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GERMINACAO DE SEMENTES DE TOMATEIRO: DO SINAL DA LUZ AZUL A
ACAO DO CRIPTOCROMO 1A, ABA E GA

RESUMO - A germinagdo de sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum
L.) € controlada por fatores externos, como a luz, e pelo balan¢co hormonal endégeno.
Neste estudo, investigamos os efeitos do espectro de luz azul (LA) nos processos
fisioldgicos, bioquimicos e moleculares durante a germinacdo de sementes de
tomateiro. Os experimentos foram realizados em camara de crescimento com
diferentes intensidades de LA continua (0 ou escuro; 1; 5; 10; 15 e 25 pmol m2s?).
Para todos os gendtipos utilizados (cv. Micro-Tom, notabilis ou not, procera ou pro,
MT-pGA20x::GUS, MT-pRD29B::GUS, Moneymaker e o mutante defectivo para o
criptocromo la ou cryla) a taxa de germinagcdo (G%) e indice de velocidade de
germinacao (IVG) foram maiores no escuro. Observamos também que todas as
intensidades da LA inibiram parcialmente a germinacdo, aumentando o tempo para
atingir 50% da germinacao final / maxima (T50). Além disso, demonstramos que, tanto
no escuro quanto na LA, a G% e o IVG sdo maiores nas sementes dos mutantes
hormonais, not e pro, que o tipo controle MT. A atividade das hidrolases endo-f3-
mananase (EC 3.2.1.78), B-manosidase (EC 3.2.1.25) e a-galactosidase (EC 3.2 1.22)
pode ser inibida pela LA nos gendtipos Micro-Tom, not e pro nos estagios iniciais do
processo de germinacgao. A perda de funcéo do criptocromo 1la no mutante pode afetar
negativamente a germinacdo sob LA. Além disso, observamos que a aplicacdo de 5
umol de acido giberélico (GAs) ndo recupera a germinacao do cryla sob LA, enquanto
0,25 pumol de acido abscisico (ABA) amplifica os efeitos negativos da LA na
germinacgdo desse gendtipo. A atividade da endo-B-mananase foi menor no mutante
cryla, enquanto da a-galactosidase mostrou tendéncia de aumento, em relacdo ao
Moneymaker. Além disso, algumas alteracfes nos niveis dos transcritos de genes
induzidos pela LA relacionados ao metabolismo de GA e ABA, que podem ter efeito
sobre a germinacao, foram encontradas entre o mutante cryla e Moneymaker. Em
geral, 0 aumento da intensidade da LA retarda e altera negativamente a taxa de
germinacao das sementes. Os resultados mostrados neste estudo contribuem para o
aumento na compreensao sobre os eventos induzidos pela LA para a fotorregulacéo
da germinacao de sementes de tomateiro.

Palavras-chave: Fotorreceptor, hidrolases, hormdnios, mutantes, sementes,
sinalizagdo luminosa
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TOMATO SEED GERMINATION: FROM THE BLUE LIGHT SIGN TO THE ACTION
OF CRYPTOCHROME 1A, ABA AND GA

ABSTRACT - The germination of tomato seeds (Solanum lycopersicum L.) is
controlled by external factors, such as light, and by the endogenous hormonal balance.
In this study, we investigated the effects of the blue light (BL) spectrum on
physiological, biochemical, and molecular processes during tomato seed germination.
The experiments were conducted in a growth chamber with different intensities of
continuous BL (0 or dark; 1; 5; 10; 15 and 25 pmol m2s?). For all genotypes used (cv
Micro-Tom, notabilis or not, procera or pro, MT-pGA20x::GUS, MT-pRD29B::GUS, cv
Moneymaker and the mutant defective for cryptochrome 1a or cryla) the germination
rate (G%) and germination speed index (GSI) were bigger in the dark. We also
observed that all BL intensities partially inhibited germination, increasing the time to
reach 50% of final/maximum germination (T50). Furthermore, we demonstrated that,
both in the dark and in the BL, the G% and GSI are higher in the seeds of the hormonal
mutants, not and pro, than the MT control type. The activity of endo-B-mannanase (EC
3.2.1.78), B-mannosidase (EC 3.2.1.25) and a-galactosidase (EC 3.2 1.22) hydrolases
can be inhibited by LA in the Micro-Tom, not and pro genotypes in the stage’s
beginnings of the germination process. Loss of cryptochrome 1a function in the mutant
can negatively affect germination under BL. Furthermore, we observed that the
application of 5 umol of gibberellic acid (GAs) does not recover the germination of cryla
under BL, while 0.25 umol of abscisic acid (ABA) amplifies the negative effects of BL
on the germination of this genotype. The endo-B-mannanase activity was lower in the
cryla mutant, while the a-galactosidase activity showed a tendency to increase, in
relation to the Moneymaker. In addition, some alterations in the levels of transcripts of
genes induced by BL related to GA and ABA metabolism, which may have an effect
on germination, were found between the cryla mutant and Moneymaker. In general,
increasing the intensity of BL delays and negatively alters the rate of seed germination.
The results shown in this study contribute to the increase in the understanding of the
events induced by BL for the photoregulation of tomato seed germination.

Keywords: Hormones, hydrolases, light signaling, mutants, photoreceptor, seeds



1. INTRODUCAO

Os fatores ambientais, como agua, temperatura e luz comumente controlam
a germinacao das sementes. Entretanto, o sinal luminoso serve de informacgéo para
gue sementes com poucas reservas de endosperma, como as de tomateiro (Solanum
lycopersicum L.), evitem a germinagdo em condi¢cfes desfavoraveis (Seo et al., 2009).
A capacidade das sementes de integrar o sinal luminoso com as vias regulatérias de
germinacdo € mediada por diferentes fotorreceptores vegetais que desempenham
funcdes especificas ou cooperadas na percepcédo e transducdo do sinal luminoso,
capaz de promover ou inibir a germinacao (Stawska e Oracz, 2019). Em Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), foram descritas cinco familias de fotorreceptores, compostas
por fitocromos que absorvem predominantemente nos comprimentos de onda do
vermelho (R) e vermelho distante (FR); criptocromos, fototropinas e zeitlupes que
absorvem na luz azul (LA) e ultravioleta-A (UV-A); e Locus de Resisténcia UV 8, um
fotorreceptor de ultravioleta-B (UV-B) (Weller et al., 2001; Sullivan e Deng, 2003;
Galvao e Fankhauser, 2015).

Desde a descoberta do envolvimento do R e FR na reversibilidade do
processo de germinacgao (Borthwick et al., 1952), os fitocromos (phys) foram o grupo
de fotorreceptores mais bem estudados (Seo et al., 2009). Em sementes de
Arabidopsis, phyB e phyA medeiam de forma proeminente as respostas induzidas
pelas luzes R e FR, respectivamente (Lee et al., 2012). Por sua vez, o tomateiro possui
cinco genes de fitocromos (PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE e PHYF), sendo a
fotoreversibilidade da germinacdo controlada pelo phyB2 (Appenroth et al., 2006). E
consenso que o0s phys regulam a expressdo de varios genes que atuam no
metabolismo de giberelinas (GAs), e acido abscisico (ABA) (Casal et al., 1998;
Piskurewicz, 2009; Wilson et al., 2014), e por consequéncia, 0s niveis relativos destes
hormdénios nas sementes. As GAs e 0 ABA estéo diretamente envolvidos na inducao
e inibicdo da germinagéo, respectivamente (Seo et al., 2006). Portanto, a sinalizag&o
da luz mediada por fotorreceptores pode ser determinante para o processo de
germinacao das sementes.

Entretanto, ao contrario do bem estabelecido controle da germinagéo pela luz

R e FR, mediada pelos phys (Seo et al., 2009), o papel de outras regides do espectro



e seus fotorreceptores € menos conhecido. Por exemplo, ha muito se sabe que a luz
azul (LA) induz respostas em sementes durante a germinacao (Evenari et al., 1957).
Isso envolve, provavelmente, os criptocromos (crys), fotorreceptores de UV-A / LA
(315-500 nm), com notével participacao do cryla na percepcao e transducéo do sinal
luminoso (Hoang et al., 2014). Entretanto, foram relatados resultados contrastantes
sobre a funcéo da LA e do cryl na germinacgao de diferentes espécies. Por exemplo,
mutantes de Arabidopsis deficientes em cryl apresentam redugcdo na taxa de
germinacao sob LA (Poppe et al., 1998; Lariguet et al., 2013), indicando que cryl é
importante para germinacao nestas condicdes. Curiosamente, nesta mesma espécie,
a superexpressao do gene Ta-CRY1a eleva a sensibilidade das sementes ao ABA, o
gue pode afetar negativamente a germinagao (Xu et al., 2009). Diferentemente, na
cevada, a inibicao da atividade de cryla reprime a expressao do gene biossintético de
ABA, 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase (Hv-NCED1), enquanto aumenta um gene
catabdlico de ABA (Hv-ABA8'OH-1), diminuindo os niveis deste hormdnio nas
sementes durante a germinacao (Barrero et al., 2014), sugerindo que, por meio deste
receptor, a LA altera o equilibrio ABA/GA nas sementes. Assim, apesar das evidéncias
mostrarem a associacdo da percepcdo da LA pelos crys a fotorregulacdo da
germinacao, 0s meios bioquimicos e moleculares envolvidos neste processo ainda
sdo pouco compreendidos, principalmente em sementes de eudicotileddneas
(Stawska e Oracz, 2019).

Em tomateiro, os processos fotomorfogénicos desencadeado pela LA
resultam em pronunciadas mudancas fisiolégicas, como inibicdo do crescimento do
hipocdtilo e reducédo na taxa de germinacdo de sementes (Balarynova et al., 2018;
Izzo et al., 2020). Até o momento, nesta espécie quatro genes de criptocromo foram
descobertos, CRY1 (CRY1la e CRY1b), CRY2 e CRY-DASH, que medeiam e / ou
controlam diferentes respostas induzidas por luz (Ninu et al., 1999; Perrota et al., 2001,
Facela et al., 2006). Curiosamente, foi mostrado em plantas de tomateiro que o cryla
regula negativamente a expressao de genes envolvidos na sintese e sinalizacdo de
GAs, enquanto os genes de desativacdo de GAs séo positivamente induzidos (Liu et
al., 2018). Paralelamente, neste mesmo estudo, os autores observaram maior
acumulo tanto de GA quanto de ABA nas plantas mutantes cryla. Além disso, o cryla

tem importante papel no desenvolvimento das sementes, pois controla negativamente



0 numero e peso de sementes por fruto de tomate (D’Amico-Damido et al., 2019;
Fantini et al., 2020), demonstrando que este fotorreceptor pode estar envolvido nos
processos de germinagdo desta importante espécie, considerada planta modelo para
estudos fisiol6gicos que envolvem fotorreceptores de luz (Carvalho et al., 2011a;
Zhang et al., 2019). Porém, se considerar a variacdo de respostas observadas no
crescimento de plantas sob diferentes intensidades da LA (D’Amico-Damiao et al.,
2021), a fotorregulacdo da germinacao pela LA dependente do cryla pode ser
influenciada pela quantidade e duracdo da exposi¢cao das sementes a luz.

Além disso, nas sementes, o endosperma € um tecido-chave no controle da
germinacdo em resposta a sinais luminosos (Lee et al.,, 2012). Isso envolve
provavelmente a participacdo de fotorreceptores de luz e acdo de enzimas que
hidrolisam estruturas de reserva das sementes (Nomaguchi et al., 1995; Sanchez e
Miguel, 1997; Auge et al., 2009; Nakaune et al., 2012; Eckstein et al., 2016). No
tomateiro, o endosperma é um tecido rico em galacto (gluco) mananos, e sua hidrélise
ocorre pela agdo conjunta das enzimas endo-B-mananase (EC 3.2.1.78), (-
manosidase (EC 3.2.1.25) e a-galactosidase (EC 3.2.1.22), que tem um papel
fisiologico no afrouxamento dos tecidos que circundam o embrido, e facilitam a
germinacao (Nonogaki et al., 2000; Mo e Bewley, 2003; Moles et al., 2019). Ademais,
a atividade destas enzimas pode ser influenciada positivamente pelas GAs e
negativamente pelo ABA (Mo e Bewley, 2003). Assim, € possivel que haja uma
complexa interagdo entre a LA, cryla e hormonios na atividade de hidrolases durante
a germinacdo. Surpreendentemente, pesquisas que abordem o papel da LA e do
cryla na atividade destas enzimas ainda ndo foi demonstrado.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da LA e
suas interacdes com GAs e ABA na germinacdo e atividade de hidrolases em
sementes de tomateiro, utilizando diferentes ferramentas, como; comprimentos de
onda do azul por luz artificial em diferentes intensidades; mutantes, defectivos na
etapa de biossintese do ABA catalisada por NCED, na sinalizacdo de GA mediada por
DELLA, e na sinalizacao da LA controlada pelo fotorreceptor cryla; transgénicos, com
promotores de genes responsivos ao ABA e GA, bem como aplicacdo exdgena destes

hormonios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O tomateiro

O tomateiro, Solanum lycopersicum L. (anteriormente, Lycopersicon
esculentum Mill.) pertence a familia Solanaceae, conhecido pela sua elevada
importancia na alimentacdo humana, tem ocupado o segundo lugar no ranking
mundial de consumo de hortalicas, ficando atras apenas da batata (Solanum
tuberosum L.) (Quinet et al., 2019). Esta cultura tem como origem as regides andinas
da América do Sul, compreendendo paises como o Equador, Peru, Bolivia, Coldmbia
e Chile (Bai e Lindhout, 2007). O interesse pelo cultivo e melhoramento de cultivares
em larga escala no mundo, juntamente com a busca por espécies selvagens, levaram
a identificacdo e desenvolvimento de milhares de acessos de tomate, incluindo
parentes selvagens, cultivares e variedades locais de Solanum lycopersicum,
adaptados as mais diversas condicdes edafoclimaticas (Bai e Lindhout, 2007). Grande
parte destes acessos, e muitos mutantes monogénicos de Solanum lycopersicum, sao
mantidos no “Tomato Genetics Resource Center” em Davis, Califérnia (TGRC,
http://tgrc.ucdavis.edu/).

A maior importancia econémica da cultura esta na utilizacdo de seus frutos,
que pode ser consumido fresco ou transformado em outros produtos pelo
processamento industrial (Li et al., 2018; Perea-Dominguez et al., 2018). O fruto do
tomateiro € uma baga carnosa de formato e tamanho variado que apresenta coloracao
vermelha ap6s a maturacéo fisiolégica (Monforte et al., 2013), embora outros padrdes
de coloracdo podem ser encontrados em diferentes espécies e cultivares (Rodriguez
et al., 2011; Zhou et al., 2018). As sementes do tomateiro encontram-se ligadas por
conexdes vasculares através do funiculo no interior dos frutos, durante o
desenvolvimento e maturacao, e quando completamente formadas, essa ligacao pode
ser quebrada e as sementes se desprendem, podendo apresentar formato reniformes
ou periformes, cujo embrido € envolto no endosperma (Nick et al., 2018). As sementes
do tomateiro também sdo um subproduto do processamento industrial que tem se
revelado como um reservatorio de substancias importantes a salde como proteinas,

carotendides, polissacarideos, fitoquimicos e vitaminas (Kumar et al., 2021).



Além da importancia alimenticia e econémica de seus frutos carnosos, o
tomateiro é considerado planta-modelo para estudos biolégicos e agronémicos da
familia Solanaceae (Kimura e Sinha, 2008; Azzi et al., 2015), em parte, devido ao ciclo
biolégico curto, sequéncia do genoma disponivel e disponibilidade de diferentes
espécies de tomate selvagem e mutantes monogénicos ja caracterizados que tém sido
utilizados na elucidacdo das mudancas fisiologicas, bioquimicas e moleculares do
desenvolvimento das plantas, fornecendo melhor compreensédo sobre processos
fundamentais, desde a germinacdo de sementes até a reproducéo (Carvalho et al.,
2011a; Tomato Genome Consortium et al., 2012; Chaudhary et al., 2019).

2.2 Mutantes de tomateiro como modelo biolégico para estudo de germinacao

O uso de plantas com muta¢Bes que as tornam, por exemplo, deficientes em
horménios e em fotorreceptores, tém possibilitado evidenciar de forma direta o
envolvimento da luz, hormdnios e suas interacdes nos processos relacionados a
germinacao de sementes (Hilhorst e Karssen, 1992; Seo et al., 2009).

