlorophylls, antioxidant enzymes (SOD, CAT and APX), H20:2
and MDA contents, the effect of exposure time to Fe absence expressed other types
of interaction, such as additive and synergistic, showing independent pathways of
auxin and ethylene to those answers. Transcription levels of the Fe-chelate reductase
(SIFRO1) exhibited synergistic interaction between auxin and ethylene, increasing
more gene expression in double mutants than in single mutants. However, for the Fe-
transporter (SIIRT1), Nr dgt showed additive interaction and epi dgt presented epi
epistatic interation about dgt. With these results, we can conclude that in Fe deficiency
responses there is interaction between auxin and ethylene in tomato plant, and is
dependent on the time of exposure to Fe deficiency as well as the organ analyzed.

Key words: Oxidative stress, plant hormones, micronutrient, Fe-chelate reductase,
Fe-transporter
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1. INTRODUCAO

O elemento ferro (Fe) € um micronutriente de plantas com alta capacidade de
promover a transferéncia de elétrons nas reacfes de oxi-reducdo em diversas
organelas celulares. Atua como componente de enzimas importantes na fotossintese,
respiracdo celular, respostas antioxidantes, bem como na assimilacdo e reducao
quimica de outros nutrientes da planta. Visto que esses processos sao fundamentais
para o desenvolvimento da planta, em casos de deficiéncia de Fe podem ocorrer
mudancas adaptativas principalmente nas raizes, para maior absorcdo desse
elemento.

Essas adaptacgOes iniciam-se por alteragéo nas rotas de transducao de sinais
gue envolvem diversas moléculas sinalizadoras, entre elas o peroxido de hidrogénio
(H202) e fitormdnios, como auxina e etileno, entre outras. Assim sendo, pode ocorrer
a alteracao na transcricao de genes relacionados ao estresse causado por essa nova
condicao. A partir de entdo, podem surgir adaptacdes morfolégicas, como crescimento
de pelos radiculares para maior superficie de absorcao, e bioquimicos, através da
exsudacao de prétons acidificando o meio que favorece a solubilidade do Fe. Se a
deficiéncia persistir por um periodo maior, a planta tende a reduzir seu metabolismo
para evitar aumento do estresse oxidativo que pode ser gerado pela falta desse
micronutriente. Uma vez que o Fe faz parte do centro de reacdo de diversas enzimas
do sistema antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), entre outras.

Em dicotiledbneas, essas estratégias consistem em aumentar a disponibilidade
do Fe em solucéo na regiao da rizosfera, bem como aumentar a absorcao atraves de
transportadores de membranas especificos para esse ion. Em condigbes de
deficiéncia de Fe, os mecanismos relacionados ao aumento de transcricdo de genes
relacionados as adaptacOes radiculares foram relacionados a auxina (CHEN et al.,
2010; WU et al., 2011; LIN et al., 2016) e ao etileno (ROMERA et al., 1999; LUCENA
et al., 2006; KABIR et al., 2012). Entretanto, a interagdo entre os dois fitormoénios e a
deficiéncia de Fe ainda foi pouco explorada, e muitas vezes os trabalhos séo apenas
com aplicacbes exdgenas dos fitormbnios separadamente, ndo conseguindo

reproduzir as condi¢des naturais de sua sintese e atuacdo no metabolismo da planta.



Desse modo, o uso de mutantes hormonais pode ser uma ferramenta no estudo
dessas interacbes hormonais e a deficiéncia nutricional. Uma vez bem caracterizado,
o mutante hormonal poderéa ser utilizado em cruzamentos para obtencédo de duplos
mutantes hormonais em uma so planta.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo mostrar a interacdo entre 0s
fitormbnios auxina e etileno sobre as respostas a deficiéncia de Fe. Tendo como
hipéteses: a) a interacdo entre auxina e etileno pode provocar mudancas morfoldgicas
e no crescimento das raizes e na parte aérea na deficiéncia de Fe; b) a interacao entre
a auxina e o etileno pode alterar o metabolismo bioquimico de resposta enzimatica
contra o estresse gerado pela deficiéncia de Fe na planta; c) ocorre alteracdo nos
niveis de transcritos da ferro redutase e do transportador de Fe nas membranas de
duplos mutantes em auxina e etileno na deficiéncia de Fe. Para isso, foi utilizado como
modelo de estudo o tomateiro Micro-Tom (MT) e seus mutantes hormonais em auxina
e etileno. A partir de entdo, foi realizado o cruzamento e a obtencdo de duplos
mutantes hormonais em auxina e etileno. Em sequéncia, os duplos mutantes, seus
parentais e o MT foram submetidos a deficiéncia de Fe em solucéo nutritiva e as
analises de crescimento, bioquimicas e de gRT-PCR para os genes da ferro redutase

e do transportador de Fe nas membranas foram realizadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O elemento ferro nos solos

Nutrientes essenciais podem ser definidos como aqueles que estao envolvidos
diretamente no metabolismo e s&o insubstituiveis por outros elementos, sem os quais
a planta ndo consegue completar seu ciclo de vida (FAGERIA; BALIGAR; CLARK,
2002; SHAHID et al., 2016). O elemento ferro (Fe) é considerado um micronutriente
para as plantas, pois é necessario em pequenas quantidades para que o metabolismo
vegetal realize suas funcdes adequadamente. Além disso, a aquisicdo de
micronutrientes pelas plantas € afetada pela composicdo natural dos solos,
microrganismos de solo, fatores ambientais e a propria planta (FAGERIA; BALIGAR;
CLARK, 2002; MIRANSARI, 2013).

O Fe € um elemento relativamente abundante na maioria dos solos cultivados,
com uma concentracao total de 20 a 40 g kgt (CORNELL; SCHAWERTMANN, 2003),
porém em quantidades muito pequenas disponiveis as plantas. Esse Fe dos solos
esta presente em sua forma primaria mineral como Fe?* e quando sofre processos
pedogenéticos de oxidacdo muda para formas de 6xidos de Fe na forma Fe3*, pouco
disponivel as plantas (COLOMBO et al., 2014). As formas mais abundantes de 6xidos
de Fe encontradas nos solos bem drenados e aerados sdo goetita (Fe-OOH) e
hematita (Fe203); sendo as outras formas de 6xidos de Fe menos abundantes como
magnetita e maguemite (COLOMBO et al., 2014; JIANG et al., 2016).

A dissolucdo e precipitacdo de 6xidos de Fe sdo os maiores fatores que
controlam a solubilidade do Fe nos solos, e sdo altamente dependentes do pH. A
solubilidade do Fe3* diminui 100 vezes a cada unidade que aumenta de pH (LINDSAY;
SCHWAB, 1982). Enquanto que Fe3* é sollvel acima de 10® M em pH 3,3, essa
concentragdo é de apenas 10" M em pH 7,0 (HELL; STEPHAN, 2003). O 6xido de
Fe3* tem diferentes solubilidades dependentes da forma que estéo nos solos: Fe(OH)3
(amorfo) > Fe2(OH)s (solo) > Fe203 (magnetita) > Fe203 (hematita) > FeOOH (goetita).
Em solos mais acidos, uma pequena quantidade de Fe pode estar na sua forma
insolavel de pirita (FeSz2), e em solos alcalinos na forma de siderita (FeCOs)

(COLOMBO et al., 2014). Em solos bem aerados, o Fe2(OH)s torna-se soluvel e se
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dissocia em: Fez2(OH)3 + 3H* «» Fe3* + 3 H20. Além dos 6xidos, o Fe também forma
complexos com outros anions em solucdo como FeH2P04%*, FeHPO4*, FeCl?*,
Fe(S04)%, FeNO3?*, FeBr?*. Isso é importante porque alguns complexos podem
aumentar ou diminuir a solubilidade do Fe (LINDSAY; SCHWAB, 1982).

A deficiéncia de Fe € um problema frequente em muitos campos cultivaveis,
particularmente em solos calcéarios ou alcalinos (COLOMBO et al., 2014), pois com 0
pH mais elevado, o Fe3* pode se tornar insollvel por hidrolisacédo, polimerizacédo ou
precipitacdo com anions organicos no solo (HELL; STEPHAN, 2003). Além disso, em
solos com drenagem deficiente, onde ocorre condi¢cdes anodxicas frequentes por
longos periodos, ocorre a oxidacdo do Fe?* para Fe®*, que por sua vez favorece a
formacao de 6xidos alcalinos pouco disponiveis as plantas (COLOMBO et al., 2014).

Ao mesmo tempo, niveis elevados de diversos minerais como calcio (Ca),
fésforo (P), nitrogénio (N), manganés (Mn), cobre (Cu) e zinco (Zn), além dos metais
pesados toxicos cromo (Cr) e cadmio (Cd) podem contribuir para a indugcdo de
deficiéncia de Fe em muitas plantas (TANDON, 1998; FAGERIA; BALIGAR; CLARK,
2002). Solos com baixas quantidades de Zn podem aumentar a absorcdo de Fe,
especialmente quando o solo esta com pH abaixo de 7,0 (FAGERIA; BALIGAR;
CLARK, 2002). Altos niveis de P no solo pode imobilizar o Fe e ao mesmo tempo inibir
sua absorcdo pelas raizes, e subsequente transporte até a parte aérea (FAGERIA;
BALIGAR; CLARK, 2002). O nitrato (NOs) pode agravar a deficiéncia de Fe pela
elevacdo do pH na rizosfera, através da liberacdo de HCOs (FAGERIA; BALIGAR,;
CLARK, 2002).

Para tentar contornar a deficiéncia de Fe nos solos, alguns quelatos naturais
ou sintéticos foram desenvolvidos para manter a forma do Fe disponivel para as
plantas sob pHs mais elevados. A habilidade do agente quelante de manter o quelato
de Fe em solucéo varia na ordem crescente de: Fe-4cido citrico > Fe-4cido oxalico >
Fe-EGTA > FE-EDTA > FE-DTPA > Fe-CDTA > Fe-EDDHA (LINDSAY; SCHWAB,
1982; COLOMBO et al., 2014).



2.2. O Fe nas plantas

A importancia do Fe na biologia deve-se tanto a sua versatilidade quimica como
sua capacidade de mudar de valéncia. Por exemplo, este elemento é componente
importante de enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons (reacdes-redox
reversiveis) (HELL; STEPHAN, 2003), atua na rota da sintese de clorofila (NAGANE
et al., 2010), na fotossintese (HANSCH; MENDEL, 2009), na reducdo quimica do
nitrato e sulfato (MENDEL; KRUSE, 2012; HANKE; MULO, 2012), bem como na
assimilacdo de nitrogénio pelos rizébios (TAIZ; ZEIGER, 2006; MENDEL; KRUSE,
2012), na respiracdo, na biossintese de fitormonios (etileno, acido giberélico e &cido
jasménico), na producao e na eliminacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), na
osmoprotecéo e na defesa de patégenos (HANSCH; MENDEL, 2009). Em sua forma
idnica, o Fe?* é muito reativo e potencialmente uma espécie quimica téxica porque
pode catalisar elétrons de transferéncia de ERO em uma série de reagfes de oxi-
redugéo, produzindo um oxidante potente como o radical livre hidroxila (OH") (WELCH,;
SHUMAN, 1995). Essa capacidade pode ser modificada por uma variedade de
ligantes organicos como proteinas de transporte de elétrons com ampla gama de
potenciais redox, e em centros ativos de muitas enzimas (HARRISON; AROSIO,
1996).

Portanto, uma vez que este metal alcanca o citoplasma, deve ser vinculado a
guelatos ou complexado para diminuir seu potencial téxico (WELCH; SHUMAN, 1995).
A maioria do Fe presente nos organismos vivos esta firmemente ligado a proteinas ou
a agentes quelantes de baixa massa molecular que complexam o Fe no citoplasma
como a nicotianamina. A nicotianamina € um aminoacido nao protéico e é sintetizada
nas plantas através da L-metionina via intermédio da S-adenosil-L-metionina (SAM)
(WELCH; SHUMAN, 1995). Em tomateiro, a nicotiananima pode atuar como um
transportador de Fe?* no citosol, e um sensor que induz a sintese de transportadores
de Fe na célula (SCHOLAZ et al.; 1988). Outro quelante de metal ja conhecido e
sintetizado nas células é a fitoquelatina, e sua biossintese é regulada por enzimas
constitutivas do ciclo da glutationa (WELCH; SHUMAN, 1995). Além disso, o Fe pode
estar ligado a citrato férrico, ATP e a enzimas como superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) (HARRISON; AROSIO, 1996).
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O caminho do Fe até onde se inicia pelo apoplasto das células epidermais da
raiz; e sob condi¢bes aerobicas, parte desse Fe € oxidado e precipita como hidroxido
ou sal fosfato, formando um “pool” de Fe no apoplasto (HELL; STEPHAN, 2003). Esse
estoque de Fe no apoplasto corresponde a mais de 95% do Fe na raiz, que pode ser
utilizado em casos de deficiéncia de Fe (HELL; STEPHAN, 2003). Uma vez que o Fe
entrou na raiz, inicia-se seu caminho via simplasto, dependente de um sistema de
transportador de membrana de alta afinidade por Fe, e para isso as plantas reduzem
o Fe3*-quelatos a Fe?* (CURIE; BRIAT, 2003).

O transporte radial do Fe a partir da epiderme da raiz até os vasos do xilema é
realizado pela via simplastica, via Fe*-nicotianamina (STEPHAN et al., 1996; HELL;
STEPHAN, 2003). O transporte pelo xilema é realizado pelo complexo Fe-acido citrico
(citrato) e afetado pelo pH e o gradiente de potencial da agua (WELCH; SHUMAN,
1995; CURIE; BRIAT, 2003; KIM; GUERINOT, 2007). O pH do xilema na maioria das
plantas varia de 5,4 a 6,5 e é determinado pelos exsudatos da raiz, pelo vacuo de
extracao dos nutrientes do solo pelas raizes ou pela pressao de transpiracao da parte
aérea (WELCH; SHUMAN, 1995). No mesofilo das folhas, onde ocorre o processo de
fotorreducéo, o Fe é liberado do complexo com o acido citrico e absorvido através da
membrana das células (WELCH; SHUMAN, 1995).

No floema, o Fe pode estar ligado a acidos organicos ou aminoacidos. Scholz
(1989) relatou que a nicotianamina foi essencial para o transporte de Fe na seiva do
floema do tomateiro mutante chloronerva (mutante defectivo constitutivo em producéo
da nicotianamina), até o sistema radicular para formac&o de novas raizes adventicias.
O transporte no floema € influenciado pela forca ibnica, pH e constituintes organicos.
A seiva do floema sofre pressao positiva do gradiente de potencial da agua e suas
células sdo vivas e metabolicamente ativas, ao contrario do xilema (WELCH,;
SHUMAN, 1995; CURIE; BRIAT, 2003). O pH da seiva do floema é geralmente maior
de oito e contém maiores concentracdes de soluto que o xilema; e a forca idGnica
corresponde principalmente a sacarose e K* (WELCH; SHUMAN, 1995).

Apos percorrer todo o caminho de vasos pela planta, o Fe entra nas células
das folhas e é direcionado a diversas organelas, como a mitocéndria e o cloroplasto,
gue contém mais de 80% do Fe das folhas com sua importante funcéo na fotossintese;
e 0 excesso de Fe é direcionado ao vacuolo (CURIE; BRIAT, 2003; HANSCH;



MENDEL, 2009; THOMINE; VERT, 2013). As proteinas ligantes ao Fe podem ser
definidas em quatro tipos (Figura 2.1), dependendo do tipo de ligante de Fe: proteinas
mononuclear de Fe, proteinas diferro carboxiladas, proteinas com aglomerados de
ferro-enxofre (Fe-S) e proteinas contendo Fe-heme (SZACILOWSKI; CHMURA;
STASICKA, 2005; HANSCH; MENDEL, 2009).

Iron Proteins
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Diiron carboxylate

Iron-sulfur
proteins

[—dioxygenases

[— superoxide dismutase
I—lipoxygenases
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|— desulfoferroredoxins
— nitrile hydratases

proteins proteins
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—oxidoreductases -I |
- hydroxylases
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ferritins
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Figura 2.1. Classificacdo das principais proteinas contendo Fe (SZACILOWSKI;

CHMURA; STASICKA, 2005.
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As proteinas Fe-S tém funcdes cruciais na transferéncia de elétrons, que
constituem parte do substrato dos sitios de ligagdo em enzimas, formam partes de
armazenamento de ferro, estdo envolvidas na regulacao da transcricao e traducéo e
podem controlar a estrutura de proteinas (HANSCH; MENDEL, 2009). Portanto, as
proteinas Fe-S tém funcdes como enzimas, carreadoras de elétrons (ferredoxina,
Figura 2.2) e como regulador de proteinas (HANSCH; MENDEL, 2009). Esses
aglomerados sao formados de sulfeto e ferro inorganico, e podem formar-se
espontaneamente in vitro sob condi¢cdes anaerobicas; nas células, sdo formadas nas
mitocondrias (HANSCH; MENDEL, 2009; THOMINE; VERT, 2013).

Cys
Cys/His
Cys
Cys/His
Cys
Cys
[2Fe-28S] Cys
[3Fe-48]
Cys Cys/Asp/His
/H,0,0H
o S
Cys Cys ® Fe
[4Fe-45]

Figura 2.2. Estruturas béasicas dos agregados [Fe-S] em ferredoxinas (Fd)
(RODRIGUES, 1999).

Fe-heme proteinas mais conhecidas sdo o0s citocromos fotossintéticos e
respiratorios, envolvidos na transferéncia de elétrons e na ligagdo com oxigénio
(HANSCH; MENDEL, 2009). Outros exemplos incluem as enzimas antioxidantes
catalase, peroxidase e NADPH oxidase, envolvidas na producéo/eliminacédo de
radicais livres. Essas proteinas sao sintetizadas tanto nas mitocondrias quanto nos
cloroplastos, e sdo distribuidas em todos os locais subcelulares (HANSCH; MENDEL,
2009; THOMINE; VERT, 2013).

Nas outras proteinas os ions de Fe estéo ligadas diretamente, e dentre essas
proteinas, as predominantes sao as ferritinas (Figura 2.3). As ferritinas séo proteinas

de armazenamento de Fe e controlam a interacdo entre homeostase de Fe e o
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estresse oxidativo (HANSCH; MENDEL, 2009; YRUELA, 2013). Essas proteinas tem
alta massa molecular e podem estocar mais de 4500 atomos de Fe na forma soluvel
e biodisponivel. Estdo presentes nos plastideos, mas ndo em cloroplastos maduros
(HANSCH; MENDEL, 2009).

Figura 2.3. Estrutura tridimensional da ferritina de plantas, sendo as estruturas em
vermelho peptideos que atuam como reguladores da liberacao do ferro e
o centro da proteina um poro pelo qual as moléculas de Fe ficam
armazenadas (LIAO; YUN; ZHAO, 2014).

Nos cloroplastos, o Fe tem papel na fixacdo fotossintética de CO2, pois €
essencial para a estrutura e/ou na funcao da cadeia de transferéncia de elétrons, onde
€ encontrado nos trés grandes complexos do aparelho fotossintético. Dois atomos de
Fe estdo presentes no fotossistema Il (PSIl): um Fe ndo-heme é rodeado por quatro
histidinas e um bicarbonato, e o segundo Fe-heme esta presente no citocromo b559
(BRIAT; DUBOS; GAYMARD, 2015). Esse fotossistema Il € responsavel pela
oxidacdo da agua e reducdo da plastoquinoma, onde ocorre a transformacéo da luz
em energia eletroquimica (YRUELA, 2013). O complexo citocromo b6f (b6f Cyt)
fornece a conexao eletroquimica entre os centros de reacédo PSIl e PSI, e contém
qguatro atomos de Fe-heme e dois &tomos de Fe no aglomerado da proteina Rieske
(2Fe-2S) (YRUELA, 2013; BRIAT; DUBOS; GAYMARD, 2015). No fotossistema |
(PSI) encontram-se trés aglomerados de Fe-S (4Fe-4S): um aglomerado (2Fe-2S)
encontra-se na ferredoxina solluvel e sua principal funcdo € carregar um elétron do
complexo PSI-(Fe-S) para a ferredoxina-NADP + redutase (FNR), que é o primeiro
receptor de elétrons no lado do estroma dos cloroplastos (YRUELA, 2013; BRIAT,;
DUBOS; GAYMARD, 2015). Esses aglomerados estédo incorporados nas membranas

dos tilacoides, e suas subunidades sé&o codificadas no genoma do cloroplasto e no
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nuclear, e geram um potencial redox altamente negativo (YRUELA, 2013). Os dois
complexos fotossintéticos contém clorofilas, cuja sintese também depende do Fe
(BRIAT; DUBOS; GAYMARD, 2015) (Figura 2.4).

vAg
Qp@f

NADP* + 2H* NADPH

Y,0, +2H*

Figura 2.4. Os atomos de Fe nos fotossistemas (PSll e PSI) do cloroplasto (BRIAT;
DUBOS; GAYMARD, 2015).

2.3. As respostas da planta a deficiéncia de Fe

Na maioria dos solos, a concentracédo total de Fe soluvel na rizosfera é quase
sempre abaixo do nivel necessario para o crescimento adequado das plantas
(FAGERIA; BALIGAR; CLARK, 2002; MARSCHNER, 2011). Um dos sintomas da
caréncia de Fe é a clorose internerval, a qual aparece principalmente em folhas jovens
(Figura 2.5). Em casos severos de deficiéncia, as folhas podem se tornar bastante
clorgticas devido a diminuicdo da producdo de clorofila, reduzindo inclusive a
capacidade fotossintética da planta (BIENFAIT, 1985; BRIAT; DUBOS; GAYMARD,
2015).
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Figura 2.5. Tomateiro jovem (Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) com sintomas
de deficiéncia de Fe nas folhas mais novas.

Dessa forma, ndo é surpresa que uma série de mudancas bioquimicas é
induzida durante a deficiéncia de Fe. Por exemplo, a reducao dos niveis de ferredoxina
pode causar um decréscimo na assimilacao do nitrogénio nos tecidos visto que esta
proteina atua como um doador de elétrons para a reducdo do nitrito a amonia
(BEEVERS; HAGEMAN, 1969; MENDEL; KRUSE, 2012). Além disso, a deficiéncia de
Fe desencadeia alteracdo no sistema oxidativo. Nesta condicdo, o aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) pode resultar na inducdo de importantes enzimas
antioxidantes, tais como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) (ASENSIO et al., 2012).

Deste modo, as raizes das plantas desenvolveram varias estratégias para
modificar o ambiente em torno da rizosfera visando aumentar e absorver quantidades
suficientes de Fe para atender suas exigéncias metabdlicas, mesmo em solos com
baixos niveis de Fe soluvel (WELCH; SHUMAN, 1995). Tais mecanismos Sao
conhecidos como “Estratégias”, sendo a Estratégia | (Figura 2.6) a mais caracterizada
para dicotiledéneas e monocotiledéneas ndo gramineas (COLANGELO; GUERINOT,
2004; ROMERA et al., 2011; GARCIA et al., 2015). Este mecanismo consiste em trés
principais etapas: (i) acidificagéo da rizosfera pela liberacéo de prétons H* através da
H*-ATPase das raizes, aumentando a disponibilidade de Fe no solo através do
aumento da solubilidade do Fe3*; (ii) inducdo da redutase férrica, uma importante
enzima que atua na reducéo do Fe3* a Fe?* na superficie da raiz (GARCIA et al., 2011,
2015), pois o Fe?* é a forma catidnica mais absorvida pelas raizes das plantas, e a
absorcdo do Fe®* é quase insignificante (LINDSAY; SCHWAB, 1982; WELCH,;
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SHUMAN, 1995); e (iii) transporte de Fe*? para células da raiz através da inducéo de
transportadores especificos de Fe (WELCH; SHUMAN, 1995; ROMERA et al., 2011).

Rhizosphere

[H] ATP ADP+(@)) NADH : \

Fe(ll)§

Cytoplasm

Figura 2.6. Esquema do mecanismo da Estratégia | em plantas dicotiledénease
monocotiledéneas ndo gramineas, mostrando a absor¢cdo do Fe na
rizosfera (KROHLING et al., 2016).

Nesse processo, 0s dois genes dominantes e responsaveis pela aquisicdo do
Fe na rizosfera foram descritos em Arabidopsis nos anos 1990, sendo eles o gene da
redutase férrica ou ferro-redutase (FRO) e do gene transportador de ferro (IRT1)
(KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012). Desde entédo, esses genes foram clonados e
descritos em diferentes espécies. Além disso, mudancas morfolégicas, como o
desenvolvimento de maior quantidade de pélos radiculares e aumento de tamanho
das células de transferéncia, sdo também importantes respostas que facilitam a
mobilizacéo e absor¢géo do Fe (ROMERA et al., 2011).

Em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) foi descrito o gene AtFRO2 que
codifica a redutase férrica (ROBINSON et al., 1999) e seu homélogo SIFRO1 em
tomateiro (Solanum lycopersicum) (LI; CHENG; LING, 2004); bem como 0S genes
AtIRT1 (EIDE et al., 1996), SIIRT1 (ECKHARDT et al., 2001) e SIITR2 (VERT et al.,
2001), os quais codificam o transportador de Fe. Ambos 0s mecanismos sao
regulados por fatores de transcricdo, bHLH, conhecidos como AtFIT, AtbHLH38 e
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AtbHLH39 em Arabidopsis, e SIFER em tomateiro (BRUMBAROVA; BAUER, 2005),
ativados em condicdes de deficiéncia de ferro. Além disso, a exploracdo de genes
para H+-ATPase, tal como AHA2 (FOX; GUERINOT, 1998) e o AHA7 (COLANGELDO;
GUERINOT, 2004) em Arabidopsis também sdo importantes nos estudos que
envolvem a limitacédo de Fe.

Ja a Estratégia Il é especifica de gramineas, como milho (Zea mays), trigo
(Triticum spp.), cevada (Hordeum vulgare), entre outras. Essa Estratégia consiste em
duas etapas: (i) primeiro, um transportador de membranas especifico (TOM1) exporta
um fitosider6foro (PS) para a rizosfera para solubilizar e quelatar ions de Fe3*, sendo
os principais fitosider6foros os &cidos muginéico e avénico, assim como a
nicotianamina; (ii) o complexo Fe**/PS é transportado para o interior da membrana da
raiz através de uma proteina chamada Yellow Strip 1 (YS1) em milho e Yellow Stripe
1-like (YSL) para as outras gramineas (NARANJO ARCOS; BAUER, 2016).

Embora haja um melhor conhecimento das bases bioquimicas e moleculares
através do qual as plantas respondem a deficiéncia de Fe, os mecanismos de controle
dessas repostas parecem ainda ser bastante complexos, visto o envolvimento de uma
série de moléculas. Por exemplo, fortes evidéncias mostram que os fitormoénios séo
importantes fatores que modulam as respostas a limitacéo de Fe, sendo a auxina e o

etileno as classes hormonais melhores caracterizadas.

2.3.1. Auxina e deficiéncia de Fe nas plantas

Em um dos trabalhos pioneiros, no que diz respeito ao controle hormonal das
respostas a limitacdo de Fe, Rémheld e Marschner (1986) relataram que as raizes de
plantas de girassol com deficiéncia de Fe produziram maiores quantidades de auxina
comparadas as plantas nao deficientes. Além do fato que a aplicagdo exdgena deste
hormonio pode induzir mudangas morfolégicas nas raizes, semelhantes aquelas em
condicao de deficiéncia deste elemento. Em trabalhos mais recentes, a deficiéncia de
Fe em Arabidopsis (CHEN et al., 2010) e mac¢a (Malus sp) (WU et al., 2011) também
induziu a produgcao de auxina, evidenciando o forte controle deste hormdnio nas
respostas a caréncia de Fe. De fato, o mutante aux1-7 de Arabidopsis, o qual

apresenta baixa sensibilidade a auxina, diminuiu a atividade da redutase férrica na
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auséncia de Fe (CHEN et al., 2010). De acordo com isto, em plantas de maca, a
redutase férrica foi induzida na concomitante presenca de auxina e auséncia de Fe
(WU et al., 2011).

Wu et al. (2012) relataram que tanto a auxina quanto o oxido nitrico (NO)
acumularam em maiores niveis em plantas deficientes em Fe, sendo que ambas
moléculas estdo sendo descritas como controlando o inicio das adaptacbes da
Estratégia | nas plantas. O NO atua como controle positivo do fator de transcri¢cdo FIT
para desencadear as respostas a deficiéncia de Fe (MEISER; LINGAM; BAUER,
2011). Enquanto que a elevacdo dos niveis de auxina sdo necessarios para a
regulacao da sintese de NO sob deficiéncia de Fe (JIN et al., 2011). Portanto, a auxina
regularia a producéo e concentracdo de NO, que por sua vez regularia a transcricao
de FIT no nucleo da célula, de forma a desencadear a cascata de sinalizacdo a
deficiéncia de Fe (LIN et al., 2016).

2.3.2. Etileno e deficiéncia de Fe nas plantas

Diversos trabalhos demonstram que o etileno é parte fundamental das
respostas a deficiéncia de Fe. Foi mostrado que o uso deste hormdnio exdgeno em
tomateiro (SCHMIDT; TITTLE; SCHIKORA, 2000) e ervilha (Pisum sativum L.)
(SCHMIDT; SCHIKORA, 2001) induziu respostas adaptativas da raiz semelhantes
aguelas observadas na auséncia de Fe. Em pepino (Cucumis sativus) e ervilha, a
deficiéncia de Fe induziu a producao de etileno concomitante ao aumento da reducao
do Fe*® (ROMERA et al., 1999); bem como o uso de inibidores da sintese de etileno
reduziu a atividade desta enzima em plantas de ervilha (KABIR et al., 2012). De acordo
com esses dados, 0 uso etileno exégeno em tomateiro induziu a expressao do gene
SIFRO1, o qual codifica para a redutase férrica (LUCENA et al, 2006). Além disso, o
uso de inibidores de etileno, na auséncia de Fe, reduziu a expresséo de SIFROL.

O aminoacido metionina (Met) € o precursor do etileno, que por sua vez &
convertido em S-adenosilmetionina (AdoMet) pela enzima AdoMet sintase (SAMS), e
em 1-aminociclopropano-e-carboxilico (ACC) pela enzima ACC sintase (ACS), sendo
0 ACC oxidado a etileno pela enzima ACC oxidase (ACO) (KENDE, 1993; SAUTER

et al., 2013). Os genes que codificam essas enzimas, SAMS, ACS e ACO, sdo mais
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expressos em condi¢des de deficiéncia de Fe (ROMERA et al., 2015). Além da rota
da sintese, a deficiéncia de Fe pode ter efeito nas respostas do etileno na planta,
através da ligacdo da molécula ao receptor; uma vez que 0s genes desses receptores
podem estar mais expressos ou néo quando ocorre a falta do nutriente (GARCIA et
al., 2015).

2.3.3. Interacao entre auxina e etileno nas plantas

Auxina e etileno regulam diversas etapas do crescimento e desenvolvimento
da planta, tanto alteracgdes fisiologicas como moleculares (STEPANOVA et al., 2007).
Tais fitormbnios apresentam efeitos sinergistico da regulacdo do alongamento
radicular, formacao dos pelos radiculares e crescimento da planta (SWARUP et al.,
2007), bem como na absorcdo de nutrientes pelo sistema radicular (GARCIA et al.,
2015). H4& também fortes indicios da interacdo entre auxina e etileno na regulacao das
respostas a deficiéncia nutricional, dentre elas o Fe. Dentre os quais a regulacdo de
um fator de transcricdo FER, em tomateiro, o qual € responséavel por ativar as resposta
da Estratégia | (LIN et al., 2016), sendo regulado tanto por etileno quanto por auxina
(GARCIA et al., 2015).

Além da interacdo entre fitorménios, a auxina e as ERO geralmente acumulam-
se nas raizes sob deficiéncia de nutrientes e podem interagir positivamente com o
etileno para regular respostas de deficiéncia nutricional (GARCIA et al., 2011). A
auxina pode estimular a producéo do etileno, e o etileno pode afetar o transporte e o
acumulo de auxina, assim como as ERO podem estimular a producdo de etileno
(GARCIA et al., 2015). De acordo com Piotrowska- Niczyporuk e Bajguz (2014), a
auxina promoveu o aumento da atividade de enzimas antioxidantes, reguladas pelos
niveis das ERO. Contudo, o etileno promoveu o aumento da peroxidacgéo lipidica e
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes em pereira (Pyrus bretschneideri
Rehd.) (LIU et al., 2015).
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2.4. As enzimas antioxidantes relacionadas ao Fe

Enquanto o oxigénio molecular tem baixa reatividade dentro da célula, as
formas parcialmente reduzidas de oxigénio atmosférico, chamadas de ERO, podem
reagir com muitas substancias celulares e sado potencialmente destrutivas para as
células (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; RIZHSKY et al., 2002; GRATAO
et al., 2005). Em condicbes ambientais adequadas as plantas, essas ERO séo
produzidas naturalmente em baixas concentracdes e estdo envolvidas na sinalizacéao
celular, como reguladoras da expressao génica (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS,
1997; RIZHSKY et al., 2002). Porém, quando as plantas passam por estresses
ambientais como alta intensidade de luz, ataque de patdgenos, seca, alagamento,
salinidade e altas concentracfes de metais pesados, ocorre aumento dessas ERO
nas ceélulas podendo causar danos as proteinas, aos lipidios de membranas e aos
acidos nucléicos (YU; RENGEL, 1999). Além desses fatores de estresse, a deficiéncia
nutricional também pode modular a atividade das enzimas antioxidantes envolvidas
no processo detoxificacdo das células (YU; RENGEL, 1999; ASENSIO et al., 2012).

Para diminuir os danos dessas ERO nas células, as plantas possuem
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, como as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), e
compostos antioxidantes de baixa massa molecular como o ascorbato, tocoferol,
glutationa e carotenodides (YU; RENGEL, 1999; CHOUDHURY et al., 2013).

2.4.1. Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1)

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima de defesa contra danos
provocados por ERO nas células, sendo largamente distribuida entre os organismos
gue utilizam oxigénio (O2) (BOWLER et al.,, 1994; LIN; LAI, 2013). A SOD é
responsavel pela dismutagéo do Oz2* em H20z2, influenciando as suas concentragoes.
Os radicais O2* sdo produzidos naturalmente nas células, principalmente na cadeia
transportadora de elétrons nas mitocondrias e nos cloroplastos (RIZHSKY et al.,
2002). Durante a respiracéo, o0 oxigénio molecular aceita quatro elétrons para produzir

duas moléculas de H20. No entanto, devido a restricdes de rotacado da molécula, o Oz
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nNao consegue aceitar os quatro elétrons de uma so6 vez. Assim, durante a reducao de
um-elétron do Oz, intermediarios instaveis sdo formados, dentre eles O2*, H202 e OH*
(SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; GRATAO et al., 2005) (Figura 2.7). Nos
cloroplastos, estima-se que entre 10 e 20% dos elétrons que fluem através dos
fotossistemas podem reduzir o Oz a O2* (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997).

+ e +e + e +e
Oz —* Qo — * HO02—"*O0OH —* 2H0
2H* H* H*

Figura 2.7. Via da reducdo do oxigénio até agua e a formacédo de varias ERO
intermediarias (adaptado de SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997).

A SOD € uma enzima que possue cofatores metalicos no seu centro de reacao
e é classificada de acordo com esses metais. A Mn-SOD localiza-se nas mitocondrias
e peroxissomos, possui massa molecular que varia de 40 a 90 kDa, dependendo da
origem, e um numero de subunidades entre dois e quatro, com um a quatro atomos
de Mn por molécula (CORPAS et al., 2006; HOUMANI et al., 2016). A Fe-SOD esta
associada aos cloroplastos e peroxissomos, tendo massa molecular de
aproximadamente 40 kDa, com um ou dois atomos de Fe por molécula (ALMANSA et
al., 1991; CORPAS et al, 2006; HOUMANI et al., 2016). A Cu/Zn-SOD encontrada no
citosol, cloroplastos, peroxissomos e apoplasto (HOUMANI et al., 2016), é aisoenzima
mais estudada em plantas, com uma massa molecular de cerca de 32 kDa, que
consiste em duas subunidades idénticas e um atomo de Cu e um de Zn por
subunidade (PALMA et al., 1997; HOUMANI et al., 2016). J& a Ni-SOD foi descrita
apenas em Streptomyces e cianobactérias (BAFANA et al., 2011). A reacao global da

SOD é realizada em duas etapas pelos cofatores metalicos (Figura 2.8).

Ezox + 02* + H* +— Ezwea (H*) + O2 (1a)

EZrea (H*) + 02 + H* +—» Ezox+ H20:z (1b)

Figura 2.8. Reacéo global da SOD em duas etapas (MILLER, 2004).
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Onde Ezox (oxidado) e Ezrd (reduzido) sdo os cofatores metalicos,
respectivamente: Cu?*Zn?* e Cu*Zn?*, Fe3* e Fe?*, Mn3* e Mn?*, Ni®* e Ni** (MILLER,
2004). Em trabalho desenvolvido por Yu e Rengel (1999), a atividade da SOD foi

alterada na deficiéncia dos cofatores metalicos.

2.4.2. Catalase (CAT - EC 1.11.1.6)

A catalase (CAT) esta presente em todas as plantas estudadas até o momento,
e é uma enzima fundamental no sistema antioxidante das células por converter o H202
em H20 e O2 (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; GRATAO et al., 2005). O
H20:2 pode-se difundir através das membranas bioldgicas, ao contrario dos radicais de
oxigénio, e causar danos oxidativos longe do local de formacdo (SCANDALIOS;
GUAN; POLIDOROS, 1997). A CAT é a Unica entre as enzimas degradantes de H202
gue ndo consome equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito
eficiente para remover o H202 formado nas células sob condi¢gbes de estresse através
do seu grupo heme que possui atividade catalitica (MALLICK; MOHN, 2000;
CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).

O H20: é produzido em varias organelas subcelulares, dentre elas: nos
peroxissomos, cloroplastos, na mitocondria e outros compartimentos de menor
producdo (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; GRATAO et al., 2005). Os
peroxissomos séo as organelas que mais produzem o H202 nas células, através de
oxidases, envolvidas na oxidacdo catabdlica de varias biomoléculas, que removem
dois elétrons do substrato e transferem para o Oz, formando o H202 (SCANDALIOS;
GUAN; POLIDOROS, 1997; SOFO et al.,, 2015). Em sementes de plantas, os
peroxissomos sao conhecidos como “peroxissomos especializados” ou glioxissomos,
encontrados nos tecidos que armazenam O6leo. Eles estdo associados ao ciclo do
glioxalato durante a germinacgdo, onde os acidos graxos séo convertidos em hidratos
de carbono até a planta estar fotossinteticamente competente; porém, esse ciclo gera
H202 (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROQOS, 1997). Na mitocondria, a producdo de
H20:2 esta associada a respiracdo e depende diretamente ao estado metabadlico dessa

organela. Quanto maior o metabolismo e o fluxo de elétrons na cadeia respiratoria,
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maior sera a producgéo de H202. Estima-se que 2% de O2 utilizado pelas mitocondrias
é convertido a H202, através da SOD, que por sua vez € inativado pela CAT especifica
de mitocondrias (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; SOFO et al., 2015).
Outras organelas como o reticulo endoplasméatico e no citosol podem apresentar
quantidades pequenas de H202, que podem ser inativadas através da catalase
encontrada no citosol (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997). Apesar do H20:2
ser altamente danoso as células em altas concentracdes, essa molécula também é
descrita como tendo func¢des importantes na planta, incluindo rotas de sinalizacao de
transducédo de sinais, lignificacdo da parede celular e na defesa contra o ataque de
patdbgenos (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; KRISHNAMURTHY;
RATHINASABAPATHI, 2013).

A CAT atua tanto nas reacdes peroxidativas como nas cataliticas. Em baixas
concentracdes de H202 (<10 mol L?), a CAT atua como peroxidativa, onde uma
variedade de doadores de oxigénio, como etanol e 4cido ascorbico, pode ser oxidado.
Em altas concentracbes de substrato, a CAT decompde o H20:2 toxico rapidamente
usando a funcao catalitica, na qual o H202 atua tanto como receptor e doador de
hidrogénio (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; CHELIKANI; FITA; LOEWEN,
2004) (Figura 2.9).

2H:20:2 » 2H:0+0: (1a)
Enz (Por-Fe') + H202 » Cpd | (Por** FeV=0)+H:0 (1b)
Cpd | (Por** -Fe = O) + HHO2 — Enz (Por-Fe') + H20 + 02 (1c)

Figura 2.9. Reacao global da CAT: la. reacao global, 1b. uma molécula de H202 oxida
a enzima catalase que contém um grupo heme (porfirina = Por), 1c. a
segunda molécula de H20:2 é utilizada como redutor do composto | (Cdp 1)
para regenerar a enzima e produzir agua e oxigénio (CHELIKANI; FITA;
LOEWEN, 2004).

Ha evidéncias que a CAT utiliza um mecanismo de dois estagios nos dois tipos
de reacdes: no primeiro estagio, o ferro do grupo heme da CAT interage com o H20:2
para formar um peréxido de ferro rico em O:. Este perdxido de Fe intermediério (CAT-
Fe-OOH) altera as propriedades heme da CAT e serve como indicador celular das

concentragdes de H202, que em baixas concentra¢cdes pode ser reduzido por uma
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variedade de doadores de hidrogénio como o etanol. Em elevadas concentracdes de
H202, o perdxido de Fe intermediario reage com uma segunda molécula de H202 para
produzir agua e uma molécula de Oz (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997,
CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).

Existem trés tipos distintos de isozenzimas de CAT identificadas: CAT1, CAT2
e CAT3. Em plantas, a CAT1 é encontrada nas células do mesofilo e esta mais ativa
em folhas, mas ndo nas raizes; jA a CAT2 esté localizada no interior dos peroxissomos
e seus genes sao expressos somente em tecidos foliares sob luz; a CAT3 e seus
genes sao expressos também em tecidos foliares, raizes, caules e sementes (SU et
al., 2014; IANNONE; GROPPA; BENAVIDES, 2014).

Estudos realizados por Tillberg (1977) mostra os efeitos de auxina (AIA) na
expressdo do gene da catalase em milho durante a germinacdo. Os resultados
mostraram que o0 AIA aumenta a expressdo da CAT em todas as fase do
desenvolvimento examinados. Isto implica que o AlA pode desempenhar um papel no
controle da expressdo da CAT em milho durante a germinagéo de sementes.

2.4.3. Ascorbato peroxidase (APX -EC 1.11.1.11)

Em células vegetais, o0 substrato redutor mais importante para a destoxificacédo
de H202 é ascorbato (FOYER; NOCTOR, 2005). A ascorbato peroxidase (APX)
catalisa a reacdo em que duas moléculas de ascorbato sdo oxidadas para reduzir uma
molécula de H202 a agua (2 ascorbatos + H202 — 2 monodehidroascorbato + 2
H20) (SHARP et al., 2003). A regeneracdo de ascorbato envolve a oxidacdo de
glutationa reduzida, que por sua vez é regenerado por acdo da glutationa redutase
(GR), constituindo o Ciclo da Ascorbato-Glutationa (MEHLHORN, 1990; RAMIREZ;
BARTOLI; LAMATTINA, 2013). De acordo com Mittler (2002), a afinidade da APX pelo
H202 sugere que ela é responsavel pela modulacéo fina das ERO para a sinalizagcéao
celular.

A APX possui cinco diferentes isoformas que estédo distribuidas em pelo menos
guatro compartimentos celulares distintos: nos cloroplastos, microcorpos e citosol
(GRATAO et al., 2005). As diferentes isoformas s&o classificadas de acordo com sua

localizacéo celular entre: isoformas soluveis que estéo distribuidas no citosol (CAPX),
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mitocondria (MitAPX) e estroma do cloroplasto (SAPX), e as isoformas relacionadas a
membranas que sdo encontradas em microcorpos (MAPX) e nos tilacéides do
cloroplastos (tAPX) (TEIXEIRA et al., 2006). Em tomateiro, foram identificadas sete
genes que codificam a APX, que estdo distribuidas em citosol, peroxissomos e
cloroplastos (NAJAMI et al., 2008).

A estrutura da enzima APX corresponde a residuos de aminoacidos e um
complexo de porfirina central, que contém um atomo de Fe, por isso é considerada
como uma heme proteina (PEKKER; TEL-OR; MITTLER, 2002; SHARP et al., 2003;
RAVEN, 2003) (Figura 2.10).

Cys32 Lys30
ﬂ\\ o )Q o
Y Lys30
~ °
A 1 i e T Ascorbate
o
Arg172
’/;;134

HOOC COOH

Porfirina com Fe B

Figura 2.10. Estrutura da APX: A. estrutura da porfirina com um atomo central de Fe
e suas ligacbes com os residuos de aminoéacidos. B. ligacdo do ascorbato
com a enzima APX (adaptado de RAVEN, 2003).

MEHLHORN (1990) realizou um experimento com plantas de feijao e ervilha e
pré-tratamento com etileno e observou que esse pré-tratamento fizeram com que as
plantas se tornassem mais resistente a fumigacdo com ozénio. Além disso, concluiu
gue essa maior resisténcia das plantas seria pela maior atividade da APX contra o

H202 que aumentou de concentracdo quando as plantas eram expostas ao 0zonio.

2.5. O tomateiro Micro-Tom e seus mutantes como modelos biolégicos de

estudos

O tomateiro tem sido um excelente modelo vegetal complementar a

Arabidopsis para estudos dos processos bioldgicos. Isso porque o tomateiro possui
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um genoma relativamente pequeno (7,1 x 108 pares de bases), e poucas sequéncias
repetitivas de DNA (LIMA et al., 2004), caracteristicas que facilitam o conhecimento
das estruturas gendmicas. Além disso, seus diversos tecidos apresentam uma grande
diversidade de metabolitos secundarios que facilitam andlises bioquimicas e
moleculares, o0 que coloca o tomateiro como um modelo adicional de dicotiledonea em
estudos comparativos (PRATT et al.,, 1997). Diferentemente da Arabidopsis, o
tomateiro € uma espécie horticola amplamente cultivada em diversos paises, com
grande valor agregado e importancia econdémica.