O mutante procera (pro) € defectivo para a proteina DELLA que resulta em
resposta constitutiva as GAs (Bassel et al., 2008). As proteinas DELLA reprimem a
sinalizagdo das GAs, e embora ndo possuam um dominio de ligagdo ao DNA, DELLA
pode interagir com diversos fatores de transcricAo e regular negativamente a
expressdo de genes importantes da via das GAs como GA3ox2 (Yang et al., 2020a).
Anteriormente foi proposto que o tomateiro apresenta apenas um gene DELLA,
regulador negativo da transducéo do sinal das GAs (Bassel et al., 2004). Assim, 0s
efeitos da GAs na fisiologia do pro, mesmo em concentracdes reduzidas, Sdo 0s
mesmos observados em plantas do tipo selvagem da espécie tratadas com GA
exdgena, propiciando aumento de altura, internddios alongados, folhas relativamente
finas, I16bulo foliar reduzido e grande incidéncia de frutos partenocarpicos, em parte,
pela falta de polinizac&o devido ao alongamento do estilete (Carrera et al., 2012). Além
disso, a producéo de sementes é reduzida drasticamente no pro (Carrera et al., 2012).
Entretanto, a mutacdo pro repercute positivamente na germinacdo de sementes por
aumentar o potencial de crescimento do embrido, que resulta no aumento da

velocidade de germinacéo (Bassel et al., 2008). Esse evento pode estar relacionado



ao controle negativo que DELLA exerce sobre o gene envolvido na expanséo de
células (EXPANSIN2) durante a germinacao (Sanchez-Montesino et al., 2019). Além
disso, o mutante pro exibe resposta adicional a aplicagcdo de GA (Livne et al., 2015;
Zhu et al., 2019), fazendo deste uma importante ferramenta na elucidacéo de eventos
gue envolvem este hormoénio e sua via de transducéo de sinal.

O mutante notabilis (not) € deficiente em acido abscisico (ABA) devido a
disfuncéo no gene SINCED1 (Mulholland et al., 2003) que codifica para a enzima
NCED (9- cis -epoxicarotendide dioxigenase) envolvida na etapa da biossintese de
ABA (Burbidge et al., 1999). Este mutante tem como principais caracteristicas, a
germinacao precoce e o aspecto desidratado (murcho) devido a alta taxa transpiratoria
e a baixa condutividade hidraulica de raiz (Thompson et al., 2004; Carvalho et al.,
2011a).

O mutante com perda de func¢ao no fotorreceptor de luz azul, criptocromo la
(cryla), demonstra aumento na altura em comparacdo com o cultivar selvagem
(Weller et al., 2001). No tomateiro, quatro genes do criptocromo foram descobertos e
classificados como, CRY1a, CRY1b, CRY2 e CRY-DASH (Perrotta et al., 2000; Weller
et al., 2001; Facella et al., 2006). A funcdo do cryla nesta espécie é diversa, e inclui
o controle da fotomorfogénese de plantulas, o acumulo de antocianinas e o
desenvolvimento da planta adulta (Perrotta et al., 2000). Por exemplo, alguns estudos
indicam a importancia do cryla na mediacdo da relacdo fonte e dreno no
desenvolvimento da planta, e nas respostas a multiplos estimulos ambientais como o
estresse por déficit hidrico, alta temperatura e deficiéncia nutricional no tomate
(D'amico-Damiao et al., 2019; D'amico-Damiéo et al., 2021; D'amico-Damiao et al.,
2022). Além disso, foi mostrado que o cryla controla positivamente o nimero de
sementes por fruto, enquanto o peso de frutos e sementes sao influenciados

negativamente (Liu et al., 2018; D'amico-Damiao et al., 2019; Fantini et al., 2019).

2.3 Metabolismo e funcdo do ABA e GA nas plantas

Essas duas classes de fito-hormdnios regulam varios aspectos do
desenvolvimento das plantas, em alguns casos uma relacédo inversa entre eles é

observada. De fato, as GAs e o ABA s&o horménios com efeitos antagbnicos em



sementes, enquanto GA promove a germinacao, o ABA induz a dorméncia (Liu e Hou,
2018). Estes processos sao determinados pelo balanco ABA/GA (Tuan et al., 2018).
De forma semelhante a germinacdo de sementes, esses horménios desempenham
papéis importantes na regulacdo do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, como
0 crescimento da raiz, desenvolvimento da folha, tempo de floracdo e respostas a
estimulos ambientais, como a luz (Vishal e Kumar, 2018).

O ABA foi descoberto, nas décadas de 1950 e 1960, a partir de bioensaios de
purificacdo e cristalizacdo de uma substancia “abscissin |I” que causava abscisao
(queda) do fruto do algodoeiro, juntamente com outros estudos em diferentes espécies
e regibes que aconteciam simultaneamente na época e que ajudaram na descoberta
deste horménio (Srivastava, 2002a; Nambara e Marion-Poll, 2005). A sintese do ABA
ocorre em raizes, caules, folhas maduras, frutos e sementes em desenvolvimento, e
sua via de biossintese envolve o precursor zeaxantina, que é sintetizado pela via do
B-caroteno (Vishal e Kumar, 2018). As enzimas epoéxido de zeaxantina (ZEP) e 9-cis-
epoxicarotendide (NCED) realizam a conversdo de zeaxantina a xantoxina, no
plastidio. A Ultima etapa da sintese do ABA acontece no citosol, marcada pela
transformacdo da xantoxina em um composto intermediario, o ABA-aldeido, que
finalmente sera oxidado a ABA (Cheng et al., 2002). A percepcao e sinalizacdo do
ABA envolve uma complexa interacdo com seus receptores PYR/PYL/RCAR
(“PYRABACTIN RESISTANCE”, “PYR1-LIKE/REGULATORY COMPONENT”, “ABA
RECEPTOR”) que desativam as proteinas inibidoras de sua sinalizagéo, fosfatases
2Cs (PP2C), liberando um regulador mestre da sinalizacdo do ABA, as proteinas
cinases (SnRK2s) (Wang et al., 2020). Os niveis de ABA sdo controlados por duas
formas: conjugacéo a glicose (ABA-GE) tornando-o inativo, ou desativacao por meio
de hidroxilacbes que formam dois compostos, o &cido faseico (PA) e acido di-
hidrofaseico (DPA) (Yan e Chen, 2017; Vishal e Kumar, 2018 Stacciarini-Seraphin e
Freschi, 2019).

O ABA desempenha diversas func¢des nas plantas, e conhecidamente, seu
efeito, em geral, inibe o crescimento e metabolismo dos vegetais, mas respostas
divergentes podem ser encontradas, dependendo da espécie, tecido e estadio de
desenvolvimento das plantas (Chinnusamy et al., 2008; Chen et al., 2020a). Em

condicbes adversas ao desenvolvimento normal das plantas causadas por fatores



bidticos ou abioticos, 0 ABA age para aumentar a tolerancia das plantas induzindo
sintese de proteinas e osmolitos compativeis, conforme observado em plantas
predispostas a salinidade do solo (Rajasheker et al, 2019) e déficit hidrico (Awan et
al., 2021). Além disso, o ABA é importante para o desenvolvimento e maturacao das
sementes, permitindo que estas concluam o programa de desenvolvimento e
acumulem reservas nutricionais, 0 que previne a germinagao precoce, e induz a
sintese de proteinas que protegem as sementes contra os danos provocados pela
dessecagédo ou por espécies reativas de oxigénio formadas pelo proprio metabolismo
respiratorio das sementes (Srivastava, 2002a).

As GAs foram descobertas a partir de distarbios no crescimento de plantas de
arroz, causado por uma infeccao fungica que tinha como agente etiolégico Gibberella
fujikuroi, causador de uma doenca que resultava no crescimento desordenado das
plantas, que ficavam debilitadas, tombavam e dificiimente completavam seu ciclo
reprodutivo (Srivastava, 2002b; Thomas et al.,, 2005; Gupta e Chakrabarty, 2013;
Hedden e Sponsel, 2015). O termo giberelina foi cunhado na década de 1930, apés a
purificacdo da substancia produzida pelo fungo que ao ser aplicado em plantas sadias
apresentavam disturbios fisioldégicos no crescimento, ou seja, efeitos similares aos de
plantas acometidas pelo ataque de Gibberella fujikuroi (Yabuta e Sumiki, 1938).
Atualmente, centenas de GAs foram descritas em diferentes organismos bioldgicos
como plantas e fungos, mas apenas GA1, GAs, GAs e GA7 foram consideradas
biologicamente ativas (Yamaguchi e Kamiya, 2000; Yamaguchi, 2008). A sintese de
GA ocorre em apices caulinares, frutos e sementes em desenvolvimento, raizes e
folhas jovens, e também em sementes durante a germinacéo, e envolve trés etapas,
separadas espacialmente e resumidas em: sintese do ent-caureno nos plastidios,
oxidacao do ent-caureno ao precursor GA1z-aldeido no reticulo endoplasmatico e,
conversdo de GAiz-aldeido as diversas giberelinas por duas vias distintas,
hidroxilacdo que leva a formagao de GAz0 e GA1, e ndo hidroxilagdo que dao origem
a GAg e GA4 no citosol e resultam nas GAs bioativas por meio de reacdes catalisadas
pelas enzimas GAxo-oxidase e GAs-oxidase (Yamaguchi, 2008; Gupta e Chakrabarty,
2013; Hedden, 2020). A percepgéo e sinalizacdo das GAs envolvem a ligacdo com
seu receptor, INSENSITIVE DWARF1 (GID1), e subsequentemente sua interacéo

com as proteinas DELLA, repressoras da sinalizacdo de GA (Vishal e Kumar, 2018;



Hernandez-Garcia et al., 2021). Esse complexo de ligacdes leva a ubiquitinacdo e
degradacdo das proteinas DELLA via proteossoma 26S, liberando os genes de
sinalizagdo de GA que estavam reprimidos (Hernandez-Garcia et al., 2021). Por outro
lado, a desativacdo das GAs bioativas é regulada por uma familia pequena de genes
que codificam as enzimas GAz-oxidases (Hedden e Thomas, 2012; Hedden, 2020).
As GAs bioativas controlam e estimulam varios processos bioldgicos nas plantas
desde a germinacédo, alongamento do caule, morfologia de folhas, flores e frutos
(Hedden e Thomas, 2012).

As mudancas sazonais de parametros ambientais como temperatura,
umidade do solo e principalmente a luminosidade alteram o estado de dorméncia das
sementes através da inducdo ou repressdo de genes relacionados com as vias do
metabolismo e sinalizacdo de GAs e ABA (Yan e Chen, 2020). Em tomateiro, a
germinacao é frequentemente induzida quando os genes associados a biossintese de
GAs (SIGA30x2, SIGA200x1 e SIGA200x2) sdo regulados positivamente, e os de ABA
(SINCED1 e SINCED2) sao suprimidos (Nakaune et al., 2012; Yang et al., 2015).

2.4 Regulacao da germinagéo por luz e hormoénios

Embora pareca ser um evento fisiolégico bastante simples, devido a
simplicidade morfolégica do embrido, os mecanismos moleculares e bioquimicos que
controlam a germinacao de sementes sdo bastante complexos e podem depender de
uma série de fatores enddgenos tais como hormonios, bem como exégenos, como
agua, temperatura e luminosidade (Seo et al.,, 2009). Como um fator exdgeno, a
temperatura controla, por exemplo, a absorcédo de 4gua pelas sementes e a atividade
de importantes enzimas envolvidas na degradacdo da parede celular (Moral et al.,
2015; Xia et al., 2016). Além disso, embora possa estar associada a temperatura, a
luz pode desencadear mecanismos especificos de sinaliza¢do de resposta por meio
de fotorreceptores, os quais tem sido mostrado estar envolvidos em importantes
eventos moleculares e bioquimicos durante a germinagdo, como a expressédo de
genes associados a biossintese de horménios (Oh et al., 2006; Wilson et al., 2014) e

atividade de enzimas importantes para a germinacéo (Eckstein et al., 2016).
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As plantas que respondem a luz para germinacdo sao classificadas em
fotoblasticas positivas (necessitam do estimulo da luz para germinar), fotoblasticas
negativas (requerem auséncia de luz para germinar) e fotoblasticas neutra
(independem da condig&o de luz para germinar) (Towers et al., 2022). Os hormonios
vegetais também exercem um forte controle da germinacdo de sementes (Miransari;
Smith, 2014). De fato, tem sido mostrado que praticamente todas as classes
hormonais; auxinas (Vogel e Macedo, 2011; Li et al., 2016b), citocininas (Wang et al.,
2011), giberelinas (Zhong et al., 2015), acido abscisico (Li et al., 2016a), etileno
(Clemente et al.,, 2015), brassinosteréides (Hu e Yu, 2014), acido jasmonico
(Kepczynski e Bialecka, 1997) e acido salicilico (Gu et al.,, 2016) controlam a
germinacgdo. Além disso, uma complexa interacé@o entre o sinal luminoso e sintese de
hormdnios tem sido revelada em varios estudos (Seo et al., 2009; Barrero et al., 2014;
Stawska e Oracz, 2019).

A interacdo entre sinais de luz e hormdnios vegetais, principalmente GA e
ABA pode induzir as sementes a germinarem, ou agir para que estas mantenham-se
dormentes (Joseph et al., 2014; Yang et al., 2020b). Isso ocorre por que a luz pode
alterar os niveis endogenos de GAs e ABA nas sementes durante a germinacéo (Seo
et al., 2009; Yang et al., 2020b). O balanco ABA/GA determina a germinacéo ou a
manutencdo da dorméncia nas sementes da maioria das espécies de plantas (Tuan
et al., 2018). Neste contexto, foi mostrado que a luz vermelha desencadeia a
germinacao em sementes de Arabidopsis (Seo et al., 2006) e arroz (Kim et al., 2009)
ao elevar os niveis de GA, diminuindo a razdo ABA/GA. Além disso, a aplicacdo de
GA exbgeno as sementes fotoblasticas positivas reduz quase por completo a
necessidade de luz vermelha para germinagao (Dissanayake et al., 2010).

As alteracdes dos niveis de fito-horménios pelos comprimentos de onda do
vermelho (650 a 680 nm) e vermelho-extremo (710 a 740 nm) ocorrem via fitocromo,
fotorreceptores vegetais mais estudados e importantes para a promocdo da
germinacao sob luz vermelha e vermelha distante (Quail, 2002; Seo et al., 2009). Em
Arabidopsis, foram encontrados cinco tipos de fitocromos (phyA a phyE), e destes
phyA, phyB, phyD e phyE promovem a germinagéo, enquanto phyC atua de forma
antagonica (Lee et al., 2012; Arana et al., 2014). Estas respostas acontecem porque

a luz vermelha converte o fitocromo para forma ativa e induz a germinacéo, enquanto
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a luz vermelha distante inativa os fitocromos e inibe a germinacao (Seo et al., 2006).
Os fitocromos ativos atuam reprimindo a transcricdo de genes de biossintese e
sinalizacao de ABA, favorecendo a germinacéo (Seo et al., 2009; Gu et al., 2019).

Embora haja um importante avango no entendimento do controle dos
fitocromos sobre os mecanismos da germinacdo de sementes, certamente um
complexo sistema fotomorfogenético ocorre durante essa resposta devido, por
exemplo, a presenca de diferentes fotorreceptores vegetais controlados por diferentes
comprimentos de onda da luz (Carvalho et al.,, 2011a). Em outras palavras, se a
percepcdo da luz pelas plantas envolve diferentes fotorreceptores no controle do
crescimento durante todo ciclo de vida, entdo ndo € surpresa conjecturar que a
germinacdo de sementes também é modulada por outros fotorreceptores além dos
fitocromos. Por exemplo, os criptocromos, 0s quais sao proteinas que contém uma
flavina e uma pterina como cromoéforos para a luz azul (Wang et al., 2015; Mishra e
Khurana, 2017; Yang et al., 2017), séo fortes candidatos a moduladores do processo
de germinacéo. De fato, o componente azul do espectro luminoso (425 a 490 nm)
também é importante para o processo de germinacao, porém seu mecanismo de acao
ainda ndo foi bem esclarecido, pois pouco se sabe sobre o0s genes especificos
envolvidos na via de sinalizacdo da LA, bem como os responsaveis pela regulacéo da
germinacao, principalmente em sementes de eudicotileddneas (Stawska e Oracz,
2019).

Além disso, tem sido observado que as respostas desencadeadas pela LA
podem variar entre diferentes espécies, e depender do estado de dorméncia das
sementes (Tabela 1). Por exemplo, a LA é capaz de inibir a germinacao da grama
selvagem (Brachypodium distachyon) (Barrero et al., 2012) e azevém (Lolium rigidum)
(Goggin et al.,, 2008), enquanto induz da erva vegetal (Cleome gynandra)
(Nemahunguni et al., 2020) e Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) (Simlat et al., 2016).
Em Arabidopsis, a LA induz a quebra de dorméncia dependente de phyB e HY5,
através do controle da transcricdo de genes-chave relacionados a luz, GA e ABA
(Stawska e Oracz, 2019).



12

Tabela 1. Resumo do efeito da luz azul sobre a germinacao em diferentes espécies.