Um fator limitante para o uso do tomateiro como modelo de estudos vegetais €
seu porte grande e ciclo de vida longo que ndo permitem o cultivo em condi¢cfes de
estrutura minima como a Arabidopsis. Uma alternativa a esse problema € a cultivar
miniatura de tomateiro Micro-Tom (MT), uma planta ornamental de porte muito
reduzido (SCOTT; HARBAUGH, 1989), que produz frutos e sementes viaveis em
vasos de apenas 50-100 mL de substrato, completando seu ciclo de vida entre 70 e
90 dias, podendo crescer em laboratério na mesma estrutura minima requerida para
Arabidopsis (LIMA et al., 2004) (Figura 2.11). Em 1997, Meissner et al. prop6s a
utilizacdo dessa cultivar como modelo de estudos genéticos, e a partir de entdo
diversos trabalhos foram publicados com essa cultivar em estudos genéticos,
fisioldgicos e bioquimicos.

Figura 2.11. Cultivar Micro-Tom de tomateiro em vasos de 100 mL de substrato e seus
frutos.

Além disso, ja foram introgredidas diversas muta¢des hormonais nessa cultivar
MT, o que possibilitam os estudos com mutantes hormonais (CARVALHO et al., 2011,
MONTEIRO et al., 2012). Os fitormonios vegetais, ou fitormdnios, sdo de grande
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importancia para regular o desenvolvimento da plantas desde a divisdo, expanséo e
diferenciacdo celular até amadurecimento de frutos e senescéncia foliar (ZHANG et
al., 1996; BALBI; LOMAX, 2003). Ao mesmo tempo, os fitormbnios regulam um
processo coordenado de desenvolvimento da planta em condicdes de estresse,
possuindo uma rede de interacéo entre eles que integram as respostas celulares e as
vias de sinalizacdo (GRATAO et al.,, 2012). Diversos estudos apontam que oS
fitormbnios (auxina, etileno, acido jasménico, acido salicilico e acido abscisico)
relacionados aos estresses bioticos e abioticos controlam os mecanismos de defesa
nos diversos tecidos (BLANCO-ULATE et al., 2013).

Neste contexto, o uso dos mutantes hormonais é uma importante ferramenta
de estudo de um fitormdnio especifico (MUNOZ-ESPINOZA et al., 2015), ou de
interacdes entre eles, nos duplos mutantes, quando submetidos a um estresse. Dentre
0S estresses abidticos mais comuns, a deficiéncia nutricional € uma das mais
estudadas, inclusive com énfase no controle hormonal da nutricho em plantas
(OHKAMA-OHTSU; WASAKI, 2010; KROUK et al., 2011). Visto a forte interagédo entre
auxina e etileno em varias respostas de deficiéncia nutricional (MUDAY; RAHMAN;
BINDER, 2012), e o fato que a auxina (BACAICOA et al., 2011) e do etileno (GARCIA
et al., 2010; GARCIA et al., 2011; ROMERA et al., 2011) serem objetos de estudo nas
respostas a deficiéncia de Fe, fica clara a necessidade de compreender como a
interacdo entre esses dois fitormdnios controlam as respostas na planta a deficiéncia
desse elemento.

O mutante diageotropica (dgt) introgredido na cultivar MT demonstra um
fendtipo pleiotropico que inclui a baixa resposta ao gravitropismo e baixa ramificagéo
lateral nas raizes, com reducéo na dominancia apical e folhas hiponasticas, alteracao
no desenvolvimento vascular e redugao do crescimento dos frutos (OH et al., 2006).
Mesmo com a baixa sensibilidade a auxina, o dgt ndo apresentou alteracéo nos niveis
de producéao e transporte desse hormoénio (RICE; LOMAX, 2000). Segundo Oh et al.
(2006), o gene DGT codifica uma ciclofilina (CYP), que é uma proteina envolvida na
sinalizacdo por auxina. Essa mutacéo pode ocorrer em trés alelos independentes no
dgt: dgtl1, dgtl2 e dgtd e que apresentam o mesmo fenétipo (IVANCHENKO et al.,
2006).
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Ja no mutante Never ripe (Nr), o gene NR foi identificado através da homologia
com o ETR1 e isto mostrou que o tomate mutante para amadurecimento Nr (RICK;
BUTLER, 1956), apresentou uma mutacdo no dominio de ligacéo no receptor do NR,
0 que impossibilita a ligacdo ao horménio etileno. A mutacdo Nr é semi-dominante
Etileno-insensivel € uma substituicdo de bases na regido de codificacdo N-terminal do
gene LeETR3 (NR), homologo ETR1 em Arabidopsis (WILKINSON et al., 1995), o
qual sua express&o é maior durante a senescéncia e abscisdo (GRATAO et al., 2012).
Além disso, 0 mutante apresenta um amadurecimento incompleto do fruto pela baixa
sensibilidade ao etileno, de modo que o fruto pode apresentar pigmentacdo
amarelada, e ndo ocorre a degradacdo da parede celular, nem ha mudancas na
maciez ou aumento da sintese de acucares (WILKINSON et al., 1995). Com essa
alteracdo nas bases, o mutante Nr possui baixa capacidade de responder a qualquer
estimulo gerado pelo etileno, tanto enddégeno quanto exégeno (LANAHAN et al.,
1994).

O mutante epinastic (epi) em tomateiro é caracterizado por folhas epinasticas
e diametro de caule aumentado, além de abundéancia das raizes laterais (FUJINO;
BURGER; BRADFORD, 1989). Durante o crescimento e desenvolvimento da planta,
o fendtipo epi aumenta a concentracdo de etileno em seus tecidos pelo aumento nos
niveis do precursor de etileno acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC)
(FUJINO et al., 1988). Além disso, plantulas de epi crescidas no escuro apresentaram
caracteristicas de triplice resposta, como encurtamento e espessamento do hipocétilo,
gue sdo semelhantes a plantulas do tipo selvagem tratadas com etileno (FUJINO;
BURGER; BRADFORD, 1989; BARRY et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP) de Jaboticabal e no Laboratério de Genética Bioquimica de Plantas
do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ) da Universidade de Séo Paulo (USP) de Piracicaba.

3.1. Material vegetal
Para o presente trabalho, trés mutantes hormonais presentes na cultivar Micro-

Tom (MT) de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Tabela 3.1) foram utilizados, os

quais permitiram a obtenc&o dos duplos mutantes, bem como o parental MT.

Tabela 3.1. Mutantes hormonais presentes na cultivar Micro-Tom.

Mutante Alteracdo hormonal/fungédo génica Referéncia

Baixa sensibilidade a auxina / Gene defectivo para
biossintese de uma ciclofilina (componente da OH et al., 2006
transducao de sinal)

Baixa sensibilidade ao etileno / Gene defectivo para ~ WILKINSON et

diageotropica
(dgt)

Never ripe (Nr)

biossintese do receptor de etileno LeETR3 al., 1995
. : , Producéo exagerada de etileno / Alterag&o génica FUJINO et al.,
epinastic (epi) desconhecida. 1988

3.1.1. Cultivo das plantas para multiplicagcéo de sementes

A multiplicacdo de sementes dos genoétipos MT, dgt, Nr e epi foi necesséria
para manter o banco de genotipos do laboratério, bem como para obtencéo de plantas
para cruzamento e obtengcdo dos duplos mutantes. No interior de uma casa de
vegetacao, sementes foram postas para germinar em bandejas contendo uma mistura
na proporcéo de 1:1 de substrato comercial (Plantmax HT, Eucatex) com vermiculita
expandida, suplementado com 1g L* de NPK 10:10:10 e 4 g L™* de calcéario dolomitico

comercial (Ca + Mg). Apés 15 dias, nas mesmas condi¢des de substrato, as plantas
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foram transferidas para vasos com capacidade para 150 mL, nos quais permaneceram

durante 90 dias a fim de serem colhidas as sementes.

3.1.2. Obtencao de duplos mutantes hormonais

Para a obtencdo dos duplos mutantes hormonais, flores emasculadas de dgt
receberam pdélens dos mutantes Nr e epi com o auxilio de uma pinca (Figura 3.1). A
partir da obtencdo das sementes oriundas dos cruzamentos (geracao F1), as plantas
foram cultivadas (conforme descrito no item 3.1.1) e as flores foram autofecundadas.
Na geracao F2, seguiu-se uma selecdo dos gendtipos para obtencdo das duplas
mutacdes (Nr dgt e epi dgt).

)

Figura 3.1. Esquema do procedimento de cruzamento entre os gendtipos. Com o
auxilio de uma pinca (A), a partir flores ainda imaturas (B) foram retiradas
as sépalas (C) para que pudesse ser realizada a emasculacéo (D e E).
Imediatamente, polens foram coletados de flores em antese a partir de um
genotipo doador (eg. dgt) de polens (F) para que pudessem entrar em
contato com o estigma receptor de polens de outro genétipo (eg. Nr) (G).
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3.2. Anadlises fenotipica e genotipicas para confirmacédo da presenca das duplas

mutacdes

As analises de confirmacéo fenotipica foram realizadas no Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéaria da
FCAV/UNESP/Jaboticabal e as analises de confirmagéo genotipica foram realizadas
na ESALQ/USP/Piracicaba.

3.2.1. Confirmacéo fenotipica da presenca das duplas mutacdes

Para selecéo de epi dgt em F2, plantas apresentando epinastia foliar e diametro
do caule aumentado foram observadas, caracteristica do mutante epi. Enquanto que
para Nr dgt, plantulas foram germinadas na presenca de 100 mM de &cido 2-cloroetil
fosfonico (CEPA - Etefom — Bayer CropScience), um liberador de etileno. Visto que o
mutante Nr apresenta baixa sensibilidade ao etileno, foram selecionadas plantulas
ausentes de inibicdo do alongamento e expanséao lateral do hipocétilo, bem como
inibicdo do alongamento da raiz, evidentes respostas desencadeadas pela presenca
de etileno. Além disso, nos duplos mutantes foi observada a caracteristica tipica da
mutacdo dgt, que apresenta raizes com gravitropismo negativo e caules com pouca

expansao lateral (OH et al., 2006).

3.2.2. Confirmacgéo genotipica da presenca das duplas mutagfes epi dgt e Nr dgt
por PCR

A selecdo genotipica, primeiramente, foi realizada através da Reag¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmar a presenca da mutacdo dgt, no
Laboratério de Genética Bioquimica de Plantas do Departamento de Genética da
ESALQ/USP/Piracicaba.

a. Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico: para a confirmacdo dos duplos
genatipos foram coletadas folhas jovens das plantas previamente selecionadas (item

3.1.2). As folhas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
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armazenados a -80 °C até o momento de utilizacdo das mesmas para a extracao de
DNA. A extracdo do DNA gendmico total das amostras foi realizada de acordo com
Ferreira e Grattapaglia (1998). Cerca de 150 mg de tecido vegetal foi macerado em
nitrogénio liquido em tubos de polipropileno de 1,5 mL, e posteriormente adicionado
700 pL de tampao de extracdo CTBA (10% CTBA,; Tris 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM,;
NaCl 0,7 mM; PVP; 2% B-mercaptoetanol). Para completa homogeneizagéo os tubos
foram vortexados e em seguida colocados em banho-maria a 65 °C por 60 minutos,
agitando-os manualmente a cada 10 minutos. Apos o resfriamento dos tubos, 600 uL
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foram adicionados ao extrato e os tubos
homogeneizados invertendo-os por 2 minutos. Em seguida, a suspenséo foi
centrifugada por 15 minutos a 12.000 g. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, adicionado de 400 pL de isopropanol gelado e homogeneizado suavemente, até
formar um precipitado. A suspenséo foi novamente centrifugada durante 15 minutos a
12.000 g, para a formacdo dos pellets. Os tubos foram vertidos para descartar o
sobrenadante e os pellets foram lavados duas vezes com 500 pL de etanol a 70% e,
em seguida, com etanol a 95%, com centrifugacdo a 12.000 g por 5 minutos, para a
remocao de sais. O DNA precipitado foi seco em camara de fluxo e em seguida foi
ressuspendido em 50 pL de agua acrescido de RNAse (10 pg pL?) para eliminagéo
de RNA contaminante apés a incubacao por 30 minutos em banho-quente a 37 °C. As
amostras foram armazenadas a -20 ° C até a analise. Posteriormente, as amostras de
DNA foram quantificadas por espectrofotometria a 260 nm, e a pureza da molécula
determinada pela relagdo das absorbancias a 260 e 280 nm (SAMBROOK et al.,
1989).

b. Reacdo da Polimerase em cadeia (PCR) para identificacdo da mutacdo dgt: os
DNAs selecionados foram submetidos a PCR com a sequéncia dos primers iniciador
foward - TTTCTTTGACCTTACCATCGG; iniciador reverso —
GACCGCAGTCAGCAATAACC (OH et al., 2006). Para a reacdo de amplificacéo,
foram utilizados 50 ng de DNA, e um “mix” contendo 5,0 yL de tampéo para PCR
(10X), 2,5 puL de MgClz (25 mM), 1,0 uL de dNTP mix (2,5 mM), 1,0 yL do iniciador
forward (10 uM), 1,0 pL do iniciador reverso (10 uM) e 0,5 pL de Taq DNA polimerase

(5 U pLY), contemplando volume final de 50 uL com agua. Para a reagéo de PCR, a
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mistura foi colocada em um termociclador com 0s seguintes passos: denaturacao
inicial de 94 °C por 5 minutos, e 30 ciclos de amplificacéo (94 °C por 15 segundos, 58
°C por 30 segundos, 72 °C por 90 segundos), seguido da extensao final a 72 °C por
10 minutos e 4 °C indefinidamente. Apos a reacao, foi realizada a digestdo com a Tagq|
direto nos tubos de reacao, sendo incubados a 37 °C por 1 hora. Posteriormente, a

reacao foi visualizada em gel de agarose a 2%.

3.2.3. Confirmacéao genotipica da presenca das duplas mutacdes epi dgt e Nr dgt

por sequenciamento

A confirmacéo genotipica para o gene dgt através da PCR e digestédo pela Taq|l
nao apresentou diferencas entre os duplos mutantes. Porém, as mutacdes foram
visualmente notadas, conforme descrito na tabela 4.1. Por isso, para a confirmacao
exata da mutacao, foi realizado o sequenciamento dos PCRs obtidos no item 3.2.2.b.,
antes de serem digeridos pela Taqgl. Esse procedimento foi realizado no Laboratério
de Gendmica e Biologia Molecular de Plantas, na Esalg/USP/Piracicaba, sendo
enviados 10 ng puL* de cada sequéncia (MT, Nr, dgt, epi, epi dgt e Nr dgt) e o primer
foward para o gene dgt. O equipamento utilizado para o sequenciamento foi o
sequenciador automatico ABI-3100 (Applied Biosystems); o programa de coleta dos
dados foi o Data Collection (Applied Biosystems) e o de analise de dados foi 0 DNA

Sequencing Analysis (Applied Biosystems).

3.3. Cultivo em condi¢cdes de deficiéncia de ferro

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP/Jaboticabal.
Utilizando as condi¢cBes de cultivo em substrato descritas no item 3.1.1, plantulas dos
seis gendtipos (MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt) com 20 dias ap6s a semeadura foram
transplantadas para um sistema de hidroponia, presente em uma sala de crescimento
com temperatura por meio de aparelhos condicionadores de ar (25 + 3 °C) e estantes
com controle de luminosidade (fotoperiodo de 12 horas, com quatro lampadas

fluorescentes Philips® de 58 W), sem controle de umidade (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Imagens da sala de crescimento utilizada no experimento. Pode ser
observado o sistema de conducao de ar por mangueiras de borracha (A)
e 0 compressor de ar (B), as mangueiras conectadas por agulhas para a
saida de ar até os vasos (C e D). Todas as estantes continham oito
lampadas fluorescentes.

Ap6s o transplante, todo o sistema de aeracdo das estantes foi instalado para
o desenvolvimento experimento, sendo utilizado mangueiras de borracha conectadas
entre si, e estas conectadas a um compressor de ar de poténcia de 35W. O
compressor de ar permaneceu ligado o tempo todo durante o experimento, mantendo
a aeracao constante das raizes. As plantas permaneceram por mais 20 dias em 50%
da solucdo de Hoagland e Arnon (1950) modificada, contendo os sais: 1,25 mM
Ca(NOs3)2, 1,25 mM KNOs, 0,5 mM MgSOa4, 0,25 mM KH2PO4, 10 uM H3BOs, 1 uM
MnClz, 0,5 uM ZnSOQO4, 0,5 uM CuSOs4, 0,05 pM H2MoO4 e 20 uM FeEDDHA e pH 5,8.
As solucdes foram substituidas a cada quatro dias. Apos esses 20 dias, em parte dos
vasos a solucéo foi substituida por solucdes ausentes em Fe. ApOs a aplicacdo da
solucdo sem Fe, as plantas permaneceram por mais quatro e 24 dias nessas
condicdes, sendo posteriormente coletadas as folhas e raizes para as avaliacdes
(Figura 3.3). Os tempos de coleta e avaliagdo foram: TO - quando ainda todas as
plantas estavam com Fe na soluc¢do nutritiva, T1 — quando se passaram quatro dias
apos a retirada do Fe da metade dos vasos, e T2 — com 24 dias sem Fe em metade
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dos vasos. A partir dos tempos de coleta foi possivel realizar as analises de

crescimento, bioquimicas e de gRT-PCR.

0 20 dias 4“ ‘”I‘ |I “" ‘ 64 dias

Semeadura Transplantio Coleta Coleta Coleta
TO TI T2
Solucio
—Fe

Figura 3.3. Representacdo do cultivo e inducédo de deficiéncia de Fe ao longo do
tempo, em dias, desde a semeadura. Aos 20 dias apds a semeadura, as
plantulas foram transplantadas para vasos contendo solucdo nutritiva,
onde permaneceram por mais 20 dias até o inicio dos tratamentos. O
tempo TO representa o primeiro dia da retirada do Fe da solucdo de
metade dos vasos do experimento. Aos quatro dias sem Fe na solugéo
(T1), as plantas iniciaram o processo de inducdo das respostas a
deficiéncia de Fe. J4 aos 24 dias sem Fe (T2) representa a fase de
estabelecimento da deficiéncia de Fe nas plantas, apresentando sintomas
visuais nas folhas novas.

O tempo de coleta com quatro dias sem Fe (T1) para analise de gRT-PCR foi
sugerido pelo Professor Dr. Francisco Javier Romera Ruiz, da Universidade de
Cérdoba — Espanha, sendo o tempo suficiente para induzir as respostas iniciais a
deficiéncia de Fe. Durante esse periodo foi possivel verificar a expressdo dos
principais genes de resposta a deficiéncia de Fe (ECKHARDT et al., 2001; LI; CHENG;
LING, 2004; BRUMBAROVA; BAUER, 2005).

No experimento, os vasos foram distribuidos em trés blocos, que eram as
prateleiras da estante, e estes continham todos os tratamentos. Os vasos utilizados
continham quatro plantas, que para as analises de crescimento foi feita a média de
cada vaso para obter um valor que foi submetido a analise estatistica. Para as andlises
bioquimicas e de gqRT-PCR, as plantas de cada vaso foram reunidas em uma Unica

amostra, sendo uma repeticao por bloco.
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3.4. Andlises de crescimento

As avaliacdes foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP/Jaboticabal. As
plantas foram coletadas nos tempos descritos no item 3.3, para que a area foliar,
comprimento, area e densidade da raiz, massa da matéria seca da parte aérea e da
raiz, além da quantificacdo de nutrientes pudessem ser analisados seguindo a

metodologia abaixo:

a. Comprimento, area, densidade e diametro radicular: para determinacdo do
comprimento, area e densidade da raiz foi utilizado o sistema de analise de imagem
Delta T Devices LTD. Para tanto, o sistema radicular permaneceu em solucao de azul
de metileno por 30 minutos. Em seguida, as raizes foram dispostas em bandeja com
agua destilada para o inicio das leituras de imagem utilizando-se um digitalizador
Hewlett Packard modelo 5C. A imagem de cada sistema radicular foi analisada pelo

software Delta-T Scan para que os dados fossem obtidos.

b. Area foliar: a area foliar total foi obtida através da digitalizacéo das folhas no sistema
Delta T Devices LTD e subsequente analise das imagens através do software “Quant”
(VALE et al., 2003).

c. Massa da matéria seca: o material (parte aérea e raiz) foi mantido em saco de papel
e levado a estufa com renovacéao forcada de ar a 65 °C por 96 horas. Posteriormente,
o material foi pesado utilizando-se uma balangca analitica (Denver Instrument

Company AA-200) com precisao de 0,0001g.

d. Andlise quimica de nutrientes: as concentracdes de P, K, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn,
Zn em folhas e nas raizes foram determinadas de acordo com metodologia modificada
de Chilimba et al. (2011). Aproximadamente 100 mg do material vegetal moido foi
digerido sob aquecimento por micro ondas por 1 hora em condi¢&o controlada de 20
bar de pressdo em 2 mL de HNO3 (70%), 2 mL H20 milli-Q e 2 mL H202 (60%). Apos

a digestédo, as amostras foram diluidas para 10 mL com agua Milli-Q e armazenadas
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em temperatura ambiente para analise em ICP-OES. As leituras foram realizadas no

Departamento de Producéo Vegetal da ESALQ/USP/Piracicaba.

3.5. Anélises bioquimicas

As avaliagcbes foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéaria da FCAV/UNESP/Jaboticabal e
no Laboratorio de Genética Bioquimica de Plantas do Departamento de Genética da
ESALQ/USP/Piracicaba. As plantas foram coletadas nos tempos descritos no item 3.3.
Para a quantificagcéo de clorofilas foliares totais foi utilizado material fresco, e para as
andlises enziméticas , raizes e folhas foram coletadas e imediatamente conservadas
em nitrogénio liquido. Posteriormente, o material vegetal foi armazenado a uma
temperatura de -80°C para conservar a atividade das enzimas antioxidantes, bem
como ndo degradar os compostos que foram analisados, como o MDA e o0 H20..
Abaixo estéo descritas as metodologias utilizadas no experimento:

a. Clorofilas foliares totais: discos foliares foram retirados com um furador e colocados
no interior de tubos eppendorf, envolvidos com papel aluminio, acrescentados com
1,5 mL de acetona 100%. Seguidamente, em condicbes de penumbra, os tubos
permaneceram por 24 horas sob agitacdo em baixa temperatura (4 a 7 °C). O
processo de extracao foi realizado em triplicatas. Apés a agitacdo, os tecidos foliares
foram retirados e a solucdo de extracdo contendo os pigmentos levada para leitura
nos seguintes comprimentos de onda: Clorofila a - 662 nm; Clorofila b - 645 nm e
Carotendides (caroteno [c]+ xantofilas [x]) - 470 nm, e para o célculo da concentracao
de clorofilas e carotendides foram utilizados as seguintes férmulas
(LICHTENTHALER, 1987): Ca = 11,24 A662 - 2,04 A645; Cb = 20,13 A645 - 4,19
A662; Ca+b = 7,05 A662 + 18,09 A645 e Cc+x = (1000 A470 - 1,90Ca - 63,14Ch)/214.
O conteudo de clorofilas dos tecidos foi expresso em pg do pigmento pela area do

disco cotiledonar (ug cm3).

b. Peroxidacdo Lipidica: obtida através do teste de TBA (&cido 2-tiobarbiturico)

descrito por Heath e Packer (1968). Os metabdlitos reativos das membranas
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celulares, principalmente o malondialdeido (MDA) reagem com o TBA e podem ser
quantificados através da espectrofotometria. As amostras frescas foram maceradas
com 1 mL de TCA (&cido tricloroacético — 0,1%) juntamente com 20% de PVPP. Apéos
a perfeita homogeneizacéao, foram transferidas para tubos e centrifugados a 12.000 g
por 5 minutos. Do sobrenadante, foi retirado 250 puL ao qual foi adicionado 1 mL de
TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi colocada em banho seco por 30 minutos, a 95 °C
e na sequéncia resfriada em gelo. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
12.000 g. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 535 e 600 nm. A quantidade

de MDA foi expressa em nmol g de massa de matéria fresca.

c. Conteudo de Perdéxido de Hidrogénio: o contetudo de H20: foi determinado através
da reacdo com iodeto de potassio (Kl), segundo Alexieva et al. (2001). As amostras
frescas foram maceradas com 1 mL de TCA 0,1%. Apds a perfeita homogeneizacéao,
foram transferidas para tubos e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4 °C. Do
sobrenadante, foi retirado 200 pL ao qual foi adicionado 200 pL de tampéao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solucdo 1 M de KI (a solucéo foi preparada
com agua ultrapura). O branco consistiu ha mesma mistura descrita acima, porém, ao
invés do sobrenadante da amostra, colocou-se 200 pL de TCA 0,1%. Os tubos com a
reacao foram colocados em gelo e permaneceram no escuro durante uma hora. A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 390 nm. A quantidade de H20: foi

expressa em umol g* de massa de matéria fresca.

d. Extracdo de Proteinas: os materiais vegetais coletados (raiz e folha), e
armazenados em freezer -80 °C, foram colocados em um almofariz gelado com
nitrogénio liquido para serem macerados até ficar com um po fino e homogéneo. As
amostras foram homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5),
contendo 1 mM de EDTA (acido etileno-diamino-tetracético), 3 mM de DTT (ditiotritol)
e 4% de PVPP (p/v — polivinilpolipirrolidona), de acordo com Gomes-Junior et al.
(2007), sendo a proporcao de material fresco para folha 1 g para 3 mL de tampéao de
extracdo e para a raiz 1 g para 1 mL de tampé&o de extragcdo. O homogeneizado foi

centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4 °C, utilizando uma centrifuga refrigerada.
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O sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado em freezer -80 °C até o momento

das analises.

e. Determinagdo de proteina: as concentragfes das proteinas totais nos extratos
foram determinadas utilizando-se o BSA (soro albumina bovina) como padréo e
utilizando-se do método de Bradford (1976), o qual consiste na ligagdo do corante
Coomassie Brillant Blue G-250 nas proteinas do extrato (reagente Bio-Rad codigo
500-0202). As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 595 nm, e as

concentracbes de proteinas foram apresentadas em mg mlL.

f. Superéxido Dismutase - SOD (EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi determinada de
acordo com Giannopolitis e Ries (1977) e Cembrawska-Lech et al. (2015). A reacéo
foi conduzida em uma camara de reagcdo (caixa), sob iluminacdo de lampada
fluorescente (15 W) a 25 °C. O extrato da amostra extraida e ja descongelada foi
adicionada em um tubo de ensaio de vidro contendo tampéo fosfato de potassio 50
mM (pH 7,8), 13 mM de metionina, 63 uM de NBT, 0,1 mM de EDTA e 1,3 uM de
riboflavina, totalizando 1,5 mL de reacéo. A reacao foi colocada na caixa junto com 0s
brancos (claro e escuro), que consistem da mesma reacdo sem o extrato, sendo que
o branco do escuro permaneceu fora da caixa, tampado com papel aluminio, para que
nao entre luz, e o branco do claro foi colocado na caixa junto com as amostras para
ocorrer a reacao. A luz ficou acesa por cinco minutos, e o0 composto blue formazana
foi produzido pela fotorreagcdo do NBT. Quando a amostra apresentou maior atividade,
a reacdo se tornou mais clara. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada a 560 nm.
O calculo da atividade especifica da SOD foi realizado com base nos resultados
obtidos da proteina total quantificada pelo método de Bradford, sendo os resultados
expressos em unidade de SOD por mg de proteina (U SOD mg proteina), sendo que
1 unidade de SOD corresponde a concentracdo de SOD necessaria para inibir 50%
da fotorreducdo do NBT em formazana. A formula utilizada para o calculo:

1 unidade de SOD =1 + K’ [SOD]

Onde [SOD] = (ABS da formazana ou branco do claro/ ABS da amostra) - 1, ou seja:



36

ABS formazana ,
{[(( ABS amostra ) N 1> xKl + 1}
X

Onde: K’ é a fungdo do NBT e sua afinidade com a molécula de superoxido (O2), e 0

K’ em plantas é igual a 0,049.

g. Catalase - CAT (EC 1.11.1.6): a atividade da CAT foi determinada segundo Kraus,
McKersie e Fletcher (1995), com algumas modificagdes conforme Azevedo et al.
(1998). O ensaio foi realizado a 25 °C em cubetas de quartzo. A reacao iniciou-se pela
adicdo de 25 pL de extrato vegetal no tampéo A (10 mL tampao fosfato de potassio
100 mM, pH 7,5 e 25 puL H202 do reagente concentrado a 30% H202). O branco
consistiu na mesma reacédo, adicionando-se o tampéao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,5 ao invés da amostra. A atividade foi determinada monitorando-se a degradacéao
de H202 a 240 nm (pico de absor¢cdo do H202) durante o periodo de um minuto e
dosagem continua em intervalos de dez segundos em temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos em pmol mint mg?! proteina. O célculo da atividade
especifica da CAT foi realizado através do coeficiente de extincdo do H202: 39,4 M

cm, considerando-se a quantificacdo de proteina total pelo método de Bradford.

h. Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11): a atividade de APX foi determinada
como descrito por Moldes et al. (2008), em espectrofotdmetro a 290 nm, em cubetas
de quartzo, a 30 °C. A reacao iniciou-se com a adicédo de 50 UL de amostra na solugéo
da cubeta contendo 650 pL de tampéao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0) e 100 pl
de uma mistura de 5 mM de ascorbato de ascorbato, 1 mM de EDTA e 1 mM de Hz202.
Para o branco foi necessario substituir a amostra por tampéo fosfato de potassio 80
mM (pH 7,0). A reag&o ocorreu durante um minuto e monitorada a cada dez segundos.
Os valores de atividade foram expressos em nmol min't mg* proteina. O calculo da
atividade especifica da APX foi realizado através do coeficiente de extingdo do
ascorbato: 2,8 mM cm, considerando-se a quantificacdo de proteina total pelo

método de Bradford.
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3.6. Anélises de gRT-PCR

Para as analises de qPCR em tempo real foram analizados os genes

relacionados ao mecanismo da Estratégia | em tomateiro (Tabela 3.2):

Tabela 3.2. Genes estudados durante a deficiéncia de Fe em tomateiro.

Gene Codifica para Referéncia
iron-regulated
transporter 1 (SIRT1) Transportadores de ferro ECKHARDT et al., 2001
ferric-chelate reductase . . ) )
(SIFRO1) Enzima redutase férrica LlI; CHENG:; LING, 2004
CAC (end6geno) Subunidade do complexo de EXPOSITO-RODRIGUEZ
9 adaptadores da Clatrina et al., 2008

a. Desenho dos primers: para as analises de qRT-PCR, os primers foram desenhados
a partir dos genes obtidos no banco NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e SolGenomics
(http://solgenomics.net/locus/403/view). A partir das sequéncias dos genes, foi
possivel identificar as regibes anotadas dos éxons, ou seja, codificadoras do gene,
através do site Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) ou 0 mRNA. Sendo
assim, o primer foi desenhado sempre nas regides anotadas dos éxons, de maneira
gue o alvo analisado, que foi 0 mMRNA, teve essas sequéncias complementares. Os
primers foram desenhados utilizando o software Primer 3 (primer3plus.com/) (ROZEN
at al., 2000) a partir de sequéncias de mRNA, atendendo os parametro: tamanho do
produto entre 100 a 250 pares de bases, tamanho do primer entre 20 e 24 pares de
bases, temperatura de Melting entre 58 e 62 °C e quantidade de CG entre 40 e 60%.
As sequéncias foram alinhadas as sequéncias com alguma similaridade depositadas
no GenBank através da opc¢ao “somewhat similar sequences” do software BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov). A complementaridade entre os primers foi avaliada com os
softwares NetPrimer (Premier Biosoft International,
www.premierbiosoft.com/netprimer) e GeneRunner (www.generunner.net) a fim de

evitar a formacao de estruturas secundarias.

b. Extracdo de RNA vegetal: o0 RNA foi extraido em solugdo Trizol® (Invitrogen,

Carlsbad, USA, numero catdlogo 15596-026) seguindo as recomendacfes do
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fabricante. Em 100 mg de raiz, foi adicionado 1 mL de Trizol, homogeneizado em
vortex e incubado por cinco minutos em temperatura ambiente. Os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 13.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi transferido a outro
tubo e adicionado 200 pyL de cloroférmio, sendo agitado vigorosamente por 15
segundos e incubados novamente em temperatura ambiente por trés minutos. Em
seguida, os tubos foram centrifugados durante 15 minutos a 13.000 g a 4 °C. A mistura
separou-se em uma fase vermelha ao fundo tubo, que é a fase fenol/cloroférmio, e
uma fase aquosa acima, que continha o RNA, com volume de aproximadamente 60%
do volume de Trizol utilizado no inicio. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo e o RNA foi precipitado utilizando 250 pyL de isopropanol gelado e 250 pL de
citrato de sodio a 0,8 M com cloreto de sédio a 1,2 M, preparados em agua tratada
com DEPC 0,01%. As amostras foram misturadas e incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Os tubos foram novamente centrifugados a 13.000 g por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o pellet lavado com 1 mL de etanol
gelado a 75%, sendo posteriormente centrifugado a a 13.000 g por cinco minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA seco ao ar por 5-15 minutos.
Entdo, o RNA foi ressuspendido em agua tratada com DEPC 0,01% e incubado por
10 minutos a 55 °C.

c. Quantificacdo do RNA em espectrofotdmetro NanoDrop: todas as amostras de RNA
extraidas foram quantificadas em espectrofotdmetro. Para isso, utilizou-se 1 pL do
RNA extraido e ressuspendido em agua. Os valores obtidos no equipamentos estdo
em ng UL, e as razdes A260/A280nm e A260/A230 nm foram anotadas para verificar

a qualidade do RNA extraido.

d. Limpeza de DNA gendmico das amostras: a partir do RNA extraido e quantificado,
foi necessaria uma etapa de limpeza dessas amostras de uma possivel contaminacao
com DNA genbmico. Para isso, foi utilizado o kit da Invitrogen DNase | (nimero
catalogo 18068-015). O protocolo utilizado foi o fornecido pelo fabricante, que consiste
em utilizar 1 pg de RNA extraido, 1 uL de DNase | Reaction Buffer 10X, 1 uL de DNase
| contendo 1 U uL1, completando o volume de reacéo para 10 uL final com agua DEPC

0,01%. Os tubos foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, e
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imediatamente a DNase | foi inativada pela adicdo de 1 pL de solucdo de 25 mM de

EDTA. Os tubos foram aquecidos a 65 °C por 10 minutos.

e. Sintese de cDNA a partir das amostras de RNA extraidas: as amostras de RNA
tratadas com DNase | foram entdo retrotranscritas, de acordo com Tomasi et al.
(2012). O kit utilizado para esse procedimento foi da Applied Biosystems (numero
catalogo 4368814), seguindo o protocolo do fabricante. O protocolo consiste em
adicionar 10 pL do RNA tratado com a DNase | (1 pg) em 2 uL de tampéo RT 10X, 2
puL de Random Primers RT 10X, 0,8 uL de dNTP Mix (100 mM), 1 yL de enzima
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U pL*), completando o volume final com
agua DEPC 0,01% para 20 pL. Os tubos foram colocados em um termociclador
seguindo os passos recomendados pelo fabricantes: 10 minutos a 25 °C, 120 minutos
a 37 °C, 5 minutos a 85 °C e indefinidamente a 4 °C. Os tubos foram congelados em

freezer - 80 °C até o momento das reacdes de qPCR.

f. Reacdes de qRT-PCR: as reacdes foram realizadas em termociclador StepOne™
System (Applied Biosystems) usando o kit GoTag gPCR Master Mix (Promega,
namero de catadlogo A6001) conforme as recomendacdes do fabricante. As reacdes
consistiram em 4 uL de cDNA (100 ng), 6,25 uL de tampé&o de amplificagdo GoTaq
Master Mix 1X, 0,25 yL de uma solucdo 10 uM de cada primer e 3,75 uL de agua
Nuclease-Free para um volume final de 12,5 pyL. O protocolo de amplificacao foi: de
um ciclo inicial & 95 °C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C
por 15 segundos e anelamento e extensdo a 60 °C por 60 segundos, seguido de um
ciclo de dissociacéo (Curva de Melting) de 60 a 95 °C de acordo com as especificacdes
do equipamento. A curva de dissociagdo foi calculada de acordo com os parametros

default do equipamento. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata na placa.

g. Normalizagdo dos dados obtidos pela analise de qRT-PCR e célculo dos niveis de
transcritos: a normalizacdo consistiu dos resultados obtidos na quantificacdo dos
niveis de transcritos dos genes alvos em relacdo a expressdo do gene CAC
(EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008) e do gendtipo controle MT com Fe. A

guantidade de cada cDNA, relativa a quantidade do cDNA dos genes alvos e
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normalizadores, foi determinada por meio da formula: ERG = 2(22¢) onde AACt = (Ct
do tratamento — Ct do gene de referéncia) — (Ct gendétipo controle — Ct do gene de
referéncia), ERG= expresséo relativa dos genes e Ct = cycle threshold) (adaptado de
MOROHASHI; GROTEWOLD, 2009).

3.7. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), sendo seis
genotipos (MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt), dois tratamentos (com e sem Fe) e trés
tempos (TO, T1 e T2). Cada tratamento foi constituido por trés repeticbes (n=3),
compostas por quatro plantas cada repeticdo. A partir das repeticbes foi obtida a
meédia e o erro padrdo de cada tratamento, apresentados nos graficos. Aos dados
guantitativos foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) e o Teste de Média (Duncan)

a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.7 Beta.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencéao e confirmacédo fenotipica dos duplos mutantes hormonais

Conforme descrito no item 3.1.2 e mostrados na figura 3.1, flores do mutante

dgt foram emasculadas quando ainda estavam imaturas. Paralelamente, pélens de

flores na antese dos genatipos epi e Nr foram coletados e transferidos para a antera

das flores emasculadas de dgt (Figura 4.1). Esse processo foi realizado diversas

vezes até a obtencdo de um grande numero de sementes portando a geracédo F1.

Apds os cruzamentos, a partir da autofecundacao da geracao F1, foi obtida a geracéo

F2. A proporcao de sementes contendo as duplas mutacgdes foi de 9:3:3:*1, sendo

necessaria, dessa forma, uma propagacéao intensa dos genoétipos selecionados em

funcdo da proporcéo 1/16 das duplas mutacdes (Figura 4.1).

Epi Epi dgt dgt X epi epi Dgt Dgt
Epi dgt Dgt epi | =—» F1
PX Epi Dgt Epi dgt epi Dgt epi dgt
Epi Dgt Epi Epi DgtDgt | Epi Epi Dgt dgt | Epi epi Dgt Dgt | Epi epi Dgt dgt
Epi dgt Epi Epi Dgt dgt | Epi Epidgtdgt | EpiepiDgtdgt | Epiepidgtdgt
epi Dgt Epi epi Dgt Dgt | Epi epi Dgtdgt | epiepi Dgt Dgt | epiepi Dgt dgt
epi dgt Epi epi Dgt dgt | Epiepidgtdgt | epiepi Dgt dgt RE=TIR-TINs &[]
Figura 4.1. Esquema representando o cruzamento e obtencdo dos duplos mutantes.

Inicialmente (esquema superior), o cruzamento entre dgt e epi resultou na
geracdo F1, a qual € heterozigota para ambas as mutacgdes.
Posteriormente, a autofecundagéo em F1 (Quadro de Punnett) permitiu a
selecdo dos genotipos em homozigose (epi epi dgt dgt) apds a obtencgéo
dos individuos na proporcdo de 9: 3: 3: 1"(1/16). Foi utilizado no esquema
0 mutante epi para exemplificar a dupla mutagcdo encontrada com dgt.
Entretanto, o mesmo processo foi utilizado para Nr.
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Tendo a sensibilidade alterada em relacédo a auxina, uma das mais evidentes
caracteristicas observadas no mutante dgt é a hiponastia dos cotilédones e das folhas
(Tabela 4.1). Para o mutante epi, o qual apresenta alta producéo de etileno, € evidente
o desenvolvimento de folhas epinasticas (Tabela 4.1), ao passo que a baixa
sensibilidade ao etileno no mutante Nr inibe a triplice resposta induzida na presenca
do etileno (Figura 4.2). Além disso, frutos de Nr ndo completam a maturacdo, como
mostra a tabela 4.1. Esse evento ndo é surpresa visto o papel fundamental do etileno
nas respostas bioquimicas durante a maturacdo de frutos de tomateiro (RICK;
BUTLER, 1956; WILKINSON et al., 1995).

Dessa forma, os duplos mutantes obtidos apresentaram caracteristicas muito
semelhantes aos simples mutantes. No que diz respeito a selecédo do gendtipo epi dgt,
€ possivel observar folhas jovens epinasticas, espessamento caulinar e frutos
semelhantes aos do epi, ou seja, com a extremidade estilar ligeiramente pontiaguda.
Além disso, as raizes sao mais espessas e com pouca ramificacdo, como encontrado
no dgt (Tabela 4.1).

Quanto ao duplo mutante Nr dgt, a mais evidente resposta pode ser observada
no severo atraso na maturacdo dos frutos, como Nr, e as folhas cotiledonares
hiponasticas, bem como raizes mais espessas e pouco ramificadas, como dgt (Tabela
4.1). Além disso, sementes do gendtipo Nr dgt foram germinadas na presenca de 100
mM de CEPA e, como o simples mutante Nr, ndo apresentaram a triplice resposta
(Figura 4.2).
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Nr

e

+ 100 mM CEPA ™

Figura 4.2. Plantas de MT, dgt, Nr e Nr dgt submetidas a 100 mM de CEPA. Nota-se
uma inibicdo no crescimento das raizes em plantulas crescidas na
presenca (+) de CEPA para os genétipos MT e dgt, e muito pouco para Nr
e Nr dgt. Tais fen6tipos podem ser comparados com o crescimento das
plantulas na auséncia (-) de etileno.
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Tabela 4.1. Caracteristicas morfoldgicas das folhas, sistema radicular e frutos dos

simples e duplos mutantes comparados ao controle MT.

Mutante

MT

Caracteristicas morfologicas

dgt

Nr

Folhas hiponasticas, raizes com pouca
ramificacéo lateral.

epi

Folhas e sistema radicular muito
semelhantes ao MT, porém seus frutos
apresentam atraso na maturagao.

Nr dgt

Folhas epinasticas e frutos com porgao
inferior pontiagudas.

epi dgt

Folhas e raizes semelhantes ao dgt,
porém seus frutos também apresentam
atraso na maturagéo, como o Nr.

As folhas mais velhas sé@o hiponasticas,
como no dgt, porém as folhas mais
novas mostram-se epinasticas como no
epi, além do fato que o sistema radicular
€ pouco ramificado, como no dgt, e a
porcdo inferior do frutos é pontiaguda
€COmo No epi.

ApoOs a avaliacéo fenotipica, foi possivel a selecdo dos duplos mutantes na

geracdo F2 para a propagacao dos genotipos e obtencdo de sementes suficientes

para o teste genotipico e para o experimento proposto.

Na tabela 4.2 pode-se observar as possiveis interacdes entre os genotipos

parentais e seus duplos mutantes. As interacdes aditivas e sinergisticas indicam vias

paralelas independentes entre os fitormonios auxina (AUX) e etileno (ET). Nos dois

casos, o duplo mutante combina o efeito de cada parental mutante. Nas interagbes
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epistaticas, o duplo mutante pode ter o fendtipo de apenas um parental mutante,
significando que ambas mutagbes controlam a resposta por meio de vias de
sinalizacao de respostas compartilhadas (CARVALHO; QUECINE; PERES, 2010).

Tabela 4.2. Possiveis interacfes nos duplos mutantes, sendo ml1 o dgt, m2, m3 e m4

o0 Nr ou epi e 0 m1m2, mim3 e mim4 o Nr dgt ou epi dtg (adaptado de
CARVALHO; QUECINE; PERES, 2010).

Tipos de Interacao
Aditivo Sinergistico Epistatico

m1 [| ' m2 m1}{ [ m3 Im“
0 I

200 200 0200 (0
MT ml m2 ml  m3 ml m4

mim2 | MT

mim3 | MT mim4

Nos duplos mutantes obtidos dos cruzamentos, puderam ser observadas
interacdes epistaticas e sinergisticas, sendo que o Nr dgt apresentou interacao
epistatica em folha e raiz para o parental dgt e em fruto para o parental Nr. J& o duplo
mutante epi dgt apresentou interacdo sinergistica nas folhas, sendo caracterizada
como uma combinacdo do efeito dos dois fitormonios, auxina e etileno, apresentado
fendtipo diferente dos parentais; e para raiz apresentou interacdo epistatica para o

parental dgt e nos frutos epistatica para o parental epi (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Possiveis interacbes nos duplos mutantes com base nas suas
caracteristicas morfolégicas: folha (F), raiz (R) e fruto (Fr), sendo m1 o
dgt, m2, m3 e m4 o Nrou epi e o m1Im2, m1lm3 e m1m4 o Nr dgt ou epi
dtg. O cruzamento dos mutantes Nr (baixa sensibilidade ao etileno - ET-
) e dgt (baixa sensibilidade a auxina -AUX") originou o duplo mutante
Nr dgt. Ja o cruzamento do dgt com o epi (maior producéo de etileno -
ET*) originou o duplo mutante epi dgt.