Esgéﬂfade Tratamento Efeito na germinacéao Referéncias
Trevo ~ 344 pmol m2s™t Reduz a taxa de Costa et al.
(Continua) germinacdo final. (2016)
P Aumenta a taxa e a .
. ~ 60 umolm=2s™ . Simlat et al.
Stevia (Continua) veloc_ldad~e de (2016)
germinacao.
-2 -1
Mostarda 4%#;‘8' (ra?l'o dz Reduz a taxa de Nawaz et al.
16?8 h) germinacdo final. (2018)
10 ymolm 2s 1 Reduz a velocidade e a Piterkova et al.
(Continua) taxa de germinacao final. (2012)
Tomateiro 10 pmolm 2s 1 Reduz a velocidade e a  Balarynova et al.
(Continua) taxa de germinacéo final. (2018)
Reduz a taxa de Izzo et al.
21
190 £ 5 pmolm ™s germinacdo final. (2020)
Braguipédio 38 umolm 2s ! Reduz a taxa de Barrero et al.
quip (Continua) germinacdo final. (2012)
Aumenta a taxa e a Nemahunguni et al
Cleome 0,2 umolm 2s 1 velocidade de g '
T (2020)
germinacao.
o Reduz a taxa de Hoang et al.
1 2
57,5 mol s 7'm germinacéo final. (2014)
Cevada Promove dorméncia em
o 1 ~ frn. Gubler et al.
26, 8 ymol m™s grdos de cevada recém
: (2008)
colhidos.
, Reduz a taxa de Evenari et al.
e 25 my (3 minutos) germinacdo final. (1957)
. P Inibe a germinacdo em Jacobsen et al.
2 1
Trigo 26, 8 ymol m™s gréos dormentes (2013)
38 umolm 2s 1t Aumenta a taxa e a Lariguet et al.
: . (Continua) veloc!dad? de (2013)
Arabidopsis germinacao.
.- Induz a germinacdo de Stawska e Oracz.
2 1
202 180 pmol m s sementes dormentes. (2019)

A percepcéo inicial do estimulo externo para o controle da germinacéo pela
LA pode depender dos criptocromos (Hofmann, 2014). Ao ser irradiado com LA, os
criptocromos séo fotoexcitados e passam do estado inativo a ativo, que pode acarretar
alteracdes biofisicas e bioquimicas que induzem a expressao de genes responsaveis
pelas respostas fisiologicas na planta (Wang et al., 2015; Mishra e Khurana, 2017).
Por exemplo, apés ser ativado, o criptocromo 1 (cryl) presente no ndcleo pode se
ligar a proteina “SUPRESS PHYTOCHROME” (SPA1) que inibe sua interagdo com
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“‘CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1” (COP1) e a formagdo do complexo
SPA1-COP1 responsavel pela regulacdo negativa dos fatores de transcricdo (FT)
“ELONGATED HIPOCOTIL 5” (HY5), “HY5-HOMOLOG” (HYH), “LONG AFTER FAR—
RED LIGHT 1" (LAF1) e “LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1" (HFR1) que séao
intermediarios do cryl na (via de sinalizagdo) modulacdo da expressdo génica
relacionada a LA (Mishra e Khurana, 2017; Wang et al., 2018). Assim, considerando
as evidéncias moleculares mais recentes, Barrero et al. (2014) usaram RNA de
interferéncia (RNAI) para silenciar genes codificadores para criptocromos (CRY1) de
cevada (Hordeum vulgare). Os resultados mostraram que, sob LA, as plantas
silenciadas apresentaram maior porcentagem de germinacédo dos grédos comparadas
ao controle. Curiosamente, os gréos das plantas modificadas também reduziram os
niveis de ABA, o mais importante indutor de dorméncia em sementes, sugerindo assim
que a dorméncia imposta pelo ABA em graos de cevada é modulada pelos
criptocromos. De fato, Gubler et al. (2008) haviam mostrado que a inibicdo da
germinacdo pela LA coincidiu com a inducdo do gene 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenease (NCED1), que codifica para a enzima NCED, a qual é parte da via
biossintética de ABA. De modo surpreendente, esses autores verificaram que a
expressdo de genes GA3o0x, que codificam para as enzimas chaves (giberelina-3
oxidase) da via de biossintese das GAs, foi aumentada. Além disso, a superexpressao
de CRY1 de trigo em Arabidopsis aumentou a sensibilidade ao ABA exdgeno durante
a germinacdo de sementes (Barrero et al., 2014). Ainda, o efeito da inibicdo da
germinacao pela LA em sementes de arroz e cevada coincidem com a repressao de
genes responsaveis pela biossintese de GAs (Gubler et al., 2008; Hirose et al., 2012;
Hoang et al., 2014). Em contraste, 0 cryl parece afetar positivamente a germinagao
em Arabidopsis, pois a perda de fungcdo no mutante cryl apresenta reducéo na taxa
de germinacao sob LA (Poppe et al., 1998; Lariguet et al., 2013). Em tomateiro, a LA
reprime a germinacdo de sementes (Fellner et al., 2002; Balarynova et al., 2018).
Entretanto, com excecao do efeito em sementes de cevada e arabidopsis, inexistem
estudos que expliguem como a germinacao de sementes de tomateiro € afetada pela
luz azul por meio de criptocromos.

De fato, no que diz respeito ao tomateiro, € escassa a exploracdo dos

mecanismos de controle da germinacéo de sementes por meio da sinalizacdo da LA.
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Um trabalho pioneiro em tomateiro mostrou que a LA inibiu a germinacdo dessa
espécie (Aneli, 1940). Seis décadas depois, durante a caracterizacdo do mutante 7B-
1 de tomateiro, esse gendtipo apresentou aumentada taxa de germinacdo sob LA e
na presenca de ABA, quando comparado ao controle (Fellner e Sawhney, 2002). Além
disso, os niveis de ABA no mutante 7B-1 foram reduzidos durante a germinacao sob
LA (Piterkova et al., 2012). Entretanto, esses eventos sao ainda bastante complexos
pois, somente sob dias longos, Fellner e Sawhney (2002) haviam mostrado que o
mutante foi mais sensivel ao ABA do que o controle para inibir a germinagdo de
sementes. Recentemente, Omidvar e Fellner (2015) verificaram que, embora a
mutacdo 7B-1 altere a sinalizacdo a LA, os criptocromos 1 e 2 (CRY1 e CRY2) e
fototropinas 1 e 2 (PHOT1 e PHOT2) ndo foram alterados no gendtipo mutante por
meio de analise da transcricdo génica, indicando, de fato, que a sinalizacdo da LA
durante a germinagdo em tomateiro envolve um intrincado mecanismo
fotomorfogenético, mas as informacgdes ndo passam dessas abordagens acima.
Contudo, embora haja evidéncias dos mecanismos envolvidos na sinalizacao
da LA durante a germinacdo de sementes, esse € um evento muito intrincado,
principalmente se considerado os efeitos indutores e inibitérios desse comprimento de
onda. Somada a essa complexidade, durante a germinacéo 0s criptocromos podem
depender da qualidade e quantidade da luz percebida. Visto que a fotoativacdo dos
criptocromos ocorre com reducao dos cromoforos durante percepcdo da LA, e tem
sido mostrado que esse evento pode ocorrer por meio de comprimentos de onda mais
curtos, tais como o UV-A (~320-400 nm), ou mais longo, tais como o azul (~400-490
nm) (Wang et al., 2015; Mishra e Khurana, 2017). Além disso, o uso de diferentes
irradiancias, considerando principalmente os comprimentos de onda do azul, podem
ser encontradas em diferentes espécies e, em uma ampla faixa de intensidades (0,2

a 344 ymol m 2 s 1), a LA pode promover ou inibir a germinagéo (Tabela 1).

2.5 Enzimas hidroliticas de reserva em sementes

As sementes sdo constituidas principalmente por reservas de proteinas,
carboidratos, lipideos e minerais que sao utilizados como nutrientes pelo embrido

durante a germinacgéo (Tan-Wilson e Wilson, 2012; Aguirre et al., 2018; Zhao et al.,
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2018). A guantidade e o tipo de reserva acumulada nas sementes podem variar,
dependendo da espécie; por exemplo, o milho apresenta maiores quantidades de
carboidratos, enquanto no feijdo ha predominéncia de proteinas, ja as sementes de
algodao e soja séo ricas em proteinas e lipideos (Nakagawa et al., 2018; Su et al.,
2018; Vogelsang-O’Dwyer et al., 2020; Chen et al., 2020b; Attia et al., 2021). Estas
reservas sao disponibilizadas para o embrido por acdo das enzimas hidrolases,
proteases e lipases ativadas durante a germinacgéo (Oracz e Stawska, 2016; Guzman-
Ortiz et al., 2019; Kaur et al., 2021).

Os carboidratos que podem influenciar na germinacdo de sementes foram
classificados em trés grupos: mananos, xiloglucanos e galactanos (Buckeridge et al.,
2000; Nonogaki, 2019). Devido sua estrutura quimica, oS mananos podem ser
divididos em manano puro, glucomanano e galactomanano, amplamente encontrados
no endosperma de sementes monocotiledéneas e dicotiledéneas, que além de serem
utilizados como compostos de reserva podem estar associados a restricio mecanica
para protusdo da radicula durante o processo de germinacéo (Buckeridge et al., 2000).
A hidrdlise completa dos galactomananos por enzimas como endo-B-mananase (EC
3.2.1.78), B-manosidase (EC 3.2.1.25) e a-galactosidase (EC 3.2 1.22) demonstraram
ser importantes no enfraquecimento do endosperma durante a germinacéao (Still e
Bradford, 1997; Mo e Bewley, 2003; Lara-Nufiez et al., 2009), e mudancas nas
propriedades do endosperma podem afetar de forma significativa o tempo de
emergéncia da radicula (Nonogaki, 2014). Portanto, estudos que avaliam tais enzimas
podem contribuir na elucidacé&o da germinagéo de sementes.

As sementes de tomateiro sdo consideradas como modelo para analisar 0os
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares da germinacdo de sementes
(Hilhorst et al., 1998). O endosperma da parede celular das sementes do tomateiro é
constituido principalmente por manose, glicose e galactose unidos em seus polimeros
(galactomanano ou galactoglucomanano) que dificulta a expanséo do embrido durante
a embebicdo da semente devido a rigidez que estes oferecem (Groot et al., 1988;
Dahal et al., 1997).

A endo-B-mananase € a enzima que realiza a quebra das ligagcbes internas
dos polimeros de manano, e sua atividade foi detectada tanto no endosperma lateral

qguanto micropilar, antes e depois da conclusdo da germinagdo de sementes de



16

tomateiro (Groot et al., 1988; Still e Bradford, 1997; Nonogaki et al., 1998; Nonogaki
et al.,, 2000; Moles et al., 2019). Assim, é proposto que esta enzima realize o
afrouxamento da parede celular e, a partir disto, facilite o rompimento das barreiras
fisicas pela radicula para permitir a germinacéo (Hilhorst et al., 1998; Mo e Bewley,
2003). Funcbes semelhantes ao observado em sementes de tomateiro foram
atribuidas para esta enzima em outras espécies como arabidopsis (lglesias-
Ferndndez et al., 2011), arroz (Ren et al., 2008), mostarda (Carrillo-Barral et al., 2018)
e cevada (Iglesias-Fernandez et al., 2020). A atividade da endo-B-mananase pode
ser testada por viscosidade, espectrofotometria e difusdo em gel (Downie et al., 1994),
sendo que esta ultima é amplamente utilizada, pela praticidade de aplicacédo do teste,
e sensibilidade de deteccédo da enzima (Still; Bradford, 1997; Mo; Bewley, 2003).

A atividade da B-manosidase também esta associada ao mecanismo de
hidrolise do galactomanano presente em sementes de tomateiro. A acdo da endo-3-
mananase resulta na liberacdo de manobiose e mannotriose que podem ser
hidrolisados a manose pela S-manosidase (Wang et al., 2005), e assim como visto
para endo-B-mananase, h4 aumento de sua atividade durante e ap6s a germinagao
(Mo e Bewley, 2002; Mo e Bewley, 2003).

J4 a enzima a-galactosidase age nas ramificacfes laterais de galactose da
cadeia principal do manano (Bassel et al., 2001; Feurtado et a., 2001; Ren et al.,
2007). Em acdo sinérgica, endo-B-mananase, B-manosidase e a-galactosidase
realizam a hidrélise do galactomanano em mannobiose, mannotriose e galactose
(Reid e Meier, 1973; Feurtado et a., 2001). Assim, a atividade da a-galactosidase
também é importante durante a germinacdo. Por exemplo, Bléchl et al. (2007)
observaram diminuicao na taxa de germinacdo de 25 % em relacdo ao controle, nas
sementes de ervilha embebidas com inibidor da a-galactosidase (1-
deoxygalactonojirimycin, DGJ). Os autores ainda observaram reducao nos niveis de
galactose e sacarose, fonte de energia para o crescimento do embrido, ou seja, a
restricdo da a-galactosidase pode afetar o suprimento de nutricdo ao embrido e, por
consequéncia, a germinacdo. Além disso, em determinadas condicfes, a acéo da a-
galactosidase pode ser essencial ao facilitar o acesso da endo-B-mananase a cadeia

principal do galactomanano (Lisboa et al., 2006).
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2.6 Interacdo entre luz e hormoénios na atividade de enzimas hidroliticas
associadas a germinacgao

O afrouxamento da parede celular esta sujeito a regulacdo luminosa e
hormonal. As hidrolases (endo-B-mananase, B-manosidase e a-galactosidase)
localizadas no endosperma das sementes podem ser induzidas por GAs, enquanto o
acido abscisico atua inibindo-as (Nonogaki et al., 1992; Feurtado et al., 2001; Mo e
Bewley, 2003). Nomaguchi et al. (1995) observaram que a atividade da endo-g-
mananase foi aumentada sob luz vermelha e diminuida pela luz vermelha distante, e
estes resultados foram correlacionados com aumento na taxa de germinagéo final.
Além disso, a atividade da a-galactosidase foi aumentada nos cotilédones de alface,
estimulada pela luz vermelha e acido giberélico durante a germinacdo (Leung e
Bewley, 1981), indicando a presenca de uma complexa interacéo entre sinal luminoso
e hormonios na atividade das hidrolases de reserva. De modo nao surpreendente o,
os fitocromos medeiam a sinalizacéo de luz vermelha, que promove o aumento na
atividade de hidrolases (Sanchez e Miguel, 1997; Arana et al., 2006).

Similarmente a luz vermelha, as andlises de germinacdo realizadas em
espécies como cevada, arroz e Arabidopsis indicam que a LA e o fotorreceptor cryl
pode controlar a ativacdo de genes responsaveis pela biossintese de GA e ABA
(Gubler et al., 2008; Jacobsen et al., 2013; Hoang et al., 2014) alterando 0s niveis
destes hormoénios nas sementes (Barreiro et al., 2014). Em consequéncia da alteracéo
no balangco ABA/GA, os criptocromos podem ter um papel na atividade das hidrolases
em sementes. Além disso, Dong et al. (2021) mostraram que a LA pode induzir a
atividade de a-amilase e B-amilase para a mobilizacdo de amido nas folhas de
tomateiro, mas este efeito foi significativamente reduzido nas folhas do mutante cryla,
indicando que este receptor influencia o acimulo de amido foliar regulando a atividade
enzimatica.

Coletivamente, estes estudos demonstram que o sinal luminoso, os
horménios e as enzimas de hidrélise do endosperma podem interagir para regular a
germinacao de sementes. Assim, considerando o fato de que GA e ABA influenciam
tanto a germinacdo quanto a atividade de hidrolases em sementes (Nakaune et al.,
2012), é possivel que a sinalizagdo da LA mediada pelo cryla interfira no balanco

ABAJ/GA, e diminua a atividade das hidrolases, suprimindo, desse modo, a germinagao
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em sementes de tomateiro. Pesquisas nessa area S80 necessarias para o aumento
da compreensdao dos mecanismos controlados pela LA na inducédo ou inibicdo da
germinacao de sementes, e determinar se a interferéncia da LA ocorre entre as vias

de sinalizacao dependente de fotorreceptores e hormonios.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivares e producédo de sementes

Para este estudo, foram utilizadas sementes de tomateiro (Solanum
lycopersicum L.). Os cultivares Moneymaker (“Wild Type” ou WT) e Micro-Tom (MT,;
usado como WT) foram usados como controle para os genétipos de grande e pequeno
porte, respectivamente. As sementes do mutante fotomorfogénico com perda na
funcdo no cryla (Weller et al., 2001), foram obtidas do “Tomato Genetics Resource
Center” (TGCR; Davis — Califérnia). Os mutantes procera (pro) e notabilis (not), ligados
as vias de sinalizacdo de giberelinas (GAs) e sintese de acido abscisico (ABA),
respectivamente, bem como as linhagens transgénicas MT-pGA20x::GUS e MT-
pRD29B::GUS que abrigam os promotores responsivos as GAs (pGA20x) e ao ABA
(pPRD29B) fusionados ao gene reporter uidA (B-glucuronidase, GUS) foram obtidos da
colecdo de mutantes de tomateiro mantida na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ-USP), Brasil (Carvalho et al., 2011), gentilmente cedidos pelo prof.
Dr. Lazaro Eustaquio Pereira Peres.