Caracteristicas morfolégicas

Genotipo Tipo de mutacao Tipo de interacdo
F — epistatico dgt
Nr dgt ET e AUX R — epistético dgt

Fr — epistético Nr

F — sinergistico
epi dgt ET*e AUX R — epistatico dgt
Fr — epistéatico epi
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4.2. Confirmacéo genotipica da presenca das duplas mutacfes epi dgt e Nr dgt
por PCR

A mutacdo dgt ocorre em um Unico gene, que codifica a ciclofilina (LeCYP), um
componente envolvido na sinalizacédo da auxina. Essa mutacéo pode ocorrer em trés
diferentes alelos: o alelo dgt-! de um aminoacido (G137R), o dgtl-2 contém um ponto
de mutacao no gene gerado por um stop codon (W128Stop), enquanto que o alelo dgtde
ocorre por uma alteracdo em um aminoécido (W128CA129-133) procedido de uma
delecédo de 15 bp (OH et al., 2006) (Figura 4.3 e Tabela 4.4).

TG269 & & s & & cToo
Sl Q\wj /\G\ «‘5 &8’ -‘Ej ¥
// J- Chromosome 1
= | I
9302 | . ,
52M1 |
8 W g
O W ©
o P @
LeCyp1 | ]
dgt™’ L = G, ;R
dgt'? [ W, Stop
A
dgt® | =3 W,,,CA(129-133)

Figura 4.3. O gene dgt codifica a ciclofilia (CYP). A mutacdo pode ocorrer em trés
diferentes alelos: dgt!?! (Gi37R), dgtl2 (Wizsstop) e dgtd (Wi12sCA129-
133). Figura adaptada de OH et al. (2006).
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Tabela 4.4. Sequéncia do gene DGT para o gendétipo selvagem (WT) e para 0 mutante

dgt, com suas respectivas tradu¢des em aminoacidos, indicando o sitio de
restricdo da enzima Taql (em rosa), regido das possiveis mutacdes (em
amarelo) e delegcéo (em azul). As sequéncias dos primers para o0 gene dgt
estdo anotadas em verde. Sequéncias analisadas e traduzidas pelo NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1 atggoaaatcoazaggt ggtgca 1 atggoaaatoccaaagy gitgea
M 2 H P EV F FDLTTI & & & M 2 H P EYVY F FDLTTI G & 2
4€ ccagotggtogtgtggtgatggagotottogocgataccactoos 4€ ccagctggtogtgtggtgatggagetottogoogataccactone
F B & R VvV M EULT FEFUSR2TDTTE P AR & B VV METLTF®&2ZTDTTE
51 daaacogocbgagaactboocgagobottbtgtacoggbgagaaaggt Bl daaaccgcotgagaactboogagotobtbgtacoggbgagaaaggt
E T AR E H F R B L CT e E K & H T A E H F B A L CT & E K &
13€ gbtbggaaagatggggaagoctbbgoactacaagggoboaacchte 13€ gttggaaagatggggaagocttbgoactacaagggoboaacohbo
v & E M & E P L EY K& F TFE ¥ £ B M & B P L EY E & 3 TF
181 Eanl:gtgtqat.r:m:a.ggg’bt.l:abgtgbrzaaggagg'bgattt.l:a o 181 caccgbgbgatcocagggbbo atgtgtuaaggaggbgatbbnal:n
B VvV I P & Qg & D FET HE B VvV I P & F M =] ]
ZZE g:nggiaa:ggga:mgg:ggag:.g-t:batggig'::aiibtl: ZZE gr:mg'g'aaa:g\ggal:l:ggig'g'agig'-t-r:t-at-ggag'l:l:aaat-t-r:
LB & H &8 T & 6 E 2 I Y & 2 H F £-2 L & H &8 T & &€& E 2 I Y & A K PF
DGT 271 dacgatgagaacttogtbtaagaagcacacoggooctggaatooto dg Z71 dadcgatgagaacttogttaagaagoacaccggooctggaatooto
¥ D E W F vV B E ET & F & I L ¥ D E H FV EHE HET & P I L
31€ tccatggctaatgotggacctggaaccaacggttotoagtttte 316 toccoatggotaatgotggacctggadccaacggttotoagtttttn
2 M 2 N AR & F ET H & 3 Q@ F F 2 M 2 H B & P & T H & & Q F F
161 atcbgtacogobaagactgagbggotocaaoggaaagoacghogby dE1 atEbg'bar:r:gr:taagaEbga.gtqazbrzaamggaaagnamgbmgtg
I ¢ T » ETEWULWMNK G HEHHEWV WV I ¢ T B E T E ETOP L H & E v
40€ tbbggacaagbtbgbbgaaggoatggatgbgattaagaaggoagag 40 tttggacaagbtgbbgaaggo at.ggatqt.gatt.aagaaggr:aglg
F &6 Q YW VE & M D VI EE a2 E E &G Q VYV E & MDYV I K EZ&RRE
451 gobgtbggatcbagebobggaaggbgotocaagootbgt 451 getgttggatctagobobggaaggbyoboraagectgt)
A VW &£ 3 2 2 &€ B C 3 K P W VI A VvV &€ 8 38 3 ¢ B C 2 E P V VI
4o E aactctag S1E 45E aactctag SlE
A2 D C & L A2 D C & L
1 atggoazatocazaggr) g'g'tqca 1 atggoaaatocaaagg gtgea
M R ¥ P EV F FDLTTI & & M 2 N P R Y F FDLTTIGEGE 2
13 cnagl:tggbcgbgbggbgatggagcbcbtagmgatucutcm 4€ cragctggtogtgbggbtgatggagetottogoogataccactoon
P B & v vV M E L F B DTTPE P R & B VYV VvV M ELF 2 DTTP
gl ua.a-l:-ng'ct-g'a.gucbbmgagcbcbbtgumggt-gaguaggt £l aaaaccgoctgagaacttococgagotottbgtacoggtgagaaaggt
HE T AR E W FR RLCTEEHRE H T 2 E N F B AL CT & EEK &
11€ gttggaaagatggggaagoctttgocactacaagggotocaacotte 11€ gttggaaagatggggaagocctttgoactacaagggotoaacoctte
Vv & E M & E P L HY K& 2 TTPF vV €6 H M & H P L HY K& 28 TF
181 caccgtgtgatcocagggttcatgtgtocaaggaggtgatttoace 131 caccgtgtgatcocagggttcatgtgtcaaggaggtgatttoace
RV I P EF M CQ & € D FT H B VI P E F M CQ & & D F T
IZE gocoggasacgggaceggaggagagEEfetctatggagocazatte 226 geoeggaaacgggascggaggagagBBEEtotatggageeaaatts
@f_‘ L & H & T & @ E 8 I Y & B HF A & H & T & &€& E 8 I Y & A KF
271  aacgatgagaacttogttaagaagoacacoggooctggaatontos dsﬁm 271 aacgatgagaacttogttaagaagoacacoggooctgyaatonts
¥ D E W FV KR EHTEE F & IL H D E ¥ FV HEE HTEE P €I L
41 tooatggotaatgotggaccbggaaccaacggbtoboagtbtbte 1lf tccatggobtaatgotggacctggaaccaacggbbotoagbtttbo
F M AR N 2B 6 P E T H & 3 Qg F F 3 M 2 N » & P 6 TN & &8 Q F F
dE1 1':-ct-g't,accgcbugactqigbg\gcbcaauggaaagacg’bcgtq d€1 a1:ct-g'baucgctugacbg’a.gtqg’cbcaacggaugcﬂcgbmgtq
I ¢ T 2 ETEWILWMNGEHRHEWVWV I ¢ T 2R BETEWULW NG K H
40E tt ug't-t-g'btgaa.ggcabggabg’bgabtaaguggcagag 40E £t I:gg'aca.ag'btg'bbgug'g\cat-g’g’atqt-g’attuguggcagag
F g W -] D I B K E E [+] & M D I K K E
451 gl::qttggat—cba.g’cbcbgg’aag\gtgcbcuagccbg’b_ 451 gcbg'btggabctagcbcbg’g’aagg’bgcbmaagﬂ:t—g’b_
LBV &€ 3 3 3 § B C 3 K P W I LA VvV & § 3 3 B C F K PF I
4L E actotag S1E 4% E actotag S1E
A D C & Qg L A& D C & Q@ L

Dessa forma, para a confirmacéo genotipica,

as sementes de MT, dgt, Nr, epi,

Nr dgt e epi dgt foram cultivadas, conforme descrito no item 3.1.1, para, a partir das

folhas, o DNA gendmico ser extraido e realizado o PCR, como descrito no item 3.2.2.a.

Entretanto, a analise realizada contemplou apenas a mutacdo dgt!l, a qual foi

atendida pelos primers sintetizados (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Sequéncia do gene DGT para o genétipo selvagem (WT) e para o mutante.
As sequéncias dos primers forward (FW) (verde) e reverse (RV) (azul)
estdo marcados na sequéncia. A mutacdo esta marcada em vermelho na
sequéncia, e a sequéncia de restricdo da enzima Taql estda marcada em
amarelo (5 TCGA 3'AGCT).

0-50 pb ATGGCAAAT CCAAAGGTITTETTTGACCTTACCATCGET GGTGCACCAGC
51-100 pb TGGETCGTGTGGETGATGGAGCTCTTCGCCGATACCACTCC CARAACCGETG
101-150 pb AGAACTTCCGAGCTCTTT GTACCGGTGAGAAAGGT GTTGGAAAGATGGGE
151-200 pb AAGCCTTTGCACTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGT GTGATCCCAGGGTT
201-250 pb CATGTGTCAAGGAGGT GATTTCACC GCCGGAAACGGGACCGGAGGAGAGT
DGT  251-300 pb CGATCTAT GGAGCCAAATTCAACGAT GAGAACTTCGTTAAGAAGCACALC
301-350 pb GGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAAT GCTGGACCTGGAACCAACGGTTC
351-400 pb TCAGTTTTTCATCT GTACCGCTAAGACT GAGT GGCTCAACGGAAAGCALCG
401-450 pb TCGTGTTTRGACAAGTTGTTGAAGGCAT GGAT GTGATTAAGAAGGCAGAG
451-500 pb GCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGT GCTCCAAGCCT GTGETTATTGETGA
501-516 pb CTGCGGTCAACTCTAG
0-50 pb ATGGCAAAT CCAAAGGTITTETTTGACCTTACCATCGET GGTGCACCAGC
51-100 pb TGGTCGTGTGGTGATGGAGCTCTTCGCCGATACCACTCC CAAMACCGCTG
101-150 pb AGAACTTCCGAGCTCTTT GTACCGGTGAGAAAGGT GTTGGAAAGATGGGE
151-200 pb AAGCCTTTGCACTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGT GTGATCCCAGGGTT
201-250 pb CATGTGTCAAGGAGGT GATTTCACC GCCGGAAACGGGACCGGAGGAGAGT
dgt 251300 pb CGATCTAT GGAGCCAAATTCAACGAT GAGAACTTCGTTAAGAAGCACALC
301-350 pb GGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAAT GCTGGACCTGGAACCAACGGTTC
351-400 pb TCAGTTTTTCATCT GTACCGCTAAGACT GAGT GGCTCAACGGAAAGCALCG
401450 pb TCGTGTTTEGACAAGTTGTT GAAGGCATGGAT GTGATTAAGAAGGCAGAG
451-500 pb GCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGT GCTCCAAGCCT GTGETTATTGETGA
501-516 pb CTGCGGTCAACTCTAG

O gel mostrado na figura 4.4.A representa o produto de PCR utilizando os
primers descrito na tabela 4.4, de aproximadamente 490 pb. Conforme mostrado na
figura 4.4.B, os fragmentos gerados pela digestdo com a Taqgl seriam de tamanhos
muito proximos, de 257 e 234 pb, mas no gel ndo foi possivel realizar a separagéo

das mesmas, pois em 4.4C é possivel visualizar somente uma banda entre 100 e 200

pb.
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M MT dgt Nr epi Nrdgt epidgt

—
— 257b
200 pb S 334bp s 234bp
— 152bp
100 pb [— s 101bp
M MT dgt

200 pb
100 pb

M MT dgt Nr epi Nrdgt epidgt

Figura 4.4. A figura (A) representa o produto de PCR utilizando os primers descrito na
tabela 3, de aproximadamente 490 pb, a figura (B) representa como seria
a visualizacao no gel das bandas com a digestao da enzima de restricdo
Tagl, e como foi a visualizacdo no gel apds a digestdo completa na figura

(©).

4.3. Confirmacéao genotipica da presenca das duplas mutagfes epi dgt e Nr dgt

por sequenciamento

Se a mutacao fosse a dgtl! seria possivel ser detectada pelo PCR seguido da

digestéo por Taql. Como nao foi possivel visualizar a mutacéo dgt por essa digestéo,
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foi realizado o sequenciamento dos produtos de PCR obtidos no item 3.2.2.b., antes
de serem digeridos pela Tagl, para verificar se a mutacdo dgt no material de estudo
estava nos outros dois alelos (dgtl-2 e dgtdr). A partir do sequenciamento do genotipo
selvagem (MT) e dos mutantes foi possivel obter as sequéncias mostradas na tabela
4.6.
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Tabela 4.6. Sequenciamento do gene dgt para o gendtipo selvagem (MT) e para o
mutante. A sequéncia de restricdo da enzima Taql estd marcada em
amarelo (5 TCGA 3'AGCT), e a sequéncia mutada estad em vermelho.

MT

050 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451465 pb

GAAKCATSGTYYAGTGGTGATGGAGCTCTTCGCCGATACCACTCCCAAAA
CCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGTACCGGTGAGAAAGGTGTTGGAAAG
ATGGGGAAMGCCTTTGCACTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGCLGGAAACGGGACCGGAG
GAGAGTCGATCTATGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTAAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGETGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGLTAAGACTGAGTGGLTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTGGACAAGTTGTTGAAGGCATGGATGTGATT AAGAMG
GLAGAGGCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGCTGACTGCGGTCA

dgt

0-50 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451465 pb

AAGGEEEGEGACTCGGYAGTGGETEGWGGAGCTCTTCGCCGATACCCTCCCAA
ACCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGACCGGTGAGAAAGGTGTTGGAAAG
ATGGGEGAMGCCTTTGCACTACAAGGGLCTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGCLGGAAACGGGACCGGAG
GAGAGTCGATCTATGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTAAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGETGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGCTAAGACTGAGTGGCTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTAGACAAGTTGTTGAAGGCATGGATGTGATTAAGAAG
GCAGAGGCTGTTGGATY TWEYTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGCTGACTGCGGTCA

Nr

050 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451465 pb

GGTTAWM GGGGEYRWGETGGTGWGEGAGCTCTTCGCCGATACC ACTCCCAALA
CCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGTACCGGTGAGAAAGGTGTTGGAAAG
ATGGGGAAMGCCTTTEYWCTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGLCLGGAAACGGGACCGGAG
GAGAGTCGATCTATGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTAAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGCTGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGCTAAGACTGAGTGGCTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTGGACAAGTTGTTGAAGGCATGGATGTGATTAAGAMG
GCAGAGGCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGCTGACTGCGGTCA

epi

050 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451_465 pb

CTYyWMRTCGGCCAGKGKTGTGGAGCTCTTCGCCGATAC CACTCCCAALA
CCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGAACCGGETGAGAALMGGTGTTGGAAAG
ATGGGGAAGCCTTTGTTCTACARGGGLTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGCLGGAAACGGGACCGGAG
GAGAGTCGATCTWTGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTALAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGETGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGLTAAGACTGAGTGGCTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTGGACAAGKTGTTGAAGGCATGGATGTGATTAAGAAG
GLCAGAGGCTGKTGGATCTAGCTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGYTGACTGSGGTCA

Nr dgt

0-50 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451465 pb

GRAATAYTSTEKTGTGGTGWGEGAGCTCTTCGGCCGATACCACTCCCAAAL
CCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGTACCGGTGAGAAAGGTGTTGGAAAG
ATGGGGAAMGCCTTTGCACTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGCLGGAAACGGGACCGGAG
GAGAGTCGATCTATGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTAAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGETGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGCTAAGACTGAGTGGCTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTAGACAAGTTGTTGAAGGCATGGATGTGATTAAGAAS
GCAGAGGCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGCTGACTGCGGTCA

epi dgt

050 pb
51-100 pb
101-150 pb
151-200 pb
201-250 pb
251-300 pb
301-350 pb
351-400 pb
401-450 pb
451465 pb

MWTTTWAACCKYKTGTGGTGAGGAGCTCTTCGCCGATACCACTCCCAAAA
CCGCTGAGAACTTCCGAGCTCTTTGTACCGGTGAGAAAGGTGTTGGAAAG
ATGGGGAAMGCCTTTGCACTACAAGGGCTCAACCTTCCACCGTGTGATCCC
AGGGTTCATGTGTCAAGGAGGTGATTTCACCGLCLGGAAACGGEGEACCEGAG
GAGAGTCGATCTATGGAGCCAAATTCAACGATGAGAACTTCGTTAAGAAG
CACACCGGCCCTGGAATCCTCTCCATGGCTAATGETGGACCTGGAACCAA
CGGTTCTCAGTTTTTCATCTGTACCGCTAAGACTGAGTGGCTCAACGGAA
AGCACGTCGTGTTTAGACAAGTTGTTGAAGGCATGGATGTGATTAAGAAG
GCAGAGGCTGTTGGATCTAGCTCTGGAAGGTGCTCCAAGCCTGTGGTTAT
TGCTGACTGCGGTCA
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Por meio da analise das sequéncias, foi possivel observar a mutacdo dgt
através da troca de bases G por A, e ndo G por C. Essa troca de bases faz com que
o aminoécido codificado pela trinca de bases seja modificado de Glicina (Gly - GGA)
por uma Arginina (Arg) com a sequéncia AGA, ao invés da sequéncia CGA, que seria
o sitio de restricdo da enzima Tagl. Portanto, os duplos mutantes Nr dgt e epi dgt
foram caracterizados tanto fenotipicamente, quanto genotipicamente, podendo dar
sequéncia aos experimentos do projeto.

4.4. Analises de crescimento

a. Comprimento, densidade e diametro:

Nos resultados obtidos de comprimento total da raiz (mm) (Figura 4.5), o MT
apresentou aumento de comprimento total das raizes na auséncia de Fe somente no
T2, assim como o Nr e 0 epi. No TO e T1 com Fe o mutante epi apresentou maior
crescimento do sistema radicular quando comparado ao MT, o que nao ocorreu no T1
sem Fe (Figura 4.5). JA no T2 sem Fe, o Nr e 0 epi apresentaram maior
desenvolvimento de raiz comparado ao MT (Figura 4.5). J4 o dgt ndo apresentou
diferencas nos tempos estudados e nos tratamentos com e sem Fe (Figura 4.5).

Nos duplos mutantes, a interacdo epistatica no sistema radicular do parental
dgt sobre o Nr e epi foi observada (Tabela 4.7). Os resultados se assemelham aos
encontrados para dgt, o qual ndo apresentou diferengcas no comprimento nos tempos

estudados e nos tratamentos com e sem Fe (Figura 4.7).
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Figura 4.5. Comprimento total da raiz dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt
cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solucdo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos

por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.



Tabela 4.7. Interacbes possiveis na parte aérea e no sistema radicular nos duplos mutantes, nos tempos de coleta T1 e T2 na
deficiéncia de Fe. O cruzamento dos mutantes Nr (apresenta baixa sensibilidade a etileno - ET") e dgt (apresenta baixa
sensibilidade a auxina -AUX") originou o duplo mutante Nr dgt. J& o cruzamento do dgt com o epi (apresenta maior producao
de etileno - ET™) originou 0 duplo mutante epi dgt.

Parte aérea

Sistema radicular

- Gendtipo Gendtipo
Analises . .
Nr dgt epi dgt Nr dgt epi dgt
ET e AUX ET*e AUX ET e AUX ET*e AUX
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
Comprimento total epistatico dgt  epistatico dgt epistatico dgt  epistatico dgt
Densidade epistatico dgt  epistatico dgt epistatico dgt  epistatico dgt
Diametro aditivo aditivo epistatico dgt  epistéatico dgt
Area epistatico dgt  epistatico dgt  epistatico dgt  sinergistico  epistatico dgt epistatico dgt  epistatico dgt  epistatico dgt

Massa da matéria seca

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

epistatico dgt

Conteldo de clorofila a+b aditivo epistatico dgt  epistatico dgt  epistatico epi
Contetudo de MDA aditivo epistatico Nr  epistatico epi  epistatico epi  epistatico Nr  epistatico Nr aditivo epistéatico dgt
Conteudo de H20: sinergistico  epistatico dgt  epistatico epi  sinergistico aditivo epistatico dgt ~ sinergistico  epistatico epi
SOD epistatico dgt  epistatico Nr  epistatico epi  epistatico epi aditivo epistatico Nr  epistéatico epi aditivo
CAT epistatico dgt aditivo aditivo aditivo epistatico Nr  epistatico Nr  epistatico epi aditivo
APX aditivo aditivo aditivo aditivo aditivo epistatico Nr aditivo epistatico epi
Niveis de transcritos do gene SIIRT1 aditivo epistatico epi
Niveis de transcritos do gene SIFRO1 sinergistico sinergistico

145
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Os resultados obtidos de densidade da raiz (mm) (Figura 4.6) sdo iguais aos
obtidos para comprimento total de raiz para todos os genétipos estudados (Figura 4.5),
uma vez que o calculo desse parametro tem como base o comprimento total da raiz
pelo volume de solucdo que essa raiz ocupava no vaso.

Para a densidade da raiz (Figura 4.5), os duplos mutantes apresentaram uma
interacao epistatica no sistema radicular do parental dgt sobre o Nr e epi (Tabela 4.7),
e ndo apresentou diferencas nos tempos estudados e nos tratamentos com e sem Fe
(Figura 4.6).

140
COMT B epi

dgt W Nr dgt
120 | M nNr B epi dgt

[y

[=]

=
T

80

20

Densidade da raiz (imm ml?)

Figura 4.6. Densidade da raiz dos genoétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt cultivados
na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao tempo anterior
a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao periodo de quatro
dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao periodo de 24 dias
com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as medias de cada tratamento
seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras representam as
diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos por meio do teste
de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada tempo.
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No grafico de diametro de raiz (mm) (Figura 4.7), os mutantes dgt e epi
apresentaram diametro de raiz semelhantes entre si, entretanto maiores que do MT e
do Nr, tanto no TO como no T1 com e sem Fe. Porém, somente o dgt apresentou
aumento no diametro da raiz no tratamento sem Fe no T1 (Figura 4.7). Em T2, os
genodtipos apresentaram maiores diametros nos tratamentos sem Fe, quando
comparados ao tratamento com Fe, sendo que o epi apresentou maior diametro que
os demais genotipos (Figura 4.7).