Para produzir as sementes utilizadas nos ensaios de germinacéo, todos os
gendtipos (tipo selvagem, mutantes e transgénicos) foram cultivados na mesma
época, obtendo lotes homogéneos de sementes. A producdo de mudas foi realizada
por meio de semeadura em bandejas contendo uma mistura 1:1 (v/v) de um substrato
comercial (BioPlant, Brasil) e vermiculita expandida e, ap6s germinarem, foram
mantidas em camara de crescimento com iluminacao artificial e Fotoperiodo de 12h.
Quinze dias apés a semeadura, as plantulas foram transferidas para os vasos
definitivos de cultivo.

WT e o mutante cryla foram cultivados em vasos de 10 L contendo um
Latossolo Vermelho eutroférrico. Entretanto, antes do cultivo, foi realizado a
amostragem do solo, seguida de analise quimica e fisica, conforme metodologia
proposta por Raij et al. (2001), obtendo os seguintes resultados: pH (CaCl2): 5,5;
matéria organica: 22 g dm= ; Argila: 23%; Silte: 13%; Areia; 64%; P (resina): 24 mg
dm3; P (Mehlich): 19 mg dm3; K: 9,7 mmolc dm3; Ca: 24 mmolc dm ; Mg: 12 mmolc
dm=; S: 8 mg dm=; Al: 0 mmolc dm= ; H+Al: 19 mmolc dm3; Soma de base : 45
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mmolc dm3; CTC: 64,5 mmolc dm e Saturacéo por bases: 71%. Em cada vaso foram
aplicados 4 g de P20s5,0,3g N e 1,5 g K20 e 0,018 g B. Além disso, foram aplicadas
adubacdes de manutencdo com NPK, de acordo com as recomendacdes para o
cultivo de tomate propostas por Raij et al. (1996). ApGs a emisséo dos botdes florais,
foram pulverizados 6 g L de CaCl: via foliar, a cada duas semanas. Os genotipos,
MT, pro e not, MT-pGA20x::GUS e MT-pRD29B::GUS foram cultivados em vasos de
0,5 L preenchidos com uma mistura de vermiculita e substrato comercial (BioPlant
Brasil) (1: 1 v/ v), fertilizado com 2 g do fertilizante osmocote de liberagéo controlada
(FORTH Cote, Brasil). O cultivo de todos os genotipos foi realizado em casa de
vegetacao sob luz e temperatura natural, com temperatura média durante o ciclo de
24 °C (DP % 2,85°C) e umidade relativa de 51 % (DP * 5,84%) com fotoperiodo de 12
h e densidade de fluxo de fétons fotossintético (450 a 700 nm) de ~ 570 umol m? st
ao meio-dia. Os frutos foram colhidos no estadio 6 (vermelho maduro) (Bewley et al.,
2000). As sementes, extraidas dos frutos maduros com mucilagem, foram cobertas
com leveduras (Saccharomyces cerevisae) liofilizadas e deixadas em repouso por 48
horas para que ocorra fermentacéo, necessaria para a retirada da mucilagem que fica
em volta da semente, e posteriormente lavadas em agua abundantemente e secas
lentamente em papel filtro Whatman (n°1). As sementes foram utilizadas entre duas e

guatro semanas apos serem colhidas.

3.2 Condicbes de germinacéo

As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sédio a 5% por trés
minutos, e entdo lavadas com agua deionizada. Amostras de 40 sementes foram
semeadas sobre duas folhas de papel de filtro Whatman N°. 1 umedecidas com 5 mL
de agua deionizada, em placas de Petri (90 x 15 mm). Para os experimentos com
aplicacao exégena de hormdnios, as sementes foram colocadas para germinar sobre
duas folhas de papel de filtro Whatman N°. 1 umedecidas com 5 mL de solucdes de
ABA (0,25 pmol) (Sigma) ou GAs (5 umol) (Sigma), em placas de Petri (90 x 15 mm).
As placas foram embrulhadas com papel aluminio para germina¢cdo no escuro, ou

expostas a luz azul continua nas seguintes intensidades: 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m?s-
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1, com diodos emissores de luz (LEDs) azul monocromatica com pico em 456 nm,
interligados a dimerizadores para ajustar as intensidades da luz, e acoplados a uma
camara de germinacdo a 25°C. Cada intensidade foi ajustada por meio de
dimerizadores, com auxilio de um espectroradibmetro portatil (modelo SN-SP-144;
Photon Systems Instruments, Drasov, Republica Checa).

O numero de sementes germinadas foi contabilizado a cada 12 h, por cinco
dias, sendo considerada germinada a semente com a presenca da radicula visivel
(aproximadamente 2 mm). As sementes germinadas foram contabilizadas sob luz
verde de seguranca a 2 pmol m?2 s (Barrero et al., 2012). Com o auxilio do software
R versao 4.0.2 (R Development Core Team, 2015), foram realizados os calculos da
porcentagem de germinacao (G%), indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo
para que ocorresse 50% de germinacgéao (T50). O pacote 'SeedCalc' foi acessado para

os calculos usando as funcdes '‘GermCalc' e “Nseeds” (Silva et al., 2019).

3.3 Extracgao e atividade de enzimas hidroliticas

Para avaliar a atividade das enzimas endo-g-mananase (EC 3.2.1.78), B-
manosidase (EC 3.2.1.25) e a-galactosidase (EC 3.2 1.22), seguiu-se metodologias
propostas anteriormente (Still et al., 1997; Mo e Bewley, 2003; Lara-Nufiez et al.,
2009). Resumidamente, amostras de 20 sementes de cada repeticdo coletadas em
dois momentos: 36 e 72 h apds a semeadura, e entdo foram maceradas em nitrogénio
liquido, e adicionado 500 ul de tampdo HEPES-KOH 0,1 M pH 8. O material obtido foi
centrifugado a 11000 g por 15 minutos a 4° C, e o sobrenadante coletado utilizado
para avaliacdo da atividade da endo-B-mananase e a-galactosidase. O pellet foi
ressuspenso em 300 pl de tampéo HEPES-KOH 0,1 M pH 8 com 0,5 M de NaCl, e o
extrato utilizado para avaliar a atividade da 8-manosidase.

A atividade da endo-B-mananase foi avaliada por difusdo em gel, seguindo
metodologia proposta por Still et al. (1997), com algumas modificagdes. O substrato
locust bean gum (Sigma), 0.1% (w/v) foi dissolvido em tampé&o Mcllvaine pH 5,0 (0,1
M acido citrico, 0,2 M NazHPO3), adicionado a este, 0,8% (w/v) de agarose (sigma)
em temperatura de 150 °C, até borbulhar. Apés breve resfriamento, 30 mL do gel foi

aplicado em placas de petri descartaveis, deixadas sob 16 °C para solidificacédo por 3
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horas. Foi construido pocos de 2 mm de diametro, e o gel retirado por suc¢ao com
pipeta. A estes pocos foram adicionados 4 pL do extrato de cada amostra, e as placas
foram incubadas no escuro a 25° C por 24 h. A revelacao foi realizada com 0,5% (w/v)
de Congo red (Sigma), seguido de tampé&o Mcllvaine pH 7,0 (0,1 M acido citrico, 0,2
M Na2HPO3s). O didmetro das areas hidrolisadas pela enzima no gel foi medido em
duas direcBes (Figuras 1, 2, 3 e 4 do Apéndice). A atividade da enzima foi expressa
com base em uma curva (1 a 75 pmol) obtida com endo-B-mananase de Aspergillus
niger (Megazyme).

A atividade da B-manosidase foi avaliada pela combinacao de 60 pL de extrato
com 90 pL do substrato enzimatico p-nitrophenyl b-Dmannopyranoside a 2 mM
(Sigma) em tampao Mcllvaine pH 5 (0,1 M &cido citrico, 0,2 M Na2HPQO3) por 2 h a 37
°C. A reacéo foi cessada pela adi¢do de 75 uL de carbonato de sodio a 0,2 M. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405 nm.
O coeficiente de extincao para p-nitrophenol, 18,400 foi usado no calculo (Reid e Meier
1973), e a atividade expressa em pmol min - mg proteina** (Mo e Bewley, 2003).

A atividade da a-galactosidase foi realizada com base nos métodos de Lara-
Nufiez et al. (2009), com modificacdes. A mistura de reacao conteve 75 uL do tampéao
Mcllvaine pH 4,5 (0,1 M acido citrico, 0,2 M Na:HPO3), 15 uL de substrato p-
nitrophenil-a-D-galactopyranoside (sigma) a 10 mM dissolvidos em tampao Mcllvaine
pH 5,0 (0,1 M &cido citrico, 0,2 M NazHPO3). A esta mistura foi adicionado 60 uL de
extrato de cada amostra, e incubado por 15 min a 37°C. A reacéo foi interrompida com
a adicAo de 75 pL de Na2COs (Sigma). As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 405 nm. O coeficiente de extin¢do para
p-nitrophenol, 18,400 foi usado no célculo (Reid e Meier 1973), e a atividade expressa

em pmol min - mg de proteinat.

3.4 Quantificacdo de proteinas

Para a andlise de proteinas nas amostras, a absorbancia foi medida em 595
nm usando um espectrofotdmetro (Beckmam). A quantificagcdo das proteinas foi
realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando uma curva de soro albumina

bovino. O contelido de proteina foi expresso em mg gt MF.
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3.5 Isolamento de RNA, sintese de cDNA e analise de expressao génica por
RT-PCR quantitativo

Amostras de 60 sementes foram postas para germinar sobre duas folhas de
papel de filtro Whatman N°. 1 umedecidas com 5 mL de agua deionizada, em placas
de Petri (90 x 15 mm), e incubadas no escuro ou sob 10 pmol m?2 s** de LA, por 72 h
a 25 °C. As amostras foram coletadas as 36 e 72 h apos a embebicédo, sendo
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenada posteriormente a -80
°C. O RNA total foi extraido de aproximadamente 100 mg das amostras, usando
ReliaPrep TM RNA Tissue Miniprep System (Promega) de acordo com as instrucoes
do fabricante. o RNA total e a integridade das amostras foram previamente analisados
usando espectrofotbmetro e gel de agarose a 1% (p / v). O RNA extraido foi dissolvido
em agua livre RNase e armazenado a -80°. Para a sintese de CcDNA,
Aproximadamente 1 ug de RNA total foi tratado com DNase (DNase | Amplification
Grade, Thermo Fisher Scientific) por 30 min em temperatura ambiente e o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado usando o kit SuperScript ® IV Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instru¢des do fabricante.

As reacfes quantitativas de PCR (qPCR) foram realizadas usando o sistema
StepOnePlus TM Real-Time PCR System (Applied Biosystems) usando 10 pl de
mistura de reagdo composta por 5 yL de Power SYBR verde 2X (Thermo Fisher
Scientific), 2 yL de amostra de cDNA e 200 nM de cada primer (Forward e Reverse).
Para todos 0s genes os ciclos de reacao foram: etapa inicial de desnaturacdo de 10
min a 95 ° C, seguida por 40 ciclos com 15 s 95 °C, 30 s 55/60 °C e 30 s 72 °C. Os
resultados de fluorescéncia foram analisados usando o software LingReg PCR, e para
normalizar as reacdes de gRT-PCR, os valores médios de dois genes referéncia foi
usado como padrao interno, SI-EXPRESSED e SI-CAC, usados frequentemente para
normalizar dados em tomateiro (Cruz et al., 2018). As sequéncias dos primers

especificos para cada gene encontram-se na Tabela 1 do apéndice.

3.6 Analise histoquimica e espectrofotométrica da B-glucuronidase (GUS)
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A anadlise da expressdo de pGA20x::GUS e pRD29B::GUS em resposta as
intensidades da LA foram realizadas com sementes as 36 e 72 h, apds a semeadura,
seguindo metodologia proposta por Goren et al. (2017). As sementes coletadas em
cada tempo foram cortadas ao meio com lamina de barbear e colocadas em solugao
de coloracdo GUS [0,75 mg/ml de X-gluc, 50 mM NaPOa (pH 7), 0,1 mM KsFe(SCN)6,
0,1 mM KsFe(SCN), 6, 1 mM EDTA, 20% metanol, transferidas para o vacuo em
temperatura ambiente por 5 min. Apoés isso foram incubadas no escuro por 2 h a 37
°C. Apo6s a coloragdo, as sementes foram lavadas em etanol a 70%, e entdo
fotografadas. A quantificacdo da atividade da GUS nas sementes foi realizada
seguindo metodologia adaptada de Khan et al. (2011), que baseia na capacidade da
GUS de hidrolisar o substrato p-nitrofenol -D-glucuronideo (PNPG), formando o p-
nitrofenol (PNP). Para isso, aproximadamente 200 mg de sementes foram maceradas
em 500 uL de tampédo de extragdo (50 mM NaPOs (pH 7), contendo 10 mM de
mercaptoetanol, 1 mM de EDTA e 2% PVPP), sendo posteriormente centrifugado a
10.000 g por 5 minutos. A mistura reacional continha 170 pyL de tampéao de reagao (50
mM NaPOas (pH 7), contendo 10 mM de mercaptoetanol), 20 yL de substrato PNPG
(Sigma-Aldrich) 10 mM dissolvido em tampéo de extragédo e 10 yL do extrato de
proteina, e incubado a 37 ° C. Ap6s 1,5 h foi adicionado o reagente de parada Na2CO3
(0,4 M, pH 11), e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 405 nm. Uma curva padréo de PNP (Sigma-Aldrich) em 50 mM NaPOa (pH
7) foi utilizada para o calculo, e a atividade GUS expressa ymol PNP min ~* mg de

proteina.

3.7 Esquema experimental e analise dos dados

O 1° experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso e
arranjo fatorial do tipo 6 x 2, seis condi¢des de luz (escuro (0), 1, 5, 10, 15 e 25 pmol
m-2 s 1 de LA) e dois gendtipos MT e pro ou MT e not, com seis repetices (trés
utilizadas para avaliacdo de germinacgéo e trés para analises bioquimicas), composta

por 40 sementes. O 2° e 0 3° experimento, foram realizados em delineamento
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inteiramente ao acaso, sendo cada cultivar transgénica; MT-pGA20x::GUS e MT-
PRD29B::GUS em seis condicdes de luz (escuro (0), 1, 5, 10, 15e 25 umol m 2 st de
LA), com trés repeticdes de 40 sementes, cada gendtipo. O 4° experimento, utilizado
para verificar as diferengcas entre WT e cryla foi montado em delineamento
inteiramente ao acaso e arranjo fatorial do tipo 6 x 2, sendo seis condi¢cdes de luz
(escuro (0), 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s*1 de LA) e dois genétipos (WT e cryla) com
seis repeticdes (trés utilizadas para avaliagdo de germinacdo e trés para andlises
bioquimicas), composta por 40 sementes. No 5° e 6° experimento realizou-se
aplicacdo exdgena de GAs e ABA, respectivamente, ambos em delineamento
inteiramente ao acaso e arranjo fatorial do tipo 6 x 2, sendo seis condi¢des de luz
(escuro (0), 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s~ * de LA) e dois gendtipos (WT e cryla) com
seis repeticdes (trés utilizadas para avaliacdo de germinacdo e trés para andlises
bioguimicas), composta por 40 sementes. Preliminarmente, foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA) em todos os experimentos, e quando houve diferencas
significativas no teste F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, com auxilio do software Agro Estat (www.agroestat.com).
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4. RESULTADOS

Este trabalho teve como foco principal investigar, por varios aspectos
(fisiolégicos, bioquimicos e moleculares), a influéncia da LA sobre a germinacao de
sementes de tomateiro. Primeiro, analisamos os efeitos da LA e sua associa¢cdo com
0s hormonios ABA e GAs (usando sementes defectivas em NCED e DELLA), e seu
papel relativo na atividade de enzimas que degradam o endosperma. Posteriormente,
analisamos os efeitos da sinalizacédo da LA mediada pelo fotorreceptor cryla (usando
sementes defectivas no cryla) na reducao ou aumento da sensibilidade das sementes
a aplicacdo exdgena de ABA e GA, atividade de hidrolases, e sua funcéo na expressao
de genes ligados ao metabolismo de ABA e GAs.