O gendtipo Nr dgt apresentou interacdo epistatica nos tempos TO e T1 com Fe
para o gendétipo dgt, porém aditivo no T1 sem Fe, assim como no T2, pois seus
resultados mostraram que o didmetro de raiz foi semelhante ou intermediario aos dois
parentais (Figura 4.7 e Tabela 4.7). Ja os duplos mtantes epi dgt apresentaram
interacdes sinergisticas no TO e no T1 com Fe, sendo seu diametro de raiz maior que
nos dois (Figura 4.7). Nos tratamentos sem Fe, tanto no T1 quanto no T2, o epi dgt
apresentou interacao epistatica para o genétipo dgt, assim como no T2 com Fe (Figura
4.7 e tabela 4.7).
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Figura 4.7. Diametro da raiz dos genotipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt cultivados
na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao tempo anterior
a retirada do Fe da solucéo nutritiva; T1 corresponde ao periodo de quatro
dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao periodo de 24 dias
com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias de cada tratamento
seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras representam as
diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos por meio do teste
de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada tempo.

b. Area foliar e radicular:

Na parte aérea, os mutantes em etileno Nr e epi apresentaram maior area que
o MT e os demais mutantes dgt, Nr dgt e epi dgt no TO, e 0 mesmo ocorreu no Tl e
no T2 com e sem Fe (Figura 4.8). JA no T2, todos os gendétipos ndo apresentaram
diferencas nos tratamentos com e sem Fe, com excecdao do MT, que apresentou
menor area sem Fe (Figura 4.8).

Para araiz, o epi apresentou maior area no TO que os demais genotipos (Figura

4.8). No T1, os genotipos ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos com e
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sem Fe (Figura 4.8). No T2, o Nr foi o que apresentou diferenca na area de raiz,
apresentando aumento no tratamento se Fe (Figura 4.8).

Para os duplos mutantes, tanto area foliar quanto area de raiz ndo foram
alteradas nos tratamentos com e sem Fe ao longo dos tempos estudados (TO, T1 e
T2) (Figura 4.8). O Nr dgt apresentou interacao epistética para o gendtipo dgt em todos
0s tempos e tratamentos estudados no que diz respeito a &rea foliar e radicular
(Tabela 4.7). Para o epi dgt, a interacdo epistatica para o dgt foi observada nos tempos
TO e T1 com e sem Fe, e a interacdo sinergistica no T2 com e sem Fe, sendo que
esse duplo mutante apresentou menor area foliar que seus parentais (Tabela 4.7). Ja
para raiz, o epi dgt apresentou interacao epistatica para o genétipo dgt em todos os

tempos e tratamentos estudados (Tabela 4.7).
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Figura 4.8. Area foliar e radicular dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt
cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao tempo
anterior a retirada do Fe da solucao nutritiva; T1 corresponde ao periodo
de quatro dias com ou sem Fe na solucao, e T2 corresponde ao periodo
de 24 dias com ou sem Fe na solucao. As barras sdo as médias de cada
tratamento seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras representam
as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos por meio do
teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada tempo.

c. Massa de matéria seca

Nos resultados de massa da matéria seca da parte aérea, 0 MT apresentou
redugdo somente no T2 sem Fe, tendo o mesmo resultado o dgt (Figura 4.9). O Nr
apresentou decréscimo de massa da matéria seca nos tratamentos sem Fe, tanto no
T1, quanto no T2, ao passo que epi que nao apresentou reducao (Figura 4.9). Para
os duplos mutantes, somente o Nr dgt apresentou redu¢do de massa da matéria seca

no T2 sem Fe (Figura 4.9).
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Ja para as raizes, péde ser observado um aumento na massa da matéria seca
guando ocorreu a deficiéncia de Fe no T1 para os genotipos MT e epi (Figura 4.9). Ja
no T2, todos os genotipos apresentaram aumento na massa da matéria seca para as
raizes (Figura 4.9).

As interacdes observadas entre os fitorménios auxina e etileno nos duplos
mutantes (Nr dgt e epi dgt) para a massa da matéria seca da raiz foi a epistatica para
o dgt, apresentado os resultados semelhantes a esse parental em todos os tempos e
tratamentos (Tabela 4.7). Na parte aérea, o Nr dgt quanto o epi dgt apresentaram
interacdo epistatica no T1 com e sem Fe, assim como no T2 sem Fe (Tabela 4.7).
Entretanto, no T2 com Fe a interacdo observada foi a sinergistica, pois se observou
menor massa de matéria seca que os parentais (Tabela 4.7).
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Figura 4.9. Massa da matéria seca da parte aérea e das raizes dos genétipos MT, dgt,
Nr, epi, Nr dgt e epi dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe.
TO corresponde ao tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1
corresponde ao periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucao, e T2
corresponde ao periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucéo. As barras
sdo as médias de cada tratamento seguidas do erro padrdo. As letras
sobre as barras representam as diferencas calculadas entre as médias dos
tratamentos por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade,
para cada tempo.

d. Analise quimica de nutrientes

A analise quimica dos macros e dos micronutrientes nas folhas e na raiz foi
realizada através da digestao das amostras e leitura em ICP-OES. Os macronutrientes
foram expressos em mg g e micronutrientes em ug g1, para todos os genétipos e
tempos, conforme descrito na tabela 4.8. A analise estatistica foi realizada nos

tempos, sendo comparados os tratamentos com e sem Fe.
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O fosforo (P) no dgt e nos duplos mutantes Nr dgt e epi dgt mostraram
conteudos iguais desse nutriente na raiz, nos tempos TO e T1 (com e sem Fe), o que
nao foi encontrado para o T2 (Tabela 4.8). Esse resultado mostra uma interacao
epistatica para o dgt nos duplos mutantes, com quantificagdo de P metade dos demais
genatipos (Tabela 4.8). O calcio (Ca) seguiu a mesma tendéncia do P, uma vez que
dgt e nos duplos mutantes Nr dgt e epi dgt mostraram conteldos iguais desse
nutriente na raiz, nos tempos TO e T1 (com e sem Fe), e no T2 foi observado redugao
de Ca nos genotipos no tratamento sem Fe; ao contrario das folhas, que apresentaram
aumento no conteudo (Tabela 4.8). Para o Ca também observou-se interacéo
epistatica para o dgt nos duplos mutantes, com quantificacdo de Ca mais de quatro
vezes abaixo dos demais genotipos (Tabela 4.8). Para o potassio (K), magnésio (Mg)
e enxofre (S) ndo foram encontradas grandes alteracbes de conteudo desses
nutrientes nos tempos e nos tratamentos com e sem Fe (Tabela 4.8).

A quantificacéo do ferro (Fe) no TO mostrou que o dgt e o epi dgt apresentaram
maiores quantidades desse micronutriente na raiz. No T1 nas folhas mostrou que
somente o0 epi mostrou diminuigdo no conteudo desse metal no tratamento sem Fe, e
0 MT para a raiz (Tabela 4.8). J4 no T2, todos os genoétipos apresentaram reducédo de
Fe nas folhas no tratamento sem Fe, e para a raiz, o dgt (Tabela 4.8). Para o cobre
(Cu), foi possivel observar maior quantidade desse micronutriente para o epi dgt no
TO na raiz. No T1, foi possivel observar aumento do Cu nos genotipos dgt, Nr dgt e
epi dgt no tratamento sem Fe maior que para 0s outros genétipos na raiz (Tabela 4.8).
No T2, o dgt, epi, Nr dgt e epi dgt apresentaram maior quantidade de Cu no tratamento
sem Fe na raiz (Tabela 4.8). Para o0 manganés (Mn), a quantidade apresentada na
raiz € mais de 10 vezes a quantidade apresentada em folhas em todos os tempos e
genadtipos (Tabela 4.8). No T2, os gendétipos no tratamento sem Fe apresentaram,
aproximadamente, o dobro de Mn que no tratamento com Fe (Tabela 4.8). A
guantificacdo de zinco (Zn) apresentou maiores contetudos nas raizes que nas folhas,
porém nao foram encontradas grandes alteracdes de contetudo desse nutriente nos
tempos e nos tratamentos com e sem Fe (Tabela 4.8). A quantificagdo de boro (B) nao
foram encontradas grandes altera¢c6es de contetdo desse nutriente nos tempos e nos

tratamentos com e sem Fe (Tabela 4.8).



Tabela 4.8. Andlise nutricional dos macronutrientes (mg g) e micronutrientes (ug g*) das folhas e da raiz nos tempos TO, T1 e T2.

(Continua)
P K Ca Mg S Fe Cu Mn Zn B
Tratamentos - -
mgg ug g
MT folhas 11,6 +0,7 524+ 16 2 438+10 a 112+04 ab123+16ab91,7 +86 a 12,3 +05 bc 1805 +146 a 27,9 +21 ab112,6+179ab
MT raiz 351+06 2 470+ 0,8 P 580+13 a 47 +02 a 39 +0,2b 322,6+53,8 bc125 +09 b 21475+2679a 223,5+233a 1450+ 12,7 ab
dgt folhas 11,0+0,8 ** 545+ 56 2 40,7+1,8 ab9,8 *06 b 10,7+06b 968 +118 a 12,1 *10 bc 163,7 +16,0 ab254 +18 bc89,0 +37 b
dgt raiz 52 +0,3 ¢ 488+ 30 P 70 £03 ¢ 41 0,2 a 47 +*04ab589,4+947 ab244 +56 b 1837,7 +240,1 ab 189,6 + 40,6 ab 187,0 + 39,6 a
© Nr folhas 10,2+0,1 ¢ 59,6 +10,1 @ 388+26 b 104+09 ab108+14b 86,1 +48 a 11,0 +0,2 ¢ 1459 50 bc204 +£22 d 102,4+12,0ab
E':/ Nr raiz 33,7+30 2 503+ 35 P 61,3+6,5 a 49 +04 a 62 +12a 2745+284 ¢ 10,9 +22 b 2441,8+304,4a 142,0+ 19,5 bc 142,7 + 25,1 ab
©
© epi folhas 12,5+0,6 2 553+ 50 & 422+14 a 115+06 a 132+08a 963 +1,1 a 128 *08 bc1244 +94 ¢ 244 +13 bcl1239+127a
= epi raiz 232+38"bP 570+ 20 2 434+75 b 44 +01 a 6,7 +04a 391,9+117,3bc 10,0 +15 b 18184 +38,7 ab90,3 +7,3 ¢ 97,6 +88 b
Nrdgt folhas 11,0+0,3 b© 59,7+ 47 2 41,0+09 ab100+0,2 b 11,4+06ab885 +38 a 143 =14 b 1520 *17,4 ab23,1 +1,3 cd88,9 *121b
Nr dgt raiz 68 £16 ¢ 526+ 46 99 +41 ¢ 42 +0,1 a 49 +0,3ab3751+63,7 bc27,8 +13,7b 1807,2 +196,6 ab 167,9+ 34,9ab 191,0+ 31,0 a
epidgt folhas 14,0+0,2 2 57,7+ 34 @ 422+08 a 109+0,2 ab130+05a 928 +25 a 181 +14 a 1437 6,7 bc30,2 £12 a 101,0+£3,7 ab
epi dgt raiz 49 +01 © 518+ 06 56 +0,3 ¢ 49 +05 a 48 +02ab780,2+203,4a 50,8 +134a 13352+56,6 b 220,1+421a 180,2+246a
MT folhas 11,1 +0,7 bc 49,3+6,2 bc420+1,7 ab11,7+0,4 ab 13,0+0,5bc 110,6 +8,1 ab 10,4 +0,7 de 1765 +250 ab22,5 +0,9 bc 117,2 + 26,5 bc
MT raiz 31,1+87ab46,2+3,7 ab61,0+13,8ab75 +24 a 6,1 +19a 940,7+3865a 12,2 +19 c 1611,6 +616,9 ab 126,6 + 12,1 bc 151,8 + 15,4 bc
dgt folhas 11,1+ 1,1 bc 49,8+45 bc414+18 ab108+04 b 112+11c 973 +8,8 ab11,8 +1,2 cd201,7 £284 ab228 +1,9 bc 113,1+21,2bc
dot raiz 57 +£05d 445%+30 ab91 18 ¢ 50 +05 a 44 +00a 6625+67,3 ab12,3 0,9 ¢ 1670,7 +212,0 ab 129,1 + 29,2 bc 239,6 + 39,5 a
© Nr folhas 8,9 +06d 415+50 e 383+24 b 114+06 ab115+12c 106,1+6,5 ab97 +08 ef 1558 +206 cd 17,6 +1,8 d 1605+ 15,7 ab
E':/ Nr raiz 274+24ab318%+18 bc63,2+38 ab6,2 +25 a 49 +£14a 299,1+1015bc9,3 =+15 c 1433,4+296,0ab 85,0 +4,7 cd 142,0+ 16,6 bc
©
Y epi folhas 11,1 +0,7 bc 49,8 +3,6 bc422+25 ab11,6+0,7 ab148+04b 1156+6,3 a 11,2 +1,1 cd134,1 +£105 e 22,3 £2,2 bc 194,2+100a
al epi raiz 184+25bc340+82 bc8,6+223a 59 +24 a 58 +19a 4242+198 bc90 +10 c 11689+ 156,2ab63,4 +6,5 d 108,1+14,4c
Nrdgt folhas 10,2+ 0,6 bc 50,2 +4,2 bc 440+46 ab106+08 b 108+10c 93,7 7,1 ab1ll,2 +0,7 cd 2089 +128 ab26,1 +32 ab1l045+13,7c
Nrdgt raiz 125+6,1cd49,3+1,7 ab248+156c¢c 4,2 +0,3 a 42 +04a 5522+1254ab94 +16 c 16004 +172,2 ab 126,4 + 13,8 bc 194,8 + 32,7 ab
epidgt folhas 13,7+09a 56,4+14 a 428+18 ab11,7+530ab116+06c 110,3+8,7 ab139 +06 ab1485 +*119 de 30,8 +05 a 117,8+7,3 bc
epidgt raiz 66 +13d 540+0,7 ab6,3 04 c¢c 40 +03 a 3,6 *£0,1a 4243+259 bc224 +£3,1 b 996,3 £288,5ab 123,2+19,0bc 134,1+9,6 bc
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Tabela 4.8. Andlise nutricional dos macronutrientes (mg g) e micronutrientes (ug g*) das folhas e da raiz nos tempos TO, T1 e T2.

(Continuacéao)

P K Ca Mg S Fe Cu Mn Zn B
Tratamentos - -
mgg ug g
MT folhas 11,2+ 0,2bc 455+4,8 de46,0+05 ab11,4+0,3 ab123+09c 954 +17,2 ab95 +0,3 f 1963 +88 ab20,2 +2,1 cd 116,04+ 11,8 bc
MT raiz  19,7+90bc428+2,0 ab31,2+19,1bc53 +06 a 52 +06a 313,6+1051bc92 +0,1 c 1757,9+275,9ab 104,0+ 10,0 cd 170,6 + 31,2 ab
dot folhas 11,5+ 0,8 bc 478+3,6 cd44,7+12 ab109+06 b 11,0+04c 958 +84 ab123 *1,1 bc2134 +91 a 27,0 2,3 ab113,3+25,1bc
dgt raiz 48 +*0,3d 535+0,1 ab6,1 04 c¢c 50 0,3 a 43 *06a 720,6+1258ab38,5 +15 a 1574,1 +£286,3ab 198,9+29,7a 185,2+ 21,6 ab
o Nr folhas 9,7 +0,4cd469+4,1 ded449+14 ab116+03 ab11,2+05¢c 920 +74 ab99 +05 ef 161,8 +7,3 bc21,6 0,1 bc 133,0+ 24,9 bc
';'.-, Nr raiz 405+72a 258+128c 89,7+16,4a 41 04 a 80 +35a 189,0+435 c¢c 93 +16 c 1999,3+407,3a 109,9+ 27,2 cd 140,0 + 28,5 bc
©
‘f epi folhas 14,7+ 0,3a 54,1+28 ab485+39 a 129+11 a 173+13a 77,1 +39 ¢ 123 +04 bc1419 +208 e 23,8 +25 bc 158,7+ 11,6 ab
= epi raiz 255+26bc350+88 bc595+53 ab56 +16 a 6,5 +08a 2825+34,8 bc10,9 +1,7 ¢ 1702,0+209,8 ab 98,7 + 16,0 cd 132,3 + 33,3 bc
Nrdgt folhas 10,9 +0,1 bc 54,0+4,9 ab435+30 ab11,0+£06 ab115+07c 83,8 +81 bc13,0 +0,6 ab1966 +21,4 ab266 +4,2 ab928 *6,7 c
Nrdgt raiz 46 +03d 62,7+11,7a 56 +03 ¢ 46 02 a 44 +04a 3834+770 bc455 54 a 1211,0+188,1ab 220,2+32,2a 190,5+ 17,7 ab
epidgt folhas 14,1+0,3a 524+2,7 ab46,0+03 ab12,1+0,1 ab116+04c 925 +1,1 ab146 +05 a 1639 +130 ab310 +1,1 a 1195+58 bc
epidgt raiz 86 +32d 48,1+39 ab6,7 04 c 42 +04 a 39 *+0,2a 5188+46,4 ab37,1 +53 a 8350 +£63,7 b 1754+ 16,2ab 141,0+ 19,1 bc
MT folhas 11,3+0,2cd 534+1,8 ab41,4+3,4 cd11,9+0,8 bc 150+1,1bc 103,5+4,8 ab135 +0,1 bc 160,0 +239 fg 21,8 +0,8 cd 1752+8,5 ab
MT raiz 452+50a 37,713 b 846+99 a 43 09 ab4,7 +08bc1744+31,3 ¢ 96 +17 e 2438,7+172,0ab 1485+ 19,7 ab 137,4+4,2 cd
dot folhas 11,2+ 09cd 53,6 2,2 ab454+1,8 bc11,2+0,3 bc13,2+0,7¢c 950 +129 b 95 +03 e 203,7 90 ef 21,6 +0,2 cd1115+222e
dot raiz 16,4+12b 454+14 ab139+54 b 40 04 ab42 +#05c 580,1+132,1a 21,9 +7,6 de 1898,7 +520,7 ab 124,3+47,9ab 1852+ 120D
E Nr folhas 10,7 +1,1de575+54 ab41,7+36 ¢cd11,0+£06 cd 140+09c 99,7 £+21 b 124 £0,0 cd 1289 +125 gh17,8 +2,0 d 159,7+ 11,9 bc
X Nr raiz 41,1+*75a 418+55 b 819*+149a 58 *+*1,1 a 80 *22a 1741+277 c 90 +10 e 2534,0+246,4a 110,4+22,8bc 113,7+6,3 de
©
N epi folhas 13,7+ 0,3ab 60,1 +55 a 456+20 bc11,1+00 cd19,1+0,1a 1225+9,7 a 145 *0,7 bc 103,7 +184 h 188 +1,9 d 1999+ 24,4 ab
o Epi raiz 16,4+42b 448+25 ab344+73 b 56 *15 a 64 +09ab249,6+84,3 bc 10,7 +1,2 e 1200,1+2830c 63,3 +6,8 cd 86,6 4,7 e
|_
Nrdgt folhas 9,0 +14e 51,4+15 bc406+39 d 99 +12 d 11,1+23c¢ 97,2 +10,2 b 10,7 09 de 1659 +30,3 fg 195 +1,1 d 1156+ 16,2 de
Nrdgt raiz 187+92b 438+08 ab255+192b 29 +04 bc40 +01c 2159+584 bc239 *6,4 de 1537,5+2958bc 134,8+39,1ab214,1+14 a
epidgt folhas 14,7+ 0,4ab56,8+25 ab49,2+53 bc11,3+0,6 bc 151+10bc97,2 +23 b 140 +14 bc 180,7 +£225 fg 243 +£25 bc 128,1+9,3 cd
epidgt raiz 83 *13b 416+37 b 76 £09 b 36 +05 ab41 *04c 3768+64,1 b 46,1 +12,7cd 10558 +148,5¢c 204,7+439a 153,6+18,4c
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Tabela 4.8. Andlise nutricional dos macronutrientes (mg g) e micronutrientes (ug g*) das folhas e da raiz nos tempos TO, T1 e T2.

(Concluséao)

P K Ca Mg S Fe Cu Mn Zn B
Tratamentos - =
mg g Hog
MT folhas 13,0+ 1,2bc 405+3,0 e 529+29 ab134+0,7 ab142+09c 712 66 ¢ 149 =08 ab3088 +29,0 cd280 =09 ab183,6=37,0ab
MT raiz  103+03b 584+52 a 87 10 b 2,7 0,3 bc57 £06ab123,0+116 ¢ 326 +3,8 del4154+603 c 922 +27,1bc99,1 +72 e
dgt folhas 129+0,3bc 424+19 e 562+34 ab134+05 ab125+0,7¢c 715 16 c¢ 13,6 =07 bc4438 +93 a 262 =08 ab1854+16,0ab
dgt raz 96 +1,1b 505+41 ab89 11 b 30 +0,2 bc45 £06bc1043+114 ¢ 579 #1009 bc 1066,2+178,7c 1025+ 27,1 bc 136,7 +21,7 cd
@ Nr folhas 11,4+0,9cd 43,8+2,0 de515+23 ab13,1+0,2 ab132+0,7¢c 683 46 c¢ 145 +10 bc261,6 +19,1 de19,0 +23 d 190,8+235ab
L Nr raiz  11,4+08b 513+27 ab139+29 b 50 +16 ab7,2 £03ab9,8 +108 c¢ 228 14 de9979 +1881lc 683 +9,7 c 952 +110e
©
§I epi folhas 164+0,2a 479+0,9 cd61,8+30 a 144+05 a 186+16ab643 +52 c 168 +04 ab2653 =274 de250 *£24 ab2302+171a
o epi raiz  104+21b 482+76 ab111+17 b 38 =10 ab6,7 £10ab157,7+408 c 283 +6,8 dell02,2+2527c 808 +250c 880 +59 e
Nrdgt folhas 11,4+05cd44,1+1,2 de560+10 ab131+03 ab125+04c 620 0,7 c¢ 13,9 +0,4 bc 3863 +23,0 ab258 =04 ab166,2+12,0bc
Nrdgt raiz 105+12b 449+02 ab78 15 b 28 £03 bc73 £08ab1109+328 ¢ 752 +158b 1777,2+618,1ab 130,1+22,6ab 150,0+155¢
epidgt folhas 14,3+1,8ab535+3,6 ab496+6,1 bc123+11 ab122+22c¢ 630 *35 ¢ 151 *05 ab359,0 +293 bc29,1 *1,4 a 138,9+19,6bc
epidgt raiz 92 +05b 409+06 b 74 +22 b 22 +02 c 68 +03ab2098+245 bcl1072+110a 9078 +783 c 1746+295ab1443+3,1 ¢

As letras representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada tempo.

S9
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4.5. Analises bioquimicas

a. Clorofilas foliares totais

Nos resultados de conteudo de clorofila total a+b (Figura 4.10), os genotipos
apresentaram diferencas apenas no T2, quando comparados os tratamentos com e
sem Fe, sendo que o MT apresentou maior decréscimo comparada aos outros
genotipos. O mutante epi apresentou menores contetdos de clorofila total quando
comparados aos outros genoétipos ao longo do tempo, ao passo que no T2 sem Fe
esse genotipo apresentou igual conteido quando comparado ao Nr (Figura 4.10).