4.1 Efeito daluz azul nataxa de germinacdo de sementes de tomateiro defectivo
na biossintese do ABA e sinalizacao de GAs

Para investigar se a LA interage com as vias dos hormonios ABA e GAs,
comparamos a taxa de germinacao das sementes da cultivar Micro-Tom (MT) com a
dos mutantes procera (pro) e notabilis (not), defectivos nas vias de sinalizacao de GAs
e sintese de ABA, respectivamente. Nés observamos que, independentemente do
gendtipo, a taxa de germinacao (G%) e o indice de velocidade de germinacao (IVG)
foram diminuidos sob LA, em relacdo ao escuro (Figura 1, Tabelas 2 e 3 do Apéndice).
Entretanto, tanto a G% quanto o IVG foram maiores nos mutantes, enquanto o tempo
para atingir 50% de germinacdo (T50) foi diminuido, quando comparados ao MT
(Figura 1, Tabelas 2 e 3 do Apéndice), indicando que DELLA e NCED estédo envolvidos
nas respostas induzidas pela LA para fotoinibicdo da germinacdo em sementes de

tomateiro.
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Figura 1. Analise da germinagdo em diferentes condi¢Bes de luz azul. As sementes
do controle Micro-Tom (MT), e dos mutantes notabilis (not) e procera (pro)
foram germinadas em substrato de papel umedecido com &gua, no escuro
(A), ou sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E) e 25 (F) umol m-? s 1 de luz azul
continua. A taxa de germinacéao foi contada a cada 12 h por um periodo de
120 h. Cada ponto representa a média + SE de trés réplicas com 40
sementes por repetigdo. Os asteriscos vermelho e verde representam not e
pro, respectivamente, e indicam diferencas entre o mutante e a cultivar MT
(teste de Tukey, p <0,05).

4.2 Efeito da luz azul na atividade de hidrolases em sementes de tomateiro
defectivo na biossintese do ABA e sinalizacdo de GAs

Considerando o fato de que as mudancas na atividade das enzimas

relacionadas a hidrélise do endosperma da semente refletem no processo de
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germinacao, analisamos a atividade das hidrolases em dois momentos contrastantes
do processo de germinacao, 36 e 72 h apds a embebicdo das sementes. As maiores
intensidades da LA (5 a 25 pmol m s'1) promoveram um efeito negativo na atividade
das enzimas em todos 0s gendtipos as 36 h, exceto para endo-B-mananase no MT
(Figura 2 e Tabela 4 do Apéndice). Entretanto, comparando-se 0s genotipos, a
atividade da endo-B-mananase foi maior nos mutantes em relacdo ao MT na condicéo
de escuro (Figura 2A), enquanto sob LA nenhuma diferenca significativa foi observada
entre os genotipos (Figura 2B-F). As 72 h, a atividade da endo-B-mananase
permaneceu maior no mutante pro, em relacdo ao MT, e ndo houve diferenca entre
0S genotipos sob LA (Figura 2).

A atividade da B-manosidase foi reduzida nas maiores intensidades da LA,
independentemente do gendtipo (Figura 2). Notavelmente, houve tendéncia de maior
atividade da B-manosidase nos mutantes, em relacdo ao cultivar MT as 36 h (Figura
2 e Tabela 5 do Apéndice). Por outro lado, as 72 h, a atividade desta enzima foi
reduzida no mutante not, nas intensidades 1, 5 e 15 pmol m? s de LA (Figura 2). Ao
mesmo tempo, de 5 a 25 pmol m? s de LA, a atividade da B-manosidase foi maior
no pro, comparado com MT (Figura 2I-M).

Em relacdo a a-galactosidase, aumentos pontuais em sua atividade foram
observados as 36 h no mutante not, nas condi¢Ges de escuro, 5 e 15 pmol m? s de
LA, comparado ao MT (Figura 2 e Tabela 6 do Apéndice). No mutante pro, a atividade
a-galactosidase foi aumentada no escuro, em 5, 10 e 15 pmol m2 s de LA (Figura 2).
As 72 h, houve reducdo na atividade da a-galactosidase no mutante not,
independentemente das condi¢des de luminosidade (Figura 2N-S). Ao mesmo tempo,
com excecdo a condicdo de escuro e 15 pmol m? s? de LA, foi observado maior
atividade da a-galactosidase no mutante pro, em relacédo ao MT (Figura 2).

Em conjunto, estes resultados indicam que, além das mudancas significativas
na atividade das enzimas entre os genotipos, a LA regula a atividade das hidrolases
nos estagios iniciais da germinacéo (36 h), reduzindo a atividade enzimatica com o

aumento da intensidade da LA, independente do genatipo.
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Andlise de atividade enzimética na germinacdo em diferentes condicfes de

luz. As sementes do controle Micro-Tom (MT), e dos mutantes notabilis (not)
e procera (pro) foram germinadas em substrato de papel umedecido com
agua, no escuro (A), ou sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E) e 25 (F) umol m"? s
1 de luz azul continua. As sementes foram coletadas as 36 e 72 h apés a
embebic&o. Os asteriscos sobre as barras indicam diferengas significativas
entre o mutante e a cultivar MT (teste de Tukey, p <0,05).
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4.3 Efeito da luz azul na expressao de genes induzidos por GA e ABA

A fim de compreender melhor como a LA inibe a germinacao, utilizamos
sementes de tomateiros transgénicos que expressam o reporter B-glucuronidase
(GUS) fusionado aos promotores de GA20x e RD29B, que sao responsivos a GA e
ABA, respectivamente (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1993; Seo et al., 2006;
Christmann et al., 2005; Dayan et al., 2012). Inicialmente, constatamos que esses
genotipos apresentavam sensibilidade aos tratamentos de luz, e de forma semelhante
as observacdes do estudo de germinacao anterior, a G% e IVG foram reduzidos pelo
aumento na intensidade de LA, em comparacdo com a condicdo escura (Figura 5 do
Apéndice, Tabelas 7 e 8 do Apéndice). Além disso, o T50 foi aumentado sob LA em
relacdo ao escuro (Tabela 8 do Apéndice).

As andlises histoquimicas e espectrofotométricas da GUS realizadas as 36 h,
mostraram a coloracdo GUS de pGA20x::GUS na regido mediana do eixo embrionario
e no endosperma, com maior atividade da GUS em sementes expostas ao escuro, em
relagdo a LA (Figuras 5A e 6 do Apéndice). Por outro lado, as 72 h, a coloragdo GUS
foi fortemente reduzida em sementes expostas ao escuro, comparadas a 25 pmol m2
st de LA (Figura 6 do Apéndice).

Quanto ao pRD29B::GUS, uma forte coloracdo GUS foi observada em todas
as regides do embrido e endosperma, as 36 h, principalmente na regidao da micropila
(Figura 6 do Apéndice). Nessas condigdes, observamos maior atividade da GUS em
sementes embebidas no escuro, comparadas as sob LA (Figura 5D do Apéndice). As
72 h, independentemente da condicdo de luz, todas as regibes do embrido e
endosperma mantiveram uma forte coloracdo GUS; porém, a atividade da GUS foi
reduzida significativamente em sementes expostas ao escuro ou sob 1 e 5 pmol m-2
st de LA, comparadas as maiores intensidades luminosas (Figuras 5D e 6 do
Apéndice). Além disso, as sementes germinadas exibiram coloragdo GUS nas pontas
das radiculas, principais regides de sintese do horménio ABA. Considerando a
especificidade dos promotores utilizados (GA20x e RD29B), nossos resultados
sugerem que a LA altera os niveis relativos de GA e ABA nas sementes durante a

germinacao.
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4.4 Efeito da sinalizacdo da LA mediada pelo fotorreceptor cryla na germinacao

Com o objetivo de verificar os efeitos da sinalizacdo da LA na regulacéo da
germinacao do tomateiro, sementes do mutante cryla e seu controle correspondente
WT foram utilizadas em ensaios de germinacado, sob diferentes intensidades da LA.
Para ambos os gendtipos, a LA promoveu reducdo da G%, em relagdo ao escuro
(Figura 3 e Tabela 9 do Apéndice). Entretanto, esses efeitos negativos da LA sobre a
germinacao foram diminuidos com o aumento do tempo de embebicéo das sementes,
sobretudo no WT. Quando comparados 0s genaétipos, na condicdo de escuro, a G% e
IVG aumentaram significativamente no cryla apos 48 h de embebicdo das sementes
(Figura 3A e Tabelas 9 e 10 do Apéndice). Por outro lado, de 1 a 25 umol m? s de
LA, tanto a G% quanto o IVG foram diminuidos no mutante (Figura 3B-F e Tabelas 9
e 10 do Apéndice). Nessas mesmas condi¢bes, o T50 aumentou em cryla (Tabela
10), indicando que a atividade biologica do cryla contribui para o vigor germinativo
em sementes desta espécie, diminuindo o tempo entre a embebic&o e a conclusdo da

germinacao sob LA.
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Figura 3. Andlise da germinacédo em diferentes condi¢cdes de luz. As sementes do tipo
selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram germinadas em substrato de
papel umedecido com agua, no escuro (A), ou sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15
(E) e 25 (F) umol m-2 s ! de luz azul continua. A taxa de germinacéo foi
contabilizada a cada 12 h por um periodo de 120 h. Cada ponto representa
a média + SE de trés réplicas com 40 sementes por repeticdo. Diferencas
entre as médias em cada ponto sdo mostradas com asteriscos (teste de
Tukey, p <0,05).

Para verificar o possivel envolvimento do cryla com os principais horménios
reguladores da germinacéo (isto €, ABA e GA), as taxas de germinacédo de sementes
de WT e cryla foram avaliadas em condi¢cfes distintas de luz, na presenca de GAs
(Figura 4 e Tabelas 11 e 12 do Apéndice) ou ABA (Figura 5 e Tabelas 13 e 14 do
Apéndice).
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No escuro, o0 GAs estimulou aumentos na G% de ambos 0s genotipos, em
relacdo as sementes embebidas sob LA (Figura 4 e Tabela 11 do Apéndice).
Entretanto, sob LA, a G% e IVG do mutante foram reduzidos, em comparagdo com
WT (Figura 4, Tabelas 11 e 12 do Apéndice). Esses resultados mostram que a

aplicacédo de GAs ndo recupera a perda de fungdo no receptor cryla sob LA.
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Figura 4. Analise da germinacgéo em diferentes condi¢fes de luz. As sementes do tipo
selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram germinadas em substrato de
papel umedecido com GAs, no escuro (A), ou sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E)
e 25 (F) umol m 2 s ! de luz azul continua. A taxa de germinacéo foi
contabilizada a cada 12 h por um periodo de 120 h. Cada ponto representa
a média + SE de trés réplicas com 40 sementes por repeticdo. Diferencas
significativas entre as médias em cada ponto sdo mostradas com asteriscos
(teste de Tukey, p <0,05).

Quando as sementes de ambos 0s genotipos foram embebidas em ABA, o
efeito inibitorio da LA sobre a germinacéo foi potencializado, reduzindo a G% e o IVG,



34

em relacdo as sementes embebidas na condicado de escuro (Figura 5, Tabelas 13 e

14 do Apéndice). Nessas mesmas condi¢bes, houve aumento no T50 de ambos os

genotipos, principalmente nas maiores intensidades de LA (Tabela 14 do Apéndice).
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Analise da germinacdo em diferentes condi¢gfes de luz. As sementes do tipo
selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram germinadas em substrato de
papel umedecido com ABA, no escuro (A), ou sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E)
e 25 (F) umol m 2 s~ ! de luz azul continua. A taxa de germinacgéo foi
contabilizada a cada 12 h por um periodo de 120 h. Cada ponto representa
a média £ SE de trés réplicas com 40 sementes por repeticdo. Diferencas
significativas entre as médias em cada ponto sdo mostradas com asteriscos
(teste de Tukey, p <0,05).

Curiosamente, na condi¢cdo de escuro a G% do cryla foi maior que do WT,

entre 60 e 108 h apds a embebicdo das sementes (Figura 5A). Por outro lado, sob LA,

o WT exibiu maior toleréncia ao efeito inibitério do ABA sobre a germinacdo, em
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relacdo ao mutante cryla (Figura 5B-F). Somados, a diminuicdo da responsividade ao
GAs e a amplificacdo do efeito inibitorio do ABA na germinagéo de ambos os gendtipos
sdo um indicativo de que os mecanismos controlados pela LA envolvem uma via

complexa entre a sinalizacdo de luz e hormdnios por meio do cryla.

4.5 Efeito da sinalizacdo da LA mediada pelo fotorreceptor cryla na atividade de

hidrolases em sementes de tomateiro

As enzimas envolvidas no enfraquecimento do endosperma apresentaram
variacdes em suas atividades, dependendo do gendtipo e condicao de luz (Figuras 6,
7 e 8). Porém, diferentemente da germinacdao, tanto para o WT quanto para o mutante
cryla, ndo foi possivel observar tendéncia de reducdo ou aumento na atividade
enzimatica pelo aumento da intensidade da LA, independentemente da condi¢cédo de
embebic&o das sementes (Tabelas 15-23 do Apéndice).

Quando as sementes foram embebidas em agua, foi observada reducéo da
endo-B-mananase no mutante cryla sob 1 e 5 umol m-? s~ 1, e aumento sob 15 pmol
m-? s 1 de LA, em comparacédo com o WT as 36 h (Figura 6A e F). Exceto sob 1 e 15
umol m-? s* ! de LA, também foram observadas redu¢bes da endo-8-mananase no
mutante cryla, em relagdo ao WT as 72 h. A atividade da 8-manosidase foi aumentada
no mutante, comparado com o WT na condi¢do de escuro ou sob 10 e 15 pmol m 2 s
1 de LA, as 36 h (Figuras 6G, J e L). Ao mesmo tempo, sob 5 e 25 pymol m2 s 1 de LA
foi observada uma redugéao da B-manosidase no mutante, em relagdo ao WT (Figuras
6l e M). Apés 72 h de embebicdo das sementes, o mutante cryla exibiu maior
atividade da B-manosidase sob 5 umol m-2 s 1 de LA (Figuras 61), e menor na condi¢éo
de escuro e 25 pmolm-?s 1 de LA, em relacdo ao WT (Figuras 6G e M). Curiosamente,
com excecdo de 10 umol m-? s-! de LA, a atividade da a-galactosidase foi maior no
mutante cryla, comparado ao WT as 36 h (Figuras 6N-S). Além disso, também foram
observadas diferencgas significativas entre os genotipos as 72 h, com maior atividade
da a-galactosidase no mutante cryla na condicdo de escuro, e sob 10 e 15 pmol m-?
s 1 de LA, em relacdo ao WT (Figuras 6N, Q e R).
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Andlise de atividade enzimética na germinacao em diferentes condicdes de
luz. As sementes do tipo selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram
germinadas em substrato de papel umedecido com agua, no escuro (A), ou
sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E) e 25 (F) umol m-? s~ 1 de luz azul continua.
As sementes foram coletadas as 36 e 72 h apdés a embebicdo. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas entre as cultivares, em cada
condicéo de luz (teste de Tukey, p <0,05).

Quando embebidas em solugdo de GAs, as sementes do mutante cryla

apresentaram reducéo da endo-B-mananase na condicdo de escuro e sob 1 e 5 umol
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m-2s 1 de LA, e aumento sob 15 umol m 2 s ! de LA, em comparagdo com o WT as
36 h (Figura 7A-F). No escuro, e sob 1 e 15 pmol m 2 s~ ! de LA, também foram
observadas reduc¢fes da endo-B-mananase no mutante cryla, em relacdo ao WT as
72 h (Figura 7A, E-F). A atividade da B-manosidase foi aumentada no mutante cryla,
na condicdo de escuro, e diminuida sob 5 pmol m 2 s** de LA, em relagdo ao WT as
36 h (Figura 7G e 1). As 72 h, o mutante cryla exibiu menor atividade da 8-manosidase
sob 10 e 15 pmol m 2 s** de LA (Figura 7J e L), e maior sob 25 pmol m-? s~ 1 de LA,
em relacdo ao WT (Figura 7M). Quanto a a-galactosidase, foi observado maior
atividade no mutante cryla na condi¢do de escuro ou sob 15 pmol m-2 s 1 de LA,
comparado ao WT as 36 h (Figura 7N e S). Ao mesmo tempo, nas sementes do
mutante cryla houve menor atividade da a-galactosidase sob 5, 10 e 25 umol m 2 s°1
de LA, comparado com WT (Figura 7P, Q e S). As 72 h, foi observado aumento na
atividade da a-galactosidase no mutante cryla sob 5, 10, 15 e 25 umol m-2 s'! de LA,

em relacdo ao WT (Figura 7P-S).
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Figuras 7. Andlise de atividade enzimatica na germinacao em diferentes condi¢des de
luz. As sementes do tipo selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram
germinadas em substrato de papel umedecido com GAs, no escuro (A), ou
sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E) e 25 (F) umol m 2 s~ * de luz azul continua.
As sementes foram coletadas as 36 e 72 h apos a embebicdo. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas entre as cultivares, em cada
condicao de luz (teste de Tukey, p <0,05).