Em TO, os duplos mutantes ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao conteudo de clorofilas a+b dos demais genotipos, sendo considerada a
interacdo como aditiva (Figura 4.10 e Tabela 4.7). Em T1 com Fe, o gendtipo dgt
apresentou-se epistatico sobre o Nr no duplo mutante Nr dgt e sem Fe ndo apresentou
diferencas entre seus parentais (Figura 4.10 e Tabela 4.7). Ja o epi dgt apresentou
interacao epistatica para o gendtipo dgt tanto com Fe quanto sem Fe no T1 (Figura
4.10 e Tabela 4.7). No T2, os duplos mutantes ndo apresentaram diferencas
estatisticas de seus parentais quando estavam no tratamento com Fe; ja sem Fe, 0
Nr dgt apresentou interacdo epistatica para o parental dgt e o epi dgt apresentou

interacao epistatica para o parental epi (Figura 4.10 e Tabela 4.7).
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Figura 4.10. Conteudo de clorofilas a+b dos gendétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi
dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucao, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

A figura 4.11 sdo as fotos dos gendtipos estudados no T2, mostrando as
diferencas visuais entre os tratamentos com (+) e sem (-) Fe. Nessa figura € possivel
observar gue os maiores sintomas visuais da deficiéncia de Fe ocorre nas folhas mais

jovens das plantas.



Figura 4.11. Sintomas visuais da deficiéncia de Fe nos gendtipos A, B. MT, C, D. dgt,
E, F.Nr, G, H. epi, I, J. Nrdgt e L, L. epi dgt cultivados na presenca (+) ou
auséncia (-) de Fe, no T2 corresponde ao periodo de 24 dias. Como pode
ser observado, as plantas apresentam-se cloréticas comparadas ao
tratamento + Fe.

b. Peroxidacéao Lipidica:

Na parte aérea, os genétipos MT, dgt, Nr e Nr dgt apresentaram maior contetdo
de MDA gue os gendétipos epi e epi dgt no TO (Figura 4.12). Em T1, somente o genoétipo
epi apresentou aumento no conteiddo de MDA no tratamento sem Fe, quando
comparado ao tratamento com Fe (Figura 4.12). Em T2, os genétipos que
apresentaram maior conteido de MDA no tratamento sem Fe foram o MT e o duplo
mutante Nr dgt (Figura 4.12). J& para o epi dgt o tratamento com Fe apresentou maior
conteudo de MDA que o tratamento sem Fe (Figura 4.12).

Para a raiz, o MT e 0 Nr apresentaram menor conteudo de MDA que os demais
genatipos no TO (Figura 4.12). No T1, os gendtipos MT, Nr dgt e epi dgt apresentaram
aumento no conteudo de MDA no tratamento sem Fe quando comparados ao
tratamentos com Fe (Figura 4.12). No T2, com excec¢ao do gendtipo epi dgt, os demais
genotipos apresentaram maior conteuddo de MDA no tratamento sem Fe que no
tratamento com Fe (Figura 4.12).
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O Nr dgt ndo apresentou diferencas dos seus parentais em TO, bem como no
T1 sem Fe para a parte aérea (Figura 4.12 e Tabela 4.7). Em T2, o Nr dgt interacéo
sinergistica na parte aérea, pois apresentou menor conteido de MDA que seus
parentais (Nr e dgt) no tratamento com Fe, ao passo que no tratamento sem Fe, o Nr
dgt apresentou interacdo epistatica para seu parental Nr (Figura 4.12 e Tabela 4.7).
Oocrreu epistasia do mutante epi sobre o dgt para o duplo mutante epi dgt nos tempos
TO, T1 com e sem Fe e T2 sem Fe na parte aérea; ja no T2 com Fe, a interacao
epistética foi para o dgt (Figura 4.12 e Tabela 4.7).

Na raiz, observou-se interacdo epistatica do dgt sobre o Nr no duplo mutante
Nr dgt em TO e nos tempos T1 e T2 sem Fe para o Nr (Figura 4.12 e Tabela 4.7). Em
T1 com Fe, o Nr dgt ndo apresentou diferenca significativa dos dois parentais Nr e dgt,
enquanto que em T2 com Fe, o Nr dgt mostrou efeito sinergistico, apresentando menor
contetdo de MDA que os simples mutantes Nr e dgt (Figura 4.12 e Tabela 4.7). O epi
dgt apresentou interacdo epistatica para o parental epi no TO e epistatico para o dgt
no T2 sem Fe (Figura 4.12 e Tabela 4.7). Ja no T1 com Fe, o epi dgt apresentou
interacdo aditiva, e no tratamento sem Fe ndo apresentou diferenca entre seus
parentais epi e dgt (Figura 4.12 e Tabela 4.7). Em T2 com Fe, o epi dgt apresentou
interacdo sinergistica e maior conteudo de MDA que epi e dgt (Figura 4.12 e Tabela
4.7).
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Figura 4.12. Conteudo de MDA dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt
cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solucao nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucédo, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padrao. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

c. Conteudo de Peroxido de Hidrogénio:

Para o contetdo de H202 na parte aérea em TO, o dgt e o Nr dgt apresentaram
maiores concentracdes que os demais genotipos (Figura 4.13). Em T1, o dgt, Nr, epi
e Nr dgt apresentaram aumento no conteudo de H202 no tratamento sem Fe quando
comparados ao tratamento com Fe (Figura 4.13). Ja em T2, 0os genotipos que
apresentaram diferencas com aumento no contetdo de H202 no tratamento sem Fe

guando comparados ao tratamento com Fe foram o MT, dgt e o epi (Figura 4.13).
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Na raiz, os maiores contetudos de H20: foram observados para o dgt, € nos
duplos mutantes Nr dgt e epi dgt em TO(Figura 4.13). Em T1, somente os duplos
mutantes Nr dgt e epi dgt ndo apresentaram aumento no conteudo de H202 no
tratamento sem Fe quando comparados ao tratamento com Fe; repetindo o resultado
em T2, sendo que o gendtipo epi também ndo apresentou diferencas entre os
tratamentos com e sem Fe (Figura 4.13). As maiores diferencas no contetdo de H20>
nos tratamentos com e sem Fe foram observados em T2 e para os genétipos MT e
dgt (Figura 4.13).

Em TO e T2, o Nr dgt apresentou interacdo epistatica na parte aérea para o dgt
e aumento do conteudo de H202 em T1 maior que dos parentais Nr e dgt, sendo
considerado uma interacao sinergistica (Figura 4.13 e Tabela 4.7). Ja no epi dgt foi
possivel observar interacdo epistatica do epi sobre o dgt em TO, T1 e T2 sem Fe,
sendo observado interacdo sinergistica somente em T2 sem Fe, pois seu contetudo
de H20:2 foi abaixo de epi e dgt (Figura 4.13 e Tabela 4.7).

Na raiz, pode-se observar a interacdo sinergistica no Nr dgt em TO, T1 e T2
com Fe, pois seu conteudo de H202 foi maior que ambos parentais, bem como um
efeito aditivo em T1 sem Fe, além de interacdo epistatica em T2 sem Fe para o
parental dgt (Figura 4.13 e Tabela 4.7). O duplo mutante epi dgt apresentou interacao
epistatica em TO e T1 com Fe para o dgt sobre o epi e em T2 com e sem Fe para o
epi (Figura 4.13 e Tabela 4.7).
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Figura 4.13. Conteudo de H202 dos gendtipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi dgt
cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sao as médias
de cada tratamento seguidas do erro padrdo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

d. Enzimas antioxidantes: Superéxido Dismutase — SOD

A atividade especifica da SOD na parte aérea para o TO foi maior para os
genotipos epi e epi dgt, porém com diferenga significativa somente do MT (Figura
4.14). No T1, todos os genotipos estudados apresentaram aumento na atividade da
SOD no tratamento sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe (Figura 4.14).
Esses resultados foram iguais no T2, com excecdo dos genotipos Nr e epi que nao

apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem Fe (Figura 4.14).
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Para o sistema radicular, em TO o dgt apresentou maior atividade da SOD
guando comparado aos demais genaotipos (Figura 4.14). No T1, os genotipos dgt, Nr
e os duplos Nr dgt e epi dgt apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos com e sem Fe, com aumento de atividade sem Fe (Figura 4.14). Ao
contrario do observado para o T2, o qual os genétipos ndo apresentaram diferencas
entre os tratamentos com e sem Fe (Figura 4.14).

Para a SOD, os duplos mutantes Nr dgt e epi dgt ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos seus parentais no TO tanto para parte aérea quanto para
raiz (Figura 4.14 e Tabela 4.7). JA em T1, os duplos mutantes apresentaram interacao
epistatica para a parte aérea, sendo que para o Nr dgt no tratamento com Fe a
interacdo epistatica foi para o Nr e para o tratamento sem Fe para o dgt; e o epi dgt
apresentou interacao epistatica para o epi tanto com ou sem Fe em solugéo tanto para
a parte aérea quanto para a raiz (Figura 4.14 e Tabela 4.7). Em T2 para a parte aérea,
o Nr dgt apresentou interacdo sinergistica, com atividade de SOD abaixo dos parentais
para o tratamento com Fe e epistatico para Nr no tratamento sem Fe (Figura 4.14 e
Tabela 4.7).

Na raiz, o Nr dgt ndo apresentou diferencas significativas de seus parentais
em T1 com e sem Fe, e interacdo epistatica no T2 com Fe para o parental dgt e sem
Fe para o parental Nr (Figura 4.14 e Tabela 4.7). O epi dgt apresentou interacao
epistética para o parental epi somente no T1 sem Fe, e nos tempos T1 com Fe e T2
com e sem Fe ndo apresentou diferencas significativas em relacdo aos seus parentais
(Figura 4.14 e Tabela 4.7).
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Figura 4.14. Atividade especifica da SOD dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi
dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucao, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padréo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

e. Enzimas antioxidantes: Catalase — CAT

No TO, o gendtipo epi apresentou maior atividade especifica de CAT que 0s
demais genadtipos para a parte aérea, e 0 genotipo dgt para a raiz (Figura 4.15). no
T1, o dg foi 0 Unico gendtipo que apresentou diferencas significativas no tratamento
com e sem Fe para a parte aérea, com aumento de atividade de CAT no tratamento
sem Fe (Figura 4.15). No T2 para a parte aérea, somente o0 MT nao apresentou
reducéo de atividade de CAT no tratamento sem Fe quando comparado ao tratamento

com Fe (Figura 4.15).
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No sistema radicular, o MT, epi e os duplos mutantes apresentaram reducao
na atividade de CAT no tratamento sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe
no T1 (Figura 4.15). E no T2, todos os genotipos apresentaram redu¢do na atividade
da CAT sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe (Figura 4.15).

Para a CAT, o duplo mutante Nr dgt ndo apresentou diferencas significativas
em relacdo aos seus parentais no TO tanto para parte aérea quanto para raiz (Figura
4.15 e Tabela 4.7). O duplo mutante epi dgt apresentou interacdo epistatica para o dgt
no TO da parte aérea e sinergistico para a raiz, de modo que a atividade da CAT foi
menor no duplo mutante que nos parentais (Figura 4.15 e Tabela 4.7). No T1 com Fe
na parte aérea, o Nr dgt apresentou atividade de CAT maior que dos parentais dgt e
Nr, sendo uma interacdo sinergistica; e no tratamento sem Fe apresentou interacao
epistética para o dgt, assim como no T2 com Fe (Figura 4.15 e Tabela 4.7). O epi dgt
apresentou interacdo epistatica para o epi no T1 com Fe e interacdo epistatica para o
dgt no T2 com Fe, na parte aérea (Figura 4.15 e Tabela 4.7). Nos tratamentos sem Fe
dos tempos T1l e T2, o epi dgt ndo apresentou diferencas estatisticas dos seus
parentais epi e dgt (Figura 4.15 e Tabela 4.7).

Para a raiz, o Nr dgt apresentou interacao epistatica para o parental Nr no T1
e no T2 sem Fe, ndo apresentando diferencas significativas dos parentais no TO, T1
e T2 com Fe (Figura 4.15 e Tabela 4.7). O duplo mutante epi dgt apresentou interacéo
sinergistica para a raiz no TO e no T2 com Fe, pois apresentou resultados de atividade
de CAT abaixo dos seus parentais (Figura 4.15 e Tabela 4.7). No T1 com e sem Fe,
a interacéo observada no epi dgt para a raiz foi a epistatica para o genétipo epi (Figura
4.15 e Tabela 4.7).
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Figura 4.15. Atividade especifica da CAT dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi
dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padréo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

F. Enzimas antioxidantes: Ascorbato peroxidase - APX

No TO, a APX nao apresentou diferencas significativas entre os genotipos na
parte aérea, diferentemente do observado para o sistema radicular, onde o duplo
mutante Nr dgt apresentou maior atividade que os demais genétipos (Figura 4.16). No
T1 para a parte aérea, 0s genétipos MT, dgt e epi dgt apresentaram maior atividade
de APX no tratamento sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe (Figura 4.16).
Para a raiz no T1, os genétipos apresentaram decréscimo na atividade da APX no
tratamento sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe, sendo eles o MT, Nr e
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epi, diferentemente do encontrado para o gendtipo dgt, que apresentou aumento de
atividade (Figura 4.16). No T2 para a parte aérea, os todos gendtipos apresentaram
decréscimo na atividade da APX no tratamento sem Fe quando comparado ao
tratamento com Fe (Figura 4.16). J4 para o sistema radicular no T2, o dgt e Nr dgt
apresentaram decréscimo de atividade no tratamento sem Fe quando comparado ao
tratamento com Fe, ao contrario do observado para 0 epi, 0S quais apresentaram
aumento de atividade da APX (Figura 4.16).

O duplo mutante Nr dgt ndo apresentou diferencas estatisticas na atividade
especifica da APX quando comparados ao seus parentais nos tratamentos TO e T2
sem Fe para a parte aérea, e para a raiz no T1 com Fe, com atividade intermediaria
aos seus parentais no T1 sem Fe (Figura 4.16 e Tabela 4.7). A interacdo epistatica
para o parental Nr foi observada no T1 com Fe para a parte aérea e no T2 sem Fe
para a raiz (Figura 4.16 e Tabela 4.7). No T2 com Fe, tanto para a parte aérea quanto
para a raiz, o Nr dgt apresentou maior atividade de APX que seus parentais Nr e dgt,
sendo considerada uma interacado sinergistica entre eles (Figura 4.16 e Tabela 4.7).

O epi dgt apresentou atividade de APX intermediaria aos seus parentais epi e
dgt no T2 com e sem Fe para a parte aérea (Figura 4.16 e Tabela 4.7). A interacédo
epistatica para o parental dgt foi observado na raiz no TO, T1 e T2 com Fe (Figura
4.16 e Tabela 4.7). J4 a interacéo epistatica para o epi foi observada no TO da parte

aérea e no T2 sem Fe no sistema radicular (Figura 4.16 e Tabela 4.7).
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Figura 4.16. Atividade especifica da APX dos genétipos MT, dgt, Nr, epi, Nr dgt e epi
dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO corresponde ao
tempo anterior a retirada do Fe da solugéo nutritiva; T1 corresponde ao
periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucéo, e T2 corresponde ao
periodo de 24 dias com ou sem Fe na solucdo. As barras sdo as médias
de cada tratamento seguidas do erro padréo. As letras sobre as barras
representam as diferencas calculadas entre as médias dos tratamentos
por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, para cada
tempo.

4.6. Analises de gRT-PCR

a. Desenho dos primers:

No presente trabalho, foram analisados os genes SIIRT1, que codifica um
transportador de Fe na membrana, e SIFRO1, que codifica a enzima ferro-quelato
redutase. Os dois genes estao relacionados as respostas da raiz na deficiéncia de Fe,
como parte da Estratégia | das dicotileddneas. Os primers para SIIRT1 e SIFRO1
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foram desenhados através do software Primer 3 a partir de sequéncias de mRNA do
banco de dados NCBI e SolGenomics (banco de dados especifico para Solanaceas).
As sequéncias dos primers estéo descritas na tabela 4.18, bem como o tamanho das
suas sequéncias de cDNA. O gene endogno CAC foi selecionado através de testes
de primers para os genes enddgenos realizados anteriormente as reacdes
comparativas entre os genes alvo (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008)

Tabela 4.18. Genes estudados durante a deficiéncia de Fe em tomateiro e o primers
desenhados e utilizados no experimento.

Gene Sequéncia dos primers (5- 3") Referéncia

iron-regulated F - GAAATGGCTGTGGCTGGAAATC

transporter 1 (SIIRT1) R — CTGTAGGATGCAACCACCAAGG ~ Desenhado (261 pb)

ferric-chelate reductase F - GTTCGTTTAGTCTCTGCTCGTG
(SIFRO1) R - TGAAGTGATGGTAAAAGGATGC

F — CCTCCGTTGTGATGTAACTGG EXPOSITO-RODRIGUEZ et
R — ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG al., 2008 (173 pb)

Desenhado (153 pb)

CAC (endbgeno)

b. Resultados obtidos pela analise de qPCR: gene SIIRT1

A andlise dos niveis de transcritos foi realizada por PCR em tempo real
utilizando o gene CAC como referéncia. Para os célculos, além do gene de referéncia
CAC, o MT no tratamento com Fe foi utilizado como controle do experimento. Sendo
assim, o MT foi considerado gendtipo controle no TO para os demais gendtipos
estudados, e o MT com Fe no T1 foi considerado como gendétipo controle para 0s
demais gendotipos e tratamentos.

Os resultados dos niveis de transcritos para o gene SIIRT1, que codifica um
transportador de Fe de membrana, mostraram que no TO o gene foi mais expresso
nos genotipos mutantes que no MT, tendo o Nr dgt maior expressao nesse tempo
(Figura 4.17). Em T1, os genotipos e tratamentos também apresentaram os niveis de
transcritos maior que o MT (Figura 4.17). Sendo que no tratamento sem Fe, 0 gene
SIIRT1 foi mais expresso nos genotipos, com excecdo do Nr dgt (Figura 4.17). Os
genaotipos epi e epi dgt apresentaram os niveis de transcritos maior que no tratamento

sem Fe que com Fe (Figura 4.17).



80

Na tabela 4.7 € possivel observar as interagcbes dos duplos mutantes em
relacdo aos seus parentais. Para o gendtipo Nr dgt, no TO apresentou maiores niveis
de transcritos do gene SIIRT1 que Nr e dgt (Figura 4.17 e Tabela 4.7). Em T1, o Nr
dgt ndo apresentou diferencas nos tratamentos com e sem Fe do dgt nem do Nr
(Figura 4.17 e Tabela 4.7).

O epi dgt ndo apresentou diferencas nos niveis de transcritos do gene SIIRT1
guando comparado ao epi e dgt em TO (Figura 4.17 e Tabela 4.7). Entretanto, em T1,
0 epi dgt apresentou interacdo epistatica para o dgt no tratamento com Fe, e no
tratamento sem Fe apresentou interacdo epistatica para o epi (Figura 4.17 e Tabela
4.7).
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Figura 4.17. Niveis de transcritos do gene SIIRT1 dos gendtipos MT, dgt, Nr, epi, Nr
dgt e epi dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO
corresponde ao tempo anterior a retirada do Fe da solucdo nutritiva; T1
corresponde ao periodo de quatro dias com ou sem Fe na solugdo. As
barras sdo as médias de cada tratamento seguidas do erro padrédo. As
letras sobre as barras representam as diferencas calculadas entre as
meédias dos tratamentos por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade, para cada tempo.

b. Resultados obtidos pela anédlise de gPCR: gene SIFRO1

Os niveis de transcritos do gene SIFRO1, que codifica a enzima ferro-quelato
redutase, mostrou que em TO os duplos mutantes Nr dgt e epi dgt apresentavam
maiores niveis de transcritos que o MT e os demais gendtipos (Figura 4.18). Em T1,
0 gene SIFRO1 foi mais expresso no genaotipo epi e nos duplos mutantes Nr dgt e epi
dgt que em MT, dgt e Nr nos tratamentos com e sem Fe (Figura 4.18). Os gendtipos
epi e epi dgt apresentaram os niveis de transcritos maior que 0os demais genétipos no

tratamento sem Fe (Figura 4.18).
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A interacdo entre o duplos mutantes Nr dgt e epi dgt e os parentais esta
especificado na tabela 4.7. Nos dois tempos (TO e T1) e tratamentos com e sem Fe,
os duplos mutantes apresentaram maiores expressoes relativas que seus parentais,
sendo considerada uma interacdo sinergistica (Figura 4.18 e Tabela 4.7). Essa
interacdo ocorre quando os mutantes simples apresentam efeitos similares na
expressao desse gene, e ao unir esses efeitos em um genétipo duplo mutante, o gene

expressou mais que nos mutantes simples.
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Figura 4.18. Niveis de transcritos do gene SIFRO1 dos genotipos MT, dgt, Nr, epi, Nr
dgt e epi dgt cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de Fe. TO
corresponde ao tempo anterior a retirada do Fe da solucdo nutritiva; T1
corresponde ao periodo de quatro dias com ou sem Fe na solucdo. As
barras sdo as médias de cada tratamento seguidas do erro padrédo. As
letras sobre as barras representam as diferencas calculadas entre as
médias dos tratamentos por meio do teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade, para cada tempo.
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5. DISCUSSAO

Ha fortes evidéncias da interacdo entre auxina e etileno na regulacdo das
respostas a deficiéncia de Fe (SWARUP et al., 2007). Contudo, na literatura os
trabalhos encontrados abordam somente um ou outro fitorménio separadamente, e
pouco a interacao entre eles. Além disso, a maioria desses trabalhos abordam os
efeitos da auxina ou etileno aplicados exogenamente. Dessa forma, o uso de mutantes
hormonais que exageradamente produzem ou sdo pouco sensiveis aos fitorménios é
importante para entender como essas moléculas interagem durante uma resposta.
Portanto, a obtencao dos duplos mutantes, através dos cruzamentos realizados nesse
trabalho, foi importante para relacionar interacdo entre auxina e etileno tanto nas
raizes quanto na parte aérea das plantas de tomateiro submetidas a deficiéncia de
Fe.