Quando as sementes foram embebidas em solucédo de ABA, a atividade da

endo-B-mananase foi diminuida no mutante cryla sob 10 e 15 umolm?2s 1 de LA, em
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comparacdo com o WT as 36 h (Figura 8D-E). As 72 h, houve aumento na atividade
da endo-B-mananase no mutante cryla na condicdo de escuro ou sob 1 umolm-2s1
de LA, e diminuicdo sob 5, 10 e 15 pmol m 2 s ' de LA, em relacédo ao WT (Figura 8A-
F). A atividade da B-manosidase foi aumentada no mutante cryla na condicdo de
escuro ou sob 1 umol m-? s'1 de LA, e diminuida em 10 e 15 pmol m 2 s* ! de LA,
comparado com o WT as 36 h (Figura 8G-M). As 72 h, houve maior atividade da S-
manosidase no mutante cryla na condi¢éo de escuro ou sob 1 e 15 pmol m 2?2 s** de
LA, comparado com WT (Figura 8G, H e L). Curiosamente, tanto as 36 h quanto em
72 h, a atividade da a-galactosidase foi diminuida no mutante cryla, na condicdo de
escuro ou sob 1 pmol m-2s ! de LA, guando comparado ao WT (Figura 8N). Ao mesmo
tempo, sob 15 e 25 pumol m2 s** de LA a atividade da a-galactosidase foi aumentada
no mutante, em relagdo ao WT (Figura 8R e S).
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Figura 8. Analise de atividade enzimatica na germinacdo em diferentes condicdes de
luz. As sementes do tipo selvagem (WT) e do mutante (cryla) foram
germinadas em substrato de papel umedecido com ABA, no escuro (A), ou
sob,1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E) e 25 (F) umol m-2 s-* de luz azul continua.
As sementes foram coletadas as 36 e 72 h ap0s a embebicdo. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas entre as cultivares, em cada
condi¢éo de luz (teste de Tukey, p <0,05).
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4.6 Efeitos da LA nos padrdes de expresséo de genes ligados a percepgéo da
luz pelo cryla e metabolismo das GAs e ABA nas sementes

Para melhor compreender a possivel relacdo entre a sinalizacdo da LA e as
vias das GAs e do ABA durante a germinacao de sementes de tomateiro, a expressao
dos genes que codificam o fotorreceptor de LA cryla, bem como os envolvidos na
sintese de GAs e ABA foram analisados apds 36 e 72 h de embebicédo das sementes
(Figura 9). Os niveis dos transcritos do SICRY1a, tanto no escuro quanto na LA, foram
semelhantes no mutante cryla, e significativamente menores que os do WT (Figura
9A). Curiosamente, a expressao de SICRY1la no WT foi maior no escuro do que na
LA, as 36 h; ao contrario, as 72 h, os niveis dos transcritos de SICRY1a foram maiores
sob LA que no escuro (Figura 9A).

Para ambos 0s genotipos, a expressao dos genes de sintese de GAs foi maior
no escuro do que sob LA as 36 h, exceto a SIGA20-ox1 (Figura 9B-E). Entretanto, a
expressdo dos genes SIGA20-ox1l, SIGA20-ox3 e SIGA3-ox2 foi maior no WT,
comparado ao mutante cryla na condi¢cdo de escuro, as 36 h (Figura 9C, D e F).
Curiosamente, tanto no escuro quanto sob LA, os genes de desativacdo de GAs,
SIGA2-0x4 e SIGA2-0x5 foram mais expressos no WT do que no mutante cryla as 36
h (Figura 9F e G).

Além disso, tanto no WT quanto no mutante cryla, os genes SIGA20-0x3 e
SIGA3-0x2 foram mais expressos sob LA do que no escuro, as 72 h (Figura 9F e G).
Porém, algumas diferencas foram observadas entre os genétipos: na condicdo de
escuro, os genes SIGA20-ox1 e SIGA20-0x2 foram mais expressos nas sementes do
WT (Figura 9B e C), enquanto, SIGA20-0x3 e SIGA3-0x2 foram mais expressos nas
sementes do mutante cryla, independentemente da condi¢céo de luz (Figura 9D-E).
Ao mesmo tempo, para ambos 0s genétipos os niveis dos transcritos de SIGA2-0x4 e
SIGA2-0x5 foram aumentados significativamente sob LA. Entretanto, o padrdo de
expressdo destes genes foi diferente entre os genotipos, com maior e menor
expressado de SIGA2-ox4 e SIGA2-ox5, respectivamente, no mutante cryla, em

comparacao com WT (Figura 9D-E).
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Os genes de sintese de ABA, SINCED1 e SINCED2 foram mais expressos
nas sementes do WT as 36 h, quando comparado com mutante cryla (Figura 9H e I).
As 72h, a expressdo de SINCED1 permaneceu maior no WT sob LA, em relacdo ao
mutante cryla (Figura 9H), e ndo houve alteragOes significativas na expressao de

SINCED?2 entre os gendtipos (Figura 9l).
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Figura 9. Andlise de expressao de genes relacionados a sinalizagdo da LA mediada
pelo cryla (A), metabolismo de GAs (B-G) e sintese de ABA (H-lI) em
sementes de tomate. As sementes do tipo selvagem (WT) e do mutante
(cryla) foram germinadas em substrato de papel umedecido com agua, no
escuro, ou sob 10 umol m 2 s** de luz azul continua. As sementes foram
coletadas as 36 e 72 h apds a embebicdo. Para cada tempo de avaliacéo,
a expressao relativa média foi normalizada contra amostras de sementes
(WT) no escuro. Os dados séo das médias + SE de trés réplicas bioldgicas.
Letras maiusculas diferentes indicam diferencas dentro de cada cultivar,
enquanto letras mailsculas diferentes indicam diferencas entre as
cultivares (teste de Tukey, p <0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1 A inibicdo da germinacao pela LA em tomateiro é dependente das vias de

sintese de ABA, sinalizacdo de GA e atividades das hidrolases

A luz € um fator ambiental essencial para o desenvolvimento das plantas e
um sinal importante para a regulacao da germinacdo, sendo parte de um mecanismo
de percepcdo do ambiente para que as sementes germinem apenas sob condi¢cdes
favoraveis (Seo et al., 2009; Mérai et al., 2019). Estudos anteriores mostraram que em
tomateiro a LA apresenta um efeito negativo a germinacéo (Piterkova et al., 2012;
Balarynova et al., 2018; 1zzo et al., 2020). Entretanto, os mecanismos envolvidos na
supressdo da germinacdo pela LA nas sementes desta importante espécie foram
pouco elucidados. Por isso, neste estudo, consideramos a possibilidade de que a LA
interage com distintas vias hormonais durante a germinacao, por exemplo, regulando
a biossintese de ABA e a sinalizagdo de GA, controladas por NCED e DELLA,
respectivamente. As proteinas DELLA interagem com fatores de transcricdo que
podem atuar na manutencao do estagio de dorméncia em sementes (Ravindran et al.,
2017), enquanto a NCED catalisa uma etapa limitante da biossintese do hormdnio
ABA, que também promove a dorméncia das sementes (Yang et al., 2015). Para
estudar o envolvimento destas vias sobre a germinacdo de sementes sob LA,
utilizamos sementes dos mutantes not e pro, deficientes em NCED e DELLA,
respectivamente (Burbidge et al., 1999; Bassel et al., 2008; Livne et al., 2015). Nés
observamos que as mutagbes promoveram aumentos na G% e IVG, em relacédo ao
cultivar controle MT (Figura 1 e Tabelas 2 e 3 do Apéndice). Entretanto, os parametros
avaliados (G% e IVG) também foram reduzidos nos mutantes com aumento da
intensidade da LA (Tabelas 2 e 3 do Apéndice), indicando que, além das vias de NCED
e DELLA, outros eventos fisiologicos e bioquimicos podem ser regulados pela LA para
inibicdo da germinacdo em tomateiro.

Estudos anteriores em sementes de tomateiro revelaram que a hidrolise
enzimatica do endosperma contribui para o enfraguecimento dos compostos de
armazenamento que restringem o crescimento do embrido e inibem a protrusdo da

radicula (Nakaune et al., 2012; Moles et al., 2019). Embora nédo seja surpreendente
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gue ABA e GA constituam parte fundamental dos mecanismos de controle dessas
enzimas (Nonogaki et al., 2000; Mo e Bewley, 2003), também ha evidéncias da
participacéo da luz na atividade das hidrolases em sementes de tomateiro (Nomaguchi
et al., 1995; Sanchez e Miguel, 1997; Auge et al., 2009; Nakaune et al., 2012). Neste
estudo, demonstramos que, independentemente do genétipo, 0 aumento da
intensidade da LA promove uma leve reducdo das enzimas [B-manosidase e a-
galactosidase as 36 h (Figura 2 e Tabelas 5 e 6 do Apéndice), coincidindo com as
reducdes na G% e IVG causada pela LA (Figura 1). Curiosamente, nessas mesmas
condicBes a atividade da 8-manosidase mostrou um leve aumento nos mutantes pro
e not, em comparacdo com MT (Figura 2G-M). Além disso, as 72 h observamos
variacdes na atividade enzimatica, com destaque para as reducdes da S-manosidase
e a-galactosidase no mutante not, em relacdo ao MT (Figura 2N-S). Os motivos dessa
reducdo no mutante not ndo estdo totalmente compreendidos, e precisa de
investigacbes mais aprofundadas. De fato, é esperado que tanto a B-manosidase
guanto a a-galactosidase aumentem suas atividades de forma gradual ao longo do
tempo embebicdo em sementes de tomateiro, alcangando niveis maiores de atividade
entre 36 e 72 h (Moles et al., 2019). Esses resultados sugerem que a LA pode suprimir
a germinacao regulando negativamente a atividade de enzimas envolvidas no
afrouxamento do endosperma nos estagios iniciais da embebicdo das sementes (36
h). Além disso, as redugdes promovidas pela LA na atividade enzimatica dos mutantes
pro e not, indicam que este evento ndo decorre apenas de mudancas provocadas pela
rapida progressao da germinacao.

Subsequentemente, para verificar se a regulacao da germinacao de sementes
pela LA é através do aumento ou decréscimo nos niveis de ABA e GA, analisamos a
atividade do repérter GUS fusionado ao promotor de GA20x e RD29B em duas

cultivares transgénicas, abordado e discutido abaixo.

5.2 A expressao de genes responsivos ao ABA e GA sdo dependentes da

condicao de luz

Foi mostrado que tanto o escuro quanto a LA podem induzir a expresséo de

genes envolvidos no metabolismo de ABA e GA em sementes (Barrero et al., 2014;
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Balarynova et al.,, 2018; Stawska e Oracz, 2019). Nesse contexto, embora as
concentracfes de GA e ABA nao tenham sido quantificadas neste estudo, a avaliacao
da expresséo de promotores especificos de genes induzidos por ABA e GA pode ser
um bom indicador do controle hormonal da germinacéo induzida pela luz, refletindo os
niveis desses hormoénios nas sementes. Neste estudo, a atividade da GUS ligada a
pGA20x e pRD29B, promotores responsivos a GA e ABA, respectivamente
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1993; Seo et al., 2006; Christmann et al., 2005;
Dayan et al., 2012), revelaram que a atividade GUS ligada a pGA20x € diminuida
sementes expostas a LA as 36 h em relacdo ao escuro (Figura 5 do Apéndice). Por
outro lado, reducdes na atividade de pGA20x foram observadas tanto no escuro
quanto nas menores intensidades de LA as 72 h (Figura 5B do Apéndice), ndo
mostrando forte relacdo com os aumentos ou diminuicdes na G% e IVG (Figura 5 e
Tabelas 7 e 8 do Apéndice). Curiosamente, a atividade GUS ligada ao promotor de
RD29B também foi aumentada nas sementes expostas ao escuro as 36 h, em relacéo
a LA (Figura 5D do Apéndice). Por outro lado, a atividade da GUS foi maior nas
sementes expostas as maiores intensidades de LA as 72 h (Figura 5 do Apéndice),
correspondendo a reducdo da G% e IVG, observada nessas intensidades de LA
(Tabelas 7 e 8 do Apéndice). Esses resultados sugerem que o aumento da expressao
de pRD29B pode estar associado a um aumento da concentracao de ABA, conforme
relatado anteriormente (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 1993). Ressalta-se que,
independentemente do tempo de avaliacéo e promotor génico (pGA20x e pRD29B),
as sementes expostas a 15 umol de LA apresentaram atividade GUS reduzida
(Figuras 5B-D do Apéndice), sugerindo uma resposta especifica de intensidade
luminosa, conforme relatado anteriormente para outros aspectos do desenvolvimento
das plantas (D'Amico-Damiéo et al., 2021).

Além disso, robustas evidéncias apontam para o envolvimento do cryla na
modulacdo da germinagao pela LA. Assim, investigamos se a agéo e percepcao da

LA pelo cryla regula a germinacdo de sementes, conforme sera discutido abaixo.

5.3 0 cryla atenua os efeitos inibitérios da germinacdo de sementes de

tomateiro sob LA
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A germinacdo e dorméncia de sementes sdo processos divergentes,
controlados pela luz e mediados por varios fotorreceptores (Seo et al., 2009; Barrero
et al., 2014). A fotorregulagdo da germinagé&o por luz vermelha mediada por phys foi
bem demonstrado em tomate (Appenroth et al., 2006; Auge et al., 2009; Gavassi et
al., 2014). Por outro lado, as respostas induzidas por LA e mediadas por criptocromos
foram pouco exploradas durante a germinacéo desta importante espécie. Os estudos
realizados em sementes de Arabidopsis revelaram que no mutante cryl, a taxa de
germinacao é reduzida sob LA (Lariguet et al., 2013; Poppe et al., 1998), enquanto a
superexpressao de Ta-CRY1la aumenta a sensibilidade das sementes ao ABA (Xu et
al., 2009), podendo assim, afetar negativamente a germinacdo. Em sementes de
cevada, o cryla transduz um sinal da LA que modula a expressdo de genes
responsaveis pela biossintese de ABA, inibindo a germinagéo (Barrero et al., 2014;
Hoang et al, 2014). No tomateiro, o cryla desempenha papéis opostos sobre a
morfologia e producdo de sementes, incluindo aumento de peso e diminuigcdo na
guantidade de sementes por fruto (D'Amico-Damido et al., 2019; Fantini et al., 2019).
Neste estudo, observamos que tanto no WT quanto no mutante cryla, a LA retarda a
germinacdo, em relacdo a condicdo de escuro (Figura 3 e Tabelas 9 e 10 do
Apéndice). Curiosamente, a disfuncdo em cryla aumenta o efeito negativo da LA
sobre a germinacao, diminuindo a G% e o IVG no mutante cryla, em relacdo ao WT
(Figura 3), indicando que em condi¢des de LA, o cryla pode ser um regulador positivo
da germinacao de sementes de tomateiro.

Ao contrério do ABA, as GAs sdo hormdnios que induzem a germinacéo (Yang
et al., 2015). De fato, observamos que a aplicacdo de GAs aumentou a G% e o IVG
do WT e do mutante cryla de forma semelhante no escuro (Figura 4 e Tabelas 11 e
12 do Apéndice); entretanto, a presencga deste hormonio n&o neutralizou os efeitos
negativos da LA na germinagéo destes genotipos, sobretudo no mutante cryla.

Anteriormente foi mostrado que o aumento no conteddo do ABA em
sementes dormentes expostas a LA é o principal fator para o atraso na germinagao
mediado pelo cryla (Barrero et al., 2014). Neste estudo, a aplicacdo de ABA
potencializou os efeitos inibitorios da LA na germinacdo do cultivar WT e do mutante
cryla (Figura 5 e Tabelas 13 e 14 do Apéndice); porém, esse efeito foi

significativamente maior no mutante cryla, em determinados pontos de embebicéo
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(96 e 108 h) das sementes e intensidades especificas da LA (10 e 15 umol m-2 s°%).
Estes resultados sugerem que a falta do cryla pode resultar em aumento na
sensibilidade do ABA nas sementes de tomateiro. Neste contexto, a fotorregulacao da
germinacao pela LA pode envolver uma via complexa de sinalizagdo mediada pelo
cryla, afetando a sensibilidade aos horménios ABA e GA em sementes de tomateiro.

Dada a sua contribuicdo na atenuacdo dos efeitos negativos da LA a
germinacdo, verificamos a possibilidade de que a LA module a atividade de
importantes enzimas da germinacdo de sementes em tomateiro por meio da

sinalizacdo mediada pelo cryla, mostrado no tépico seguinte.

5.4 Aregulacdo da atividade das hidrolases pela LA é dependente da sinalizacéo

mediada pelo cryla

O processo enzimatico da quebra aleatéria da cadeia principal de manano
presente nas estruturas da parede celular das sementes é realizado principalmente
pelas enzimas endo-B-mannanase e S-mannosidase, enquanto a clivagem da cadeia
lateral decorre da acdo de enzimas adicionais, como a a-galactosidase (Moreira et al.,
2008). A acao sinérgica destas enzimas contribui para dois processos considerados
fundamentais para a germinacdo: o afrouxamento do endosperma e o fornecimento
de nutrientes para a retomada do crescimento embrionario (Nonogaki et al., 2000; Mo
e Bewley, 2003). Anteriormente foi mostrado que a exposicédo de sementes de Datura
ferox a luz vermelha continua promove o0 aumento da atividade das enzimas endo-£-
mannanase e 3-mannosidase, mediado pelo phyA (Arana et al., 2007), sugerindo que
os fotorreceptores influenciam ndo apenas na germinacao, mas também na atividade
de hidrolases. A atividade da endo-B-mananase medida as 36 e 72 h ndo apresentou
um padrédo bem definido nas sementes de WT e cryla; entretanto, observamos uma
ligeira reducé&o nas sementes expostas a LA as 72 h, em relagéo ao escuro (Figuras
8, 9 e 10). Além disso, com excecao das sementes embebidas em ABA na condicdo
de escuro e 1 pmol m 2 s*1 de LA, houve tendéncia de aumento na atividade da endo-
B-mananase nas sementes do WT (Figuras 8, 9 e 10), o que evidencia a necessidade
do cryla funcional para a degradacdo do endosperma dependente da endo-G-

mananase. Respostas diferentes foram observadas para a a-galactosidase, que teve
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sua atividade aumentada no mutante cryla em comparacdo com WT, na maioria das
condicbes de embebicdo das sementes (Figuras 8, 9 e 10), o que pode estar
relacionado a uma menor quantidade de monossacarideos liberados no momento da
avaliacdo devido a reducdo no IVG das sementes do mutante cryla, reduzindo
possivelmente a velocidade de hidrélise das reservas do endosperma; pois conforme
mostrado anteriormente, a atividade dessa enzima é necessaria para manter um
fornecimento constante e equilibrado de monossacarideos, porém o aumento de
sacarose em grandes quantidades derivado do endosperma, pode resultar em
diminuicao na atividade da a-galactosidase (Arunraj et al., 2020). Embora as sementes
do cultivar WT e do mutante cryla tenham apresentado atividades enzimaticas
distintas, como indicado acima, esses resultados mostram que 0s crys controlam a
atividade de enzimas importantes para o processo fisiologico de germinagéo.
Contudo, a LA parece afetar negativamente 0s processos enzimaticos de
hidrolise do endosperma durante a germinacdo. Porém, o efeito direto sobre a
germinacgao € mais pronunciado em sementes defectivas no cryla. Assim, analisamos
se os efeitos da supressdo da germinacao pela LA foram devido as diferencas de
expressao de genes envolvidos na sinalizacdo da luz e metabolismo de ABA e GAs

durante a germinacao de sementes, conforme sera demonstrado abaixo.

5.5 O cryla medeia a repressao da germinacdo de sementes pela LA por meio

de vias relacionadas ao metabolismo de ABA e GA

Os fotorreceptores de luz contribuem para regulacéo da germinacao, afetando
a expressao de genes envolvidos no metabolismo e sinalizacdo de horménios como
o ABA e GA, principais moduladores da germinacdo (Auge et al., 2009). Neste
contexto, os crys desempenham um importante papel sobre a expressao de genes em
resposta a LA, mas sua funcao é variavel em sementes de diferentes espécies: em
cevada, a acao do cryla resulta em aumento na expressédo de um gene relacionado
a biossintese do ABA (Hv-NCED1), enquanto em Arabidopsis nenhuma alteracao
significativa na expresséo deste gene foi atribuida para este fotorreceptor (Barrero et
al., 2014; Stawska e Oracz, 2019). Neste estudo, mostramos que algumas respostas

induzidas pela LA foram semelhantes entre o WT e o mutante cryla (Figura 9). Por
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exemplo, a expressao dos genes relacionados a sintese de GAs como SIGA20-0x2,
SIGA20-0x3 e SIGA3-0x2 foram regulados negativamente pela LA as 36 h (Figura 9C-
E). Ao mesmo tempo, a expressdo de SINCED1, um gene de sintese de ABA, foi
aumentada (Figura 9l), elevando possivelmente o contetado de ABA nas sementes, 0
gue pode explicar o atraso na germinacdo de ambos os genoétipos sob LA (Tabelas
10, 12 e 14 do Apéndice). Curiosamente, houve mudancas na expressao destes
genes com o decorrer do tempo de embebicdo das sementes sob LA, e um leve
aumento na expressao de SIGA20-0x2 e SIGA3-0x2 foi observado tanto no WT quanto
no mutante cryla as 72 h. Entretanto, nessas mesmas condi¢des, a expressao dos
genes envolvidos na desativacdo de GAs ativas, SIGA2-0x4 e SIGA2-0x5 também
foram aumentados, interferindo assim na estabilidade das GAs durante a germinacao.

Quando comparados os genotipos, foi possivel constatar que a expressao de
SICRYla foi significativamente menor no mutante cryla, em relacdo ao WT,
consistente ao mostrado anteriormente (Liu et al.,, 2018). Entretanto, os genes
relacionados as vias do ABA ou GAs exibiram niveis diferentes de expressao entre 0s
gendtipos durante a germinacao (Figura 9). Surpreendentemente, 0s genes que
desativam as GAs e sintetizam ABA exibiram tendéncia de aumento nas sementes do
WT, em relacdo ao mutante cryla (Figuras 9F-l). Entretanto, nessas mesmas
condi¢cBes, o WT exibiu menor inibicdo da germinacao pela LA, quando comparado ao
mutante cryla (Figura 5). Isso pode estar relacionado & uma menor sensibilidade do
WT ao ABA, pois 0 mutante cryla apresentou um leve aumento da sensibilidade ao
ABA, conforme mostrado anteriormente pelo aumento da inibicdo da germinacao com
a aplicacdo exdgena do hormdnio (Figura 5D). Essas diferencas de correspondéncia
entre os perfis de expressdo e a germinacdo também pode ser o reflexo de
modificacdes pés-transcricional ou pés-traducionais que influenciam na quantidade
das proteinas expressas (Downie et al., 2003; Kubala et al., 2015). Além disso, o
aumento na expresséao dos genes de desativacdo de GAs observado no WT pode ser
atribuido a um mecanismo de controle dos niveis endégenos de GA, prevenindo o
aumento excessivo deste hormonio (Yang et al., 2015; Chen et al., 2016). Portanto,
embora os niveis de expressao dos genes de sintese de ABA e desativacdo de GAs

tenham sidos diminuidos no mutante cryla, esses resultados sugerem que o cryla
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afeta diferentes vias regulatérias de transcricdo e sinalizacdo, que em ultimo caso,
favorece a germinacdo de sementes de tomateiro sob LA.

Em conjunto, nossos resultados evidenciam um intrincado processo de
regulacao da germinagéo pela LA, que envolve a supressao da atividade de hidrolases
e das vias relacionadas ao metabolismo de GAs, enquanto induz as do ABA, com
notavel participacdo do fotorreceptor cryla. Assim, nosso estudo fornece uma maior
compreensao de como a LA influi sobre a germinagcdo em tomateiro (Figura 10).
Embora este experimento tivesse como foco principal aspectos relacionados as GAs,
0 ABA, e o cryla, sabe-se que a participacao de outros hormdnios e fotorreceptores
podem influenciar na sinalizacéo da LA durante a germinacao. Assim, novas analises
baseadas em outros mutantes hormonais e fotomorfogénicos contribuirdo para melhor
compreensao acerca dos mecanismos de sinalizagcdo controlados pela LA para

fotoinibicdo da germinacdo em tomateiro.

- \

l

k Transdugao do sinal ABA

| cry1a — Sensibilidadet = Germinagéo

Afrouxamento 1
do endosperma

- /

Figura 10. Esquema proposto dos principais eventos bioquimicos, fisioldgicos e
moleculares estimulados ou inibidos pela luz azul (LA) durante a
germinacdo de sementes de tomateiro. A LA promove a inibicdo da
germinacdo das sementes. Porém, o cryla ativado por LA diminui a
sensibilidade ao acido abscisico (ABA) que resulta em aumento na taxa e
velocidade de germinacdo das sementes. As enzimas responsaveis pela
hidrolise do endosperma sdo reguladas negativamente pela LA,
principalmente nos estagios iniciais da germinacdo (36 h apos a
embebicdo). Por sua vez, a inibicdo da atividade de hidrolases
possivelmente reduz os efeitos de degradacdo e afrouxamento do
endosperma, afetando negativamente o processo de germinagao. Setas
solidas representam efeito positivo direto e indireto, respectivamente. As
linhas solidas e tracejadas com barras indicam os efeitos negativos diretos
e indiretos, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, nds observamos que a LA retarda a taxa de germinacdo das
sementes de tomateiro. Esta resposta parece ser dependente dos efeitos da LA sobre
a atividade hormonal de GA e ABA, pois nessa condi¢cao luminosa tanto a resposta
constitutiva as GAs quanto a disfuncdo da NCED nas sementes, agem de forma
positiva sobre o processo de germinacdo. Além disso, a abordagem transgénica da
GUS revelou que as maiores intensidades da LA podem afetar os niveis de ABA,
modificando a atividade do promotor de RD29B. A LA também tem um papel
importante no afrouxamento da parede do endosperma, alterando a atividade de
hidrolases durante a fase inicial da germinagcdo. A presenca do cryla funcional &
importante, pois aumenta a velocidade de germinacdo de sementes no tomateiro sob
LA. Entretanto, o cryla parece influenciar de maneira positiva a atividade da endo-S-
mananase e negativa da a-galactosidase durante a germinacdo. Ademais, 0s niveis
dos transcritos de genes relacionados a via de desativacdo de GAs e sintese de ABA
€ regulado de forma positiva pelo cryla, contudo, ndo afeta a germinacdo das

sementes contendo este fotorreceptor biologicamente ativo.
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Figura 1. Halos formados pela atividade da enzima endo-B-mananase em sementes dos
genadtipos Moneymaker (MM) e cryla as 36 h, germinadas em agua, 5 umol de GA;
ou 0,25 ymol de ABA sob intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s * de luz azul.
Os pontos crescentes na curva representam 1, 15, 30, 45, 60 e 75 pmol de endo--

mananase comercial (Megazyme).

1 pmol m? s 5 pmol m2 s

Escuro

10 pmol m?2 s 15 pmol m2 s 25 pmol m2 s

Figura 2. Halos formados pela atividade da enzima endo-B-mananase em sementes dos
gendtipos Moneymaker (MM) e cryla as 72 h, germinadas em agua, 5 umol de GA;
ou 0.25 ymol de ABA sob intensidade de 1, 5, 10, 15 e 25 ymol m™2? s** de luz azul.
Os pontos crescentes na curva representam 1, 15, 30, 45, 60 e 75 pmol de endo-3-

mananase comercial (Megazyme).
5 pmol m? s+

1 pmol m? s
1 LT . .

15 pmol m? s 25 pmol m? s

Escuro

10 pmol m? s
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Figura 3. Halos formados pela atividade da enzima endo-B-mananase em sementes dos
gendtipos Micro-Tom (MT), procera (pro) e notabilis (not) as 36 h. Sementes
germinadas em agua, sob intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 ymol m 2 s** de luz azul.
Os pontos crescentes na curva representam 1, 15, 30, 45, 60 e 75 pmol de endo--
mananase comercial (Megazyme).

5 pmol m2 s 25 pmol m2 s

1 pmol m2 s Escuro 15 pmol m2 s*1 10 pmol m2 s

Figura 4. Halos formados pela atividade da enzima endo-B-mananase em sementes dos
gendtipos Micro-Tom (MT), procera (pro) e notabilis (not) as 72 h. Sementes
germinadas em agua, sob intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 ymol m 2 s ! de luz azul.
Os pontos crescentes na curva representam 1, 15, 30, 45, 60 e 75 pmol de endo-3-
mananase comercial (Megazyme).

5 pmol m?2 s 25 pmol m2 s

1 pmol m2 s Escuro 15 pmol m2 s*1 10 ymol m2 s



Tabela 1. Sequencias de primers usados para qPCR.

Gene Pares de primers? Locus?

SIGA200x1 F:5"- CTCATTGTGATCCAACATCATTAACA - 3 Solyc03g006880
R:5"- CCATAAATGTGTCGCCTATATTAACC - 3

SIGA200x2 F:5- AGGAAGAGAGGAGATCATTGT - 3 Solyc069g035530
R:5- GAGAGTGCTCATCGCATTAC - 3

SIGA200x3 F:5- TTGTCCCAAGAAAGATAAGGTGATT - 3 Solyc11g093980
R:5 - GTTTGTAGGGTGTTCATATCAGCTCTATAT -3’

SIGA30x2 F:5- CGGGTTGTACCCGAGTGTTC - 3 Solyc03g119910
R:5"- CCCATATAGATAGGCCACTGAAAGA - 3’

SIGA20x4 F:5"- CAACTGGTTTTCTGTTCCATCTG - 3 Solyc079061720
R:5"- AACCTTCCATTCGTCATCACCT - 3

SIGA20x5 F:5- GATTGGATTTGGAGAACATACCG - 3 Solyc079061730
R:5"- CAACACCCTATGCTTCACACTCTT - 3

SINCED1 F:5- GATTGTTTCTGTTTCCACCTCTG - 3 Solyc07g056570
R:5"- ACACTCTTTAGCCCTTCATCAC - 3

SINCED2 F:5"- GGCATAACCTTCCCGTTACAG - 3 Solyc08g016720
R:5"- AAAGATGATGACCGGCAACC - 3

SICRY1A F:5 - GTCTTGGAACCTCCCTTATTA - 3 Solyc04g074180
R:5 - CGACCTTCATCGTCATTAACT - 3

(constitutivo)

SI-CAC F:5- CCTCCGTTGTGATGTAACTGG - 3 Solyc08g006960
R:5 - ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG - 3

SI-EXPRESSED F:5- GCTAAGAACGCTGGACCTAATG - 3 Solyc079g025390

R:5- TGGGTGTGCCTTTCTGAATG - 3

71

1F: forward, R: reverse. 2Locus de acordo com o banco de dados da “Sol Genomics

Network” (http://solgenomics.net/).
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Tabela 2. Germinacdo de sementes de tomateiro, cultivar Micro-Tom (MT), notabilis (not) e procera (pro). As

sementes foram germinadas em substrato de papel umedecido com agua, no escuro (0) ou sob luz
azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s 1. Os dados sédo das médias + SE
de trés repeticbes com 40 sementes. Letras minUsculas diferentes comparam e indicam diferencas
para 0 mesmo genoétipo nas diferentes intensidades de LA (Teste de Tukey em P <0,05). A taxa de
germinagdo € mostrada a partir de 36 h, inicio da germinacao.

Intensidade de LA (umol m2 s?)

Tempo (h)  Genétipos 0 1 5 10 15 25
MT 00,00 + 0,00 a 00,00 + 0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 +0,00 a 00,00 + 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
36 not 58,33 +6,00 a 11,66 +1,66 b 16,66 + 1,66 b 11,66 + 3,33 b 11,66+ 1,66 b 15,00+ 2,88 b
pro 53,33+3,33a 8,33+3,33b 0,00 +£0,00 b 0,00£0,00 b 0,00£0,00 b 500+2,88b
MT 40,00+ 2,88 a 5,00+0,00 b 0,00 +£0,00 b 0,00£0,00 b 0,00£0,00 b 500+2,88b
48 not 83,33+3,33a 65,00 £2,88 b 63,33+1,66b 51,66 £ 10,92 b 33,33+4,40c 50,00 + 7,63 bc
pro 91,66 +3,33 a 46,66 + 1,66 b 21,66 +1,66c¢C 21,66 +4,40c 13,33+6,00c 10,00 +2,88 ¢
MT 70,00 £ 13,22 a 23,33+4,40b 23,33+1,66b 16,66 +4,40 b 16,66+ 7,26 b 11,66+ 1,66 b
60 not 95,00+ 2,88 a 78,33 £1,66 ab 71,66 + 6,66 ab 78,33 £1,66 ab 75,00 + 2,88 ab 63,33+1,66b
pro 100,00 £ 0,00 a 81,66 + 6,00 ab 58,33 +1,66 cd 63,33 + 3,33 bc 40,00 £ 5,00d 38,33+1,66d
MT 85,00 + 5,00 a 50+7,63b 46,66+ 6,00 bc 38,33 +4,40 bc 30,00 + 10,40 bc 28,33+3,33¢C
72 not 96,66 + 3,33 a 100,00 + 0,00 a 90,00 + 5,00 a 88,33+ 1,66 a 93,33+4,40 a 80,00 +£5,00 a
pro 100,00 £ 0,00 a 93,33+4,40 a 85,00 + 2,88 ab 90,00 + 5,00 a 65,00 + 7,63 bc 55,00 +5,00 c
MT 88,33+1,66 a 86,66 + 4,40 a 65,00 £ 7,63 b 63,33+£8,33b 61,66 + 6,00 b 63,33+£7,26b
84 not 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a 96,66 + 3,33 a 96,66 + 3,33 a 93,33+4,40 a 91,66 +4,40 a
pro 100,00 £ 0,00 a 98,33+ 1,66 a 95,00+ 2,88 a 96,66 + 3,33 a 83,33 +£4,40 ab 71,66 £3,33b
MT 90,00 + 2,88 a 88,33+ 3,33 ab 70,00 £ 8,66 b 76,66 + 7,26 ab 75,00 + 2,88 ab 80,00 + 7,63 ab
96 not 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a 98,33+ 1,66 a 98,33+ 1,66 a 93,33+4,40 a 93,33+4,40 a
pro 100,00 £ 0,00 a 100,00 £ 0,00 a 98,33+ 1,66 a 98,33+ 1,66 a 91,66 * 6,00 ab 76,66 £ 3,33 b
MT 93,33+3,33a 91,66 + 1,66 a 86,66 + 6,00 a 83,33+7,26 a 88,33+ 1,66 a 91,66 + 1,66 a
108 not 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a 100,00 = 0,00 a 98,33+ 1,66 a 93,33+4,40 a 95,00+ 2,88 a
pro 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a 100,00 = 0,00 a 100,00 = 0,00 a 100,00 = 0,00 a 93,33+ 6,66 a
MT 95,00+ 2,88 a 93,33+ 3,33 a 86,66 + 6,00 a 85,00 +5,77 a 88,33+ 1,66 a 91,66 + 1,66 a
120 not 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a 100,00 = 0,00 a 98,33+ 1,66 a 93,33+4,40 a 95,00+ 2,88 a
pro 100,00 £ 0,00 a 100,00 £ 0,00 a 100,00 = 0,00 a 100,00 £ 0,00 a 100,00 = 0,00 a 95,00 + 5,66 a
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Tabela 3. indice de velocidade de germinacdo (IVG) e tempo para 50 % de germinacéo (T50) em sementes de tomateiro Micro-Tom (MT),
notabilis (not) e procera (pro). As sementes foram germinadas em papel umedecido com agua, no escuro (0) ou sob luz azul continua
com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s'1. Os dados sdo das médias + SE de trés repeticGes com 40 sementes. Letras
minusculas diferentes comparam e indicam diferencas no mesmo gendétipo nas diferentes intensidades, asteriscos indicam diferenca
entre 0s mutantes e o cultivar MT em cada intensidade de LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidade da LA (umol m 2 s™%)