5.1. A auxina e o etileno podem modular das respostas a deficiéncia de Fe

As respostas a deficiéncia de Fe em tomateiro pode ser modulada pelos
fitormonios auxina e etileno, conforme mostrado nos resultados do presente trabalho
com os simples mutantes fitormonais dgt, Nr e epi. Na deficiéncia de Fe, o dgt
apresentou maior diametro de raiz (Figura 4.7), deixando-as mais espessas,
entretanto ndo alterou o comprimento total (Figura 4.5) e a densidade da raiz (Figura
4.6), conforme observado para o MT. Esse aumento no diametro do dgt pode ser
explicado por sua baixa sensibilidade a auxina (OH et al., 2006), porque segundo Aloni
e Zimmermann (1983), a auxina provoca aumento do numero de vasos nos tecidos
das plantas onde esse fitormonio estd em maior concentracéo, reduzindo o diametro
da raiz. Além disso, o aumento no didmetro da raiz do dgt fez aumentar a massa da
matéria seca (Figura 4.9), porém nédo alterou a area radicular (Figura 4.8). Nos
mutantes em etileno, a deficiéncia de Fe provocou maior comprimento e diametro de
raiz no epi que no Nr (Figuras 4.5 e 4.7). Certamente, pelo excesso de etileno que é
produzido pelo epi nos tecidos, que pode provocar 0 aumento no namero € no
tamanho das células de transferéncia nas raizes sob condi¢des de deficiéncia de Fe,

levando ao aumento no diametro das raizes (GARCIA et al., 2015). Entretanto, foi o
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Nr que apresentou aumento na area radicular na auséncia de Fe no T2 (Figura 4.8).
Quando esse mutante Nr é submetido a condi¢des de deficiéncia de Fe, a auxina pode
influenciar as respostas nas raizes, uma vez que ocorre o aumento desse fitorménio
nessas condicdes Shen et al. (2015), influenciando na arquitetura e crescimento das
raizes laterais (Liu et al., 2015).

A gquantificacdo dos nutrientes nas raizes mostrou que o dgt acumulou menos
fésforo (P) e célcio (Ca) que o MT, Nr e epi, no TO e no T1 com e sem Fe (Tabela 4.8),
apesar de ndo apresentar sintomas visuais de deficiéncia desses macronutrientes.
Tanto o P quanto o Ca nas raizes estdo relacionados a auxina, uma vez que esse
fitormbnio estimula o crescimento dos pelos e das raizes laterais sob baixas
concentracbes de P (RAMAEKERS et al.,, 2010); enquanto que o Ca tem efeito
antagbnico a auxina no crescimento da raiz, pois em altas concentracdes inibe o
crescimento, e a auxina promove (HEPLER, 2005). Entretanto, o uso de inibidor de
auxina nas raizes de Arabidopsis sob alta concentracdo de P fez aumentar o
crescimento dos pelos radiculares (MA et al., 2001), ao contrario do observado para o
dgt neste trabalho. Contudo, sob baixas concentracfes de P, as raizes apresentaram
aumento no diametro e pouca alteracdo no comprimento (MA et al., 2001), conforme
encontrado no dgt (Figuras 4.5 e 4.7).

Apesar de ser observado o aumento significativo do conteaddo de MDA nas
raizes em todos os genotipos no tratamento sem Fe no T2 (Figura 4.12), o que indica
aumento de estresse celular, a massa de matéria seca também foi aumentada (Figura
4.9). Em arroz, Sperotto et al. (2008) relataram aumento na peroxidacao lipidica das
raizes submetidas a deficiéncia de Fe, como observado no presente trabalho; porém,
eles também observaram diminuicdo na massa de matéria seca. Os sintomas de
deficiéncia de Fe depende da espécie e da idade da planta (SPEROTTO et al., 2008),
além da acao de fitormdnios interligados, como a auxina e o etileno, que regulam o
desenvolvimento das raizes (ZHU et al., 2016), sendo uma melhor adaptacdo para
absorcdo do nutriente. Na parte aérea, o Nr apresentou maior diminuicdo na massa
de matéria seca na parte aérea na deficiéncia de Fe no T2, seguido do MT e dgt
(Figura 4.9). Além disso, 0s gendtipos apresentaram aumento no conteido de MDA
na parte aérea nesse tempo (Figura 4.12). Esses resultados estdo de acordo com os

observados por Sun et al. (2007) em milho submetido a auséncia de Fe na solucao.
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Uma explicacdo para o aumento no conteudo de MDA é o fato que pode o Fe participar
de processos de oxi-reducado nas células (HELL; STEPHAN, 2003), e sua deficiéncia
pode acarretar em estresse oxidativo nas células pela geragdo e acumulo de ERO,
causando oxidacdo dos componentes celulares e afetando negativamente a
integridade das membranas das organelas (VIGANI et al., 2013). Ao mesmo tempo,
observou-se decréscimo no conteudo de clorofila a+b no T2 sem Fe em todos os
gendtipos (Figura 4.10), que esta associado a deficiéncia de Fe, conforme pode ser
observado pela andlise nutricional (Tabela 4.8), uma vez que esse micronutriente &
essencial na biossintese de clorofila (HINDT; GUERINOT, 2012). Desse modo, a
diminuicdo do conteudo de clorofila interfere nas reac¢des fotoquimicas da
fotossintese, que sdo essenciais para a fixacdo de carbono, e consequentemente
menor acumulo da massa de matéria seca nas plantas (KOBAYASHI et al., 2013),
conforme observado na figura 4.9. Contudo, o conteudo de Ca na parte aérea
aumentou nesse T2 sem Fe (Tabela 4.8), pois € um mensageiro secundario que em
algumas espécies pode retardar a perda da clorofila através da manutencdo da
proteina e das membranas do tilacéide (HEPLER, 2005), o que significa que o
estresse por deficiéncia de Fe estava iniciando nas plantas.

Uma vez que ocorreu reducdo da sintese de clorofila pela deficiéncia de Fe
(Figura 4.10), o aparato fotossintético necessita ser rearranjado, de maneira a evitar
um estresse causado por excesso de luz que continua sendo captada nas folhas, pois
pode ocorrer aumento da reducdo do Oz em Oz, e 0 O2” em H202, ambas potentes
ERO (GURURANI et al., 2015). Dessa forma, a enzima superéxido dismutase (SOD)
que atua na dismutacdo do anion Oz em H202 (GRATAO et al. 2005), apresentou
aumento de atividade no T1 sem Fe para todos os gendtipos na parte aérea (Figura
4.14), confirmando o que foi observado nos resultado de H202 para esse tempo nos
genaotipos dgt, Nr e epi (Figura 4.13). No T2, o aumento da atividade da SOD foi
observado para os genétipos MT e dgt para a parte aérea no tratamento sem Fe
quando comparado ao tratamento com Fe (Figura 4.14), ao mesmo tempo que o
conteudo de H202 aumentou para MT, dgt e epi (Figura 4.13), assim como relatado
em folhas de milho submetidos a estresse por auséncia de Fe (SUN et al., 2007).
Contudo, o aumento do H202 pode ter dupla fungéo celular, dependendo do nivel e

distribuicdo subcelular (ZHOU et al., 2016), pois em altas concentracbes é uma
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molécula danosa as células, enquanto que em concentracdes adequadas a planta
pode ter a funcdo de sinalizagcdo que regula o metabolismo célula envolvido no
crescimento, desenvolvimento e resposta aos estimulos do meio ambiente (BAXTER,;
MITTLER; SUZUKI, 2014). Como os resultados observados foram diferentes em
relacdo aos mutantes hormonais estudados, essa possivel sinalizacéo por H20:2 esta
relacionada com fitorménios (FERNANDEZ-MARCOS et al., 2013; XIA et al., 2015),
como a auxina que pode ativar genes de defesa e o balanco das enzimas
antioxidantes (ZHOU et al., 2016). Ja o etileno esta relacionado com a interacao
positiva entre a producdo de ERO na deficiéncia nutricional (GARCIA et al., 2015),
pela indugéo do desenvolvimento radicular observado (Figuras 4.5 e 4.9).

Nas raizes, os genaotipos dgt e Nr apresentaram aumento de atividade da SOD
no T1 sem Fe (Figura 4.14), bem como o0 aumento no contetdo de H202 (Figura 4.13).
Além disso, ndo foi observado aumento na atividade da SOD no T2 sem Fe na raiz,
porém ocorreu aumento no contetdo de H202 no MT, dgt e Nr (Figura 4.13). Segundo
Corpas (2015), o H202 é resultado tanto da acdo da enzima SOD, como também pode
ser produzido nos através da enzima acil-CoA oxidase pela 3-oxidacéo ou através da
glicolato oxidase pela fotorrespiragdo nos peroxissomos. Apesar da auxina estar
relacionada a modulacdo dos genes relacionados as ERO, inclusive de algumas
enzimas antioxidantes (ZHOU et al., 2016), o aumento da atividade da SOD no
mutante dgt parece ndo estar relacionado ao aumento da sintese e sensibilidade a
esse fitormonio, uma vez que possuem baixa sensibilidade a ele. Quando ocorre uma
mutacdo em uma rota de sinalizacdo hormonal, a planta pode desenvolver outras
maneiras para responder a estresse ambiental, como aumento na sintese de outras
moléculas sinalizadoras (LIU et al.,, 2016). Sendo que uma dessas moléculas
sinalizadoras, relacionadas a deficiéncia de Fe, € o éxido nitrico (NO) (SHEN et al.,
2015), que pode desencadear o aumento da atividade das enzimas SOD e APX (LIN
et al., 2011).

Desse modo, o aumento no conteudo de H202 nas células pode levar ao
aumento da atividade das peroxidases CAT e APX, para manter o balanco dessa ERO
de forma a ndo causar estresse oxidativo. Sendo assim, os resultados de CAT (Figura
4.15) e APX (Figura 4.16) na parte aérea no dgt mostra maior atividade dessas

enzimas no T1 sem Fe quando comparado ao tratamento com Fe, apoiando nos dados
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obtidos para SOD (Figura 4.14) e H202 (Figura 4.13). Apesar da baixa sensibilidade
do dgt a auxina, a literatura mostra que esse fitorménio pode diminuir o efeito danoso
de estresse abiotico através do estimulo do crescimento da planta, assim como P e K
em concentracdes adequadas para manter o balanco osmotico da célula (KAYA et al.,
2013). Apesar disso, para os resultados de K, o dgt apresentou queda no contetido
apenas no T2 sem Fe, e ndo mostrou diferen¢ca no conteido de P nos tratamentos
com e sem Fe na parte aérea (Tabela 4.8). J& para os genoétipos mutantes em etileno
(Nr e epi) ndo foi observado aumento na atividade de CAT e APX no T1 sem Fe,
conforme foi observado o aumento no contetdo de H202, na parte aérea (Figura 4.13).
De modo contrario do observado pela aplicagdo de etileno exdégeno que fez diminuir
0 conteudo de MDA, aumentando a estabilidade das membranas celulares pelo
aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e peroxidase (POD) em
pereira (Pyrus bretschneideri Rehd.) (LIU et al., 2015). J4 em T2 na parte aérea, o MT,
dgt e o epi apresentaram maiores contetudos de H20:2 (Figura 4.13), porém as enzimas
CAT e APX apresentaram reducao na atividade para todos os genétipos no tratamento
sem Fe (Figuras 4.15 e 4.16).

Certamente, a diminuicdo na atividade das enzima CAT e APX pode estar
relacionada a deficiéncia de Fe, pois ambas enzimas possuem o Fe do grupo heme
em seus sitios ativos (SCANDALIOS; GUAN; POLIDOROS, 1997; RAMIREZ;
BARTOLI; LAMATTINA, 2013). Assim, Iturbe-Ormaetxe et al. (1995) mostrou que a
deficiéncia de Fe em folhas de ervilha ocasionou decréscimo no conteudo de
clorofilas, e consequentemente, na fotossintese, além de reduzir a atividade da CAT
e APX em 51%, enquanto que aumenta a atividade da Cu/Zn-SOD. Conforme a
quantificacdo de Cu (Tabela 4.8), os genétipos dgt e epi no tratamento sem Fe,
podendo indicar a utilizagdo desse Cu na formagéo da Cu/Zn-SOD.

No sistema radicular, o MT e epi apresentaram reducéo na atividade de CAT,
e para a APX o MT, Nr e epi, diferentemente do encontrado para o gendétipo dgt, que
apresentou aumento de atividade no tratamento sem Fe quando comparado ao
tratamento com Fe no T1 (Figura 4.15). O aumento da atividade da peroxidase APX
no genaotipo dgt sem Fe corresponde ao aumento na atividade da SOD (Figura 4.14),
que fez aumentar a concentragdo de H202 no meio celular (Figura 4.13). Entretanto,

0S genotipos mutantes em etileno apresentaram respostas similares ao MT para a
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atividade dessas peroxidases, o que pode indicar que a percepcéo interrompida da
auxina no mutante dgt pode desencadear aumento na atividade das enzimas
antioxidantes através de outras vias de sinalizacdo, como na sintese de &cido
abscisico (ABA), que controla a modulacdo da expressdo dos genes das enzimas
antioxidantes (SHI et al., 2014).

Contudo, no T2, todos os gendtipos apresentaram reducdo na atividade da CAT
guando comparado ao tratamento com Fe, enquanto que para a APX, o dgt
apresentou decréscimo de atividade no tratamento sem Fe quando comparado ao
tratamento com Fe (Figuras 4.15 e 4.16). Conforme observado na figura 4.14, a
atividade da SOD néao se alterou no gendétipo epi no T2 com e sem Fe, bem como néo
alterou o contetdo de H202 (Figura 4.13). A diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes nos genotipos MT, dgt e Nr fez acumular H202 nos tecidos (Figura 4.13)
no T2 sem Fe, ocasionando aumento na peroxidacao lipidica das raizes (Figura 4.12).
Entretanto, o epi apresentou aumento da APX no T2 sem Fe, sem apresentar aumento
na atividade da SOD (Figura 4.14), bem como no contetdo de H202 (Figura 4.13).
Desse forma, como o epi produz etileno em maior concentracéo, pode-se afirmar que
ocorreu maior sintese e aumento de acido ascoérbico nas células sob estresse
ambiental influenciado por esse fitorménio (ZHANG et al., 2012). Além disso, a APX
esta relacionada a ciclagem e regulacéo do acido ascérbico nas células, sendo que o
aumento do ascorbato nas células pode contribuir para regular a homeostase redox
nas células sob deficiéncia de Fe (RAMIREZ; BARTOLI; LAMATTINA, 2013).

Além das altera¢cdes morfologicas e bioquimicas analisadas, a deficiéncia de
Fe altera a expressao de genes relacionados as raizes, como excrec¢ao de prétons via
H+-ATPases (AHA2), redutase férrica (FRO1) e transportadores de ferro (IRT1),
caracterizando a Estratégia | em dicotiledéneas (YE, et al., 2015). Nos resultados dos
niveis de transcritos do gene SIFRO1, foi possivel observar que os genotipos MT e
epi mostraram maior expressdo aos quatro dias sem Fe (Figura 4.18). Para os
gendtipos MT e epi esse aumento de expressao pode ser devido ao aumento na
sintese de etileno pela deficiéncia de Fe (MT) (ROMERA et al., 1999; LUCENA et al.,
2006), bem como pela mutacdo que induz ao aumento da sintese de etileno nos
mutantes epi (FUJINO et al., 1988). Esses mesmos resultados foram observados para
0s niveis de transcritos do gene SIIRT1, do transportador de membrana para Fe
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(Figura 4.17). Para o Nr foi possivel observar aumento na expressdo desse
transportador de Fe (Figura 4.17). Esse resultado tem relagdo com a auxina que pode
induzir ao aumento da expresséo de transportador de Fe nas membranas, conforme
descrito por Graziano e Lamattina (2007), pela aplicacdo de auxina exdgena em
tomateiro sob deficiéncia de Fe. Entretanto, Bacaicoa et al. (2009, 2011) descreveram
também aumento da expressdo dos genes relacionados a redutase férrica como
sendo induzidos pela aplicacdo de auxina em abdbora, o que nao foi observado para
0 genadtipo Nr (Figura 4.18).

5.2. Alinteracdo entre auxina e etileno nas respostas a deficiéncia de Fe

Com base no forte controle da auxina ou etileno no desenvolvimento das
plantas, especialmente nas respostas a deficiéncia de Fe, ndo foi surpresa conjecturar
gque isso ocorre por meio da interacdo entre esses fitormonios. Dessa forma, no
presente trabalho, para verificar a interacéo entre auxina e etileno no crescimento de
plantas de tomateiro sob deficiéncia de Fe, foram obtidos duplos mutantes com
alteracdes nessas classes hormonais (Tabelas 3.1 e 4.1). Assim, as vias de
sinalizacdo pelas quais as interagbes ocorreram foram baseadas nos efeitos
sinergisticos, aditivos ou epistaticos das mutacées (PEREZ-PEREZ; CANDELA;
MICOL, et al., 2009; CARVALHO; QUECINE; PERES, 2010).

Como pdde ser observado, a interacdo entre auxina e etileno parece ser
bastante complexa e depender, por exemplo, da idade, 6rgdo e presenca de Fe.
Entretanto, o que chamou a atencéo foi o fato que a interacédo entre auxina e etileno
€ dependente dos eventos bioquimicos-moleculares que ocorrem durante a
deficiéncia de Fe. De fato, nessa condi¢céo, a interagdo da auxina e etileno ocorre por
vias aditivas, sinergisticas ou epistatica em uma mesma resposta, porém em idades
diferentes das plantas. Por exemplo, durante o crescimento da raiz, 0 comprimento
total (Figura 4.5), densidade (Figura 4.6), diametro (Figura 4.7), area (Figura 4.8) e
massa da matéria seca (Figura 4.9) da raiz sdo modulados por vias epistaticas, pois
dgt apresentou-se epistatico a Nr e epi nessas respostas. Em outras palavras, isso
sugere que em uma mesma via de sinalizacdo, a auxina pode agir anteriormente ao

etileno no controle do crescimento da raiz (Tabela 4.7). Entretanto, vias paralelas de



90

acao da auxina e etileno podem ser observadas na raiz visto que o controle do
didametro desse 6rgdo também ocorre por meio de interagfes aditivas (Tabela 4.7).

Dessa forma, nao foi surpresa observar que a deficiéncia de Fe resultasse em
uma forte alteracdo nutricional baseada na vias de interacdo hormonal, conforme
observado para P, Ca e Cu, sendo que foi observada interacéo epistatica para o dgt
nas raizes com os duplos mutantes Nr dgt e epi dgt (Tabela 4.8). Além disso, pode
ser observado que para os niveis de transcritos do gene que codifica para a redutase
férrica, SIFRO1, a interac@o entre auxina e etileno observada foi a sinergistica, com
os duplos mutantes apresentando resultados superiores aos simples mutantes
(Tabela 4.7 e Figura 4.18). Porém, para a expressao do gene SIIRT1, que codifica
para o transportador de Fe na membrana da raiz, os duplos mutantes apresentaram
respostas distintas quanto as interagcées, uma vez que o Nr dgt apresentou resposta
aditiva, com vias paralelas de acao entre auxina e etileno, ao contrario do apresentado
para o epi dgt, que parece ter a mesma via de sinalizacédo, pois 0 epi apresentou-se
epistatico ao dgt (Tabela 4.7 e Figura 4.18).

A alteracdo no metabolismo oxidativo na raiz submetida a deficiéncia de Fe
também parece depender da interacdo entre auxinas e etileno de modo multifacetado.
Nesse sentido, o etileno parece ser epistatico sobre a dgt na maioria das respostas,
como pode ser observado para o conteido de MDA e H20: (Figuras 4.12 e 4.13) e
nas atividades das enzimas antioxidantes SOD (Figura 4.14), CAT (Figura 4.15) e APX
(Figura 4.16). Ao passo que as interacdes aditivas foram observadas em Nr dgt e epi
dgt, mostrando vias paralelas de acéo durante a deficiéncia de Fe (Tabela 4.7).

Embora as respostas a quantidade de Fe na raiz possem ser controladas por
mecanismos de interacdo distintos entre auxinas e etileno, a sinalizacdo que envolve
a raiz e a parte aérea também parecem depender desses fitormdnios. Na parte aérea
dessas plantas submetidas a deficiéncia de Fe, pode-se observar interacéo epistéatica
da auxina sobre o etileno nas analises de area foliar (Figura 4.8) e massa da matéria
seca (Figura 4.9) tanto em Nr dgt quanto no epi dgt. Enquanto que nas analises
bioguimicas, a interacdo entre auxina e etileno mostrou-se muito complexa e
dependente do tempo de exposicdo a deficiéncia do Fe. Assim como foi possivel
observar para o sistema radicular que o etileno mostrou-se mais atuante nas respostas

encontradas, na parte aérea isso também foi encontrado nos duplos mutantes (Tabela
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4.7). Contudo, alguns resultados como para as peroxidases CAT (Figura 4.15) e APX
(Figura 4.16), o efeito aditivo foi observado nos duplos mutantes, mostrando a acao
de auxina e etileno em vias paralelas independentes e contrarias (Tabela 4.7).
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6. CONCLUSOES

Nas respostas de crescimento da raiz, o dgt (AUX’) apresentou respostas
epistaticas sobre os simples mutantes em etileno (Nr — ET- e epi — ET*). Contudo, para
as analises biogquimicas, o efeito do tempo de exposi¢cdo a auséncia de Fe, tanto no
sistema radicular quanto para a parte aérea, manifestaram outros tipos de interacao,
como a aditiva e a sinergistica, mostrando vias independentes da auxina e etileno para
essas respostas. Ja para a expressao dos genes da redutase férrica (SIFRO1), foi
possivel identificar a interacdo sinergistica entre auxina e etileno, proporcionando
aumento da expressdo nos duplos mutantes em relagdo aos simples mutantes.
Enquanto que para o transportador de Fe da membrana da raiz (SIIRT1), o Nr dgt
apresentou interacdo aditiva e 0 epi dgt apresentou efeito epistatico do epi sobre o
dgt.

Com esses resultados, pode-se concluir que existe a interagcdo entre auxina e
etileno nas respostas a deficiéncia de Fe em tomateiro, e € dependente do tempo de

exposicao a deficiéncia bem como do 6rgéo analisado.
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8. IMPLICACOES

Por meio de mutantes simples em auxina e etileno, bem como duplos mutantes
nessas classes hormonais, foi possivel elucidar tanto a participacdo dessas
moléculas, separadamente, bem como a interacdo das mesmas durante a deficiéncia
de Fe. A complexidade que envolve esse evento resulta do fato que as auxinas e o
etileno parecem agir de maneira muito dependente da resposta, do 6rgdo e da idade
da planta. No que diz respeito a interacdo hormonal, embora no presente trabalho
estejam propostos mecanismos paralelos (aditivos e sinergisticos) e vias
compartilhadas de participacdo das auxinas e etileno nas respostas a deficiéncia de
Fe, os mecanismos moleculares pelos quais essas interagdes ocorrem parecem ser
bastante complexos. Além disso, com base na andlise nutricional nos diferentes
mutantes hormonais, essa complexidade estende-se ao fato que:i) as respostas
vegetais a um Unico nutriente podem ser controladas por mais de um hormaonio; ii) um
horménio pode modular as respostas a mais de um nutriente; iii) os fitormdnios ou
nutrientes podem interagir entre si durante a nutricdo (FAGERIA, 2001; ROSS et al.,
2011; WILKINSON et al., 2012; FUJITA et al., 2013) e iv) outras classes hormonais,
tais como brassinoesteroides, acido jasmonico e acido salicilico parecem também
interagir com os nutrientes (NIKIFOROVA et al., 2003; ARMENGAUD et al., 2004;
FREEMAN et al., 2005; SHAO et al., 2007).