Variavel Genétipos 0 1 5 10 15 25
MT 7,45+0,29 a 561+0,24b 4,94 +0,27b 4,80+0,33b 4,78+0,12 b 5,10+0,16 b
9 not 9,38+ 0,14 a* 8,33 + 0,09 ab* 8,59 + 0,08 abc* 8,05 + 0,07 bcd* 7,33+ 0,25 d* 7,73 £ 0,46 cd*
- pro 9,72+0,11 a* 8,11+ 0,12 b* 7,12 + 0,06 bc* 7,20 + 0,08 bc* 6,44 + 0,04 cd* 5,81 + 0,35 d*
- MT 50,04 £ 0,79 b 70,37 +2,28a 71,93+4,36a 73,95+2,09 a 76,10+ 4,35a 78,33+ 1,68a
10 not 33,73+0,67 b* 44,65 + 0,56 a* 44,57 + 0,39 a* 45,71 + 0,91 a* 51,61+ 1,48 a* 47,80 £ 2,19 a*
pro 34,66 + 0,33 d* 49,86 + 0,30 c* 57,33 £ 0,33 abc* 56,11 + 1,05 bc* 64,91 + 0,71 ab* 63,90 + 0,51 ab*
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Tabela 4. Atividade da endo-B-mannanase em sementes de tomateiro Micro-Tom (MT), notabilis (not) e procera (pro). As sementes foram
germinadas em papel umedecido com agua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m-?2
s 1. Os dados sdo das médias + SE de trés repeti¢es. Letras minlsculas diferentes comparam e indicam diferencas no mesmo

genatipo nas diferentes intensidades de LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m-2s'1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25

MT 19,30+ 1,95 bc 51,74 £4,50 a 8,25+ 0,92 c 28,91+041b 15,37 £ 2,13 bc 10,19+ 195¢
< not 53,74 £ 6,22 a 49,46 £ 9,89 a 17,11+£151b 31,43+4,42Db 21,18+ 2,26 b 16,77+£1,21b
(e}
o™

pro 72,35+4,09 a 50,45+7,36 b 12,71+ 153 ¢ 26,21 £ 3,46 C 21,95+234c 14,21+ 1,07 c

MT 41,82+1,73a 41,75 £5,20 a 43,40+ 1,53 a 33,95+ 3,00 a 36,83+4,89 a 27,69 £ 2,06 a
ﬁ not 55,74+ 2,18 a 37,33+ 3,56 ab 33,47+2,72b 39,23+ 6,84 ab 35,22+3,22b 33,18+2,07b
N~

pro 74,23 £4,03 a 48,03+5,43b 48,20+ 7,21 b 47,25 + 11,57 bc 37,18 + 3,45 bc 27,38 £ 3,73 ¢
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Tabela 5. Atividade da 8-mannosidase em sementes de tomateiro Micro-Tom (MT), notabilis (not) e procera (pro). As sementes foram germinadas
em papel umedecidos com agua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s %, Os dados
sdo das médias + SE de trés repeticdes. Letras minusculas diferentes comparam e indicam diferencas no mesmo genotipo nas
diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m 2 s'1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
MT 162,30+ 3,48 a 151,95+2,83 a 46,01 +0,13b 46,97 +1,49b 43,42 + 2,25 bc 34,88+ 0,67 c
g not 166,54+ 4,15 b 195,28 + 6,21 a 51,37+1,58d 79,16 £ 0,67 c 55,69 + 1,22 d 62,01+1,01d
@ pro 197,05+ 0,76 a 175,68+ 4,75 b 48,24 + 0,92 de 74,60+ 1,79 c 58,44 + 4, d 4555+0,97 e
MT 111,81 +1,80 bc 130,02 £ 1,21 ab 129,70 £ 1,44 ab 107,82+ 5,06 c 143,81+ 1,95 a 107,05+5,38 ¢c
ﬁ not 108,74 + 3,74 a 97,86 £ 4,75 a 96,74 £ 8,79 a 109,82 +8,21 a 100,67 +10,70a 95,68 +2,39a
- pro 88,28 +5,02d 123,99+2,12¢c 152,38+1,92 b 1,66,47 +2,03ab 175,17 +4,62 a 183,07 £ 0,57 a
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Tabela 6. Atividade da a-galactosidase em sementes de tomateiro Micro-Tom (MT), notabilis (not) e procera (pro). As sementes foram germinadas
em papel umedecidos com agua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s* 1, Os dados
sdo das médias + SE de trés repeticdes. Letras minusculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo genétipo nas diferentes
intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m2s'1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
MT 223,86 £ 0,27 b 295,48 + 4,18 a 75,65+ 4,96 d 64,87 +2,82d 68,36 + 1,28 d 102,05+1,71¢c
< not 256,52 +8,25a 236,40 £ 0,27 a 98,20+2,83 ¢ 70,25+ 10,67 d 132,98 +5,43 b 99,93+0,10 ¢
©
™
pro 313,59+9,65a 289,53+ 13,28 a 162,46 +1,11 b 80,66 + 10,91 ¢ 164,62 +0,94 b 157,37 +4,74 b
MT 200,63+0,29 ¢ 200,36 + 10,54 c 215,90+ 7,33 ¢ 312,81 +5,64b 506,91 £ 0,37 a 317,14+ 6,05 b
ﬁ not 134,53 +6,69 a 161,64 +0,29 a 133,28+ 0,21 a 143,32 +5,95a 149,99 + 3,44 a 131,58+ 1,75 a
N~

pro

221,80 +11,08d

240,14+ 0,26 c

358,98 + 18,23 bc

396,33 + 24,27 ab

431,39+ 2,54 a

331,04 +12,77 c
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Figura 5. Efeito de diferentes intensidades da LA na germinagéo (A, C) e atividade da

Germinagéo (%)

GUS (B, D) em sementes das cultivares de tomateiros transgénicos, MT-
pGA20x::GUS e MT- pRD29B::GUS. As sementes foram germinadas em
substrato de papel umedecidos com agua, no escuro, ou sob 1, 5, 10, 15 e 25
umol m2 s ! de luz azul continua. Os dados sdo das médias + SE de trés
réplicas com 40 sementes.
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Figura 6. Padrédo de coloracdo GUS em sementes em germinacdo dos cultivares
transgénicos MT-pGA20x::GUS e MT- pRD29B::GUS. Barra = 2 mm.

GA,0X::GUS (36 h) GA,0X::GUS (72 h) RD29B::GUS (36 h)
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Tabela 7. Porcentagem de germinacdo em sementes de tomateiro, cultivar transgénico MT-pRD29B::GUS e MT-pGA20X::GUS. As sementes
foram germinadas em substrato de papel umedecido com &gua, no escuro (0), ou sob luz azul continua sob as intensidades de 1, 5,
10, 15 e 25 pymol m 2 s*1. Os dados sédo das médias + SE de trés repeticdes. As letras minlsculas comparam e indicam diferencas
entre as médias de porcentagem de germinacéo em cada tempo nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05). A

taxa de germinagdo € mostrada a partir de 36 h, inicio da germinacao.

Intensidades de LA (umol m2 s1)

Tempo (h) Genotipos 0 1 5 10 15 25
MT-pRD29B::GUS 21,66 +1,66 a 0,00 £ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 0,00 £ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b
% MT-pGA20X::GUS 5,00+ 0,00 a 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b
MT-pRD29B::GUS 90,00 £ 5,00 a 15,00 £ 5,00 b 5,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b 5,00+2,88b 3,33+1,66b
48 MT-pGA20X::GUS 85,00+5,77 a 10,00 £ 0,00 b 83,33+1,66b 6,66 +1,66 b 5,00+ 0,00 b 0,00+ 0,00 b
MT-pRD29B::GUS 98,33+1,66a 70,00+ 3,81ab 41,66 +14,81bc  33,33+3,33¢C 36,66 + 3,33 ¢C 25,00+2,88¢c
°0 MT-pGA20X::GUS 93,33+3,33a 48,33+1,66b 38,33+6,00b 2500+ 7,63bc 31,66+6,66bc 833+1,66¢C
MT-pRD29B::GUS 98,33+1,66a 91,66+3,33ab 70,00 £ 7,63 bc 53,33+ 6,66 C 56,66 + 9,27 ¢ 53,33+ 1,66¢C
& MT-pGA20X::GUS 95,00+2,88a 63,33+3,33cC 83,33+ 1,66 ab 51,66 +4,40cd 66,66+4,40bc  33,33+6,00d
MT-pRD29B::GUS 98,33+1,66a 95,00+288ab 85,00 + 7,63 ab 80,00+577ab 8333+166ab 76,66+3,33b
84 MT-pGA20X::GUS 95,00+2,88a 8500+0,00abc 91,66+1,66a 70,00 £2,88¢c 88,33+ 7,26ab 71,66+ 1,66 bc
MT-pRD29B::GUS 98,33+1,66a 96,66+1,66a 88,33+ 6,00 a 90,00 +£2,88a 83,33+1,66a 90,00 +£2,88a
% MT-pGA20X::GUS 96,66 +1,66a 90,00+288a 93,33+ 1,66 a 85,00 +£ 0,00 a 95,00 +£2,88a 86,66 + 4,40 a
MT-pRD29B::GUS 98,33+166a 96,66+1,66a 88,33+ 6,00 a 91,66 +1,66 a 86,66 + 1,66 a 95,00 £ 0,00 a
108 MT-pGA20X::GUS 98,33+1,66a 90,00+2,88a 95,00 £ 0,00 a 88,33+ 1,66 a 95,00+ 2,88 a 90,00 £ 2,88 a
MT-pRD29B::GUS 98,33+166a 96,66+1,66a 88,33+ 6,00 a 91,66 +1,66 a 86,66 + 1,66 a 96,66 + 1,66 a
120 MT-pGA20X::GUS 98,33+ 1,66 a 90,66+ 2,88 a 95,00 £ 0,00 a 88,33+1,66a 95,00+ 2,88 a 91,66 +4,40 a
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Tabela 8. indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo para 50 % de germinac&do (T50) em sementes de tomateiro transgénicos MT-
pRD29B::GUS e MT-pGA20X::GUS. As sementes foram germinadas em papel umedecido com agua, no escuro (0), ou sob luz azul
continua sob as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s'. Os dados sdo das médias + SE de trés repetigdes. Letras minlsculas
diferentes comparam e indicam diferencas no mesmo gendétipo nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m-2 s-1)

Varidvel Genotipos 0 1 5 10 15 25
MT-pRD29B::GUS 9,55+ 0,24 a 6,86 + 0,27 b 5,75+ 0,41 bc 545+0,16 c 541+0,14c 5,76 + 0,12 bc
g MT-pGA20X::GUS 9,31+0,26a 5,88+ 0,10 bc 6,40+ 0,03 b 5,46 + 0,11 cd 6,02 + 0,20 bc 5,08 +0,18 d
o MT-pRD29B::GUS 29,50+0,36 ¢ 44,22+237hb 49,57 £ 0,43 ab 51,35+ 0,25 a 48,70 £ 1,32 ab 51,62 +1,06 a
P MT-pGA20X::GUS 36,72+0,06c 46,80+0,34b 48,20+ 0,80 b 51,04 £2,82b 50,30+ 0,55 b 60,30+1,21a
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Tabela 9. Porcentagem de germinacdo em sementes de tomateiro, Moneymaker (WT) e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
substrato de papel umedecido com agua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 € 25 pmol m 2 s*2,
As avaliagBes foram realizadas a cada 12 h, os valores representam a média + SE de trés repeticdes com 40 sementes. As letras
minUsculas comparam e indicam diferencas entre as médias de porcentagem de germinacdo em cada tempo nas diferentes
intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05). A taxa de germinacao é mostrada a partir de 48 h, inicio da germinagéo.

Intensidades de LA (umol m2 s1)

Tempo (h)  Genétipos 0 1 5 10 15 25
WT 30,83+2,20a 6,66 + 0,83 bc 10,00+1,44 Db 8,33+ 0,83 bc 6,66 + 0,83 bc 4,16 + 0,83 c
48 cryla 34,16 + 2,20 a 7,50+ 0,00 b 6,60+ 0,83 b 0,00+ 0,00 c 0,00+ 0,00c 6,66 + 0,83 b
WT 7250+ 1,44 a 50,00 + 3,81b 43,33+£2,20b 40,83 +£3,63b 26,66 +2,20c 2250+250c
o0 cryla 82,50+5,77 a 30,83+3,63b 15,83+ 1,66 ¢C 13,33+1,66¢C 11,66 £3,63 c 15,00+ 1,44 c
WT 80,83+2,20a 80,00+ 2,50 a 74,16 + 4,63 a 70,83 + 6,00 ab 56,66 + 2,20 b 55,83+2,20b
2 cryla 9250+1,44 a 54,16 + 3,33 b 3750+250¢c 31,66 + 4,63 cd 20,83+6,82d 20,00 +0,00d
WT 84,16 + 3,63 a 91,66+ 0,83 a 93,33+2,20a 91,66 + 3,63 a 80,00+1,44 a 76,66 £ 1,66 a
84 cryla 95,83+0,83 a 74,16 £+ 7,94 b 5250+1,44c 5250+1,44c 40,00 + 8,66 c 36,66 + 3,63 ¢
WT 85,00+ 2,88 a 94,16 + 0,83 a 98,33+ 1,66 a 98,33+0,83 a 88,33+0,83a 90,83+ 3,00 a
% cryla 95,83+0,83 a 83,33+ 6,66 ab 72,50 £ 5,00 bc 65,83+1,44cd 59,16 +7,12 cd 55,83 +3,63d
108 WT 86,66 £2,20 b 94,16+ 0,83 ab 98,33+ 1,66 a 99,16 £ 0,83 a 95,83+ 0,83 ab 95,00 + 1,44 ab
cryla 95,83+0,83 a 90,00 + 2,50 ab 86,66 +3,33abc  85,00+1,44bcd 75,83+4,40d 79,16 + 3,63 cd
120 WT 87,50+1,44 b 95,00 + 0,00 ab 98,33+ 1,66 a 99,16 £ 0,83 a 95,83+ 0,83 ab 96,66 + 0,83 a
cryla 95,83+0,83 a 93,33+ 2,20 ab 90,00 + 3,81 ab 94,16 £ 0,83 a 90,00 + 2,50 ab 85,00+ 1,44 b




82

Tabela 10. indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo para 50 % de germinacdo (T50) em sementes de tomateiro Moneymaker (WT) e
mutante cryla. Os dados sdo das médias + SE de trés repeticbes com 40 sementes. Letras diferentes indicam diferencas para o
mesmo genotipo nas diferentes intensidades de luz azul, asteriscos indicam diferengas entre os genotipos na mesma intensidade da
LA (Teste de Tukey, P <0.05).

----- Intensidade de LA (umol m2 s?)

Variavel Gendtipos 0 1 5 10 15 25
WT 551+0,10a 5,51 +0,09 a* 5,568 £ 0,10 a* 5,56 £ 0,12 a* 5,07 £ 0,06 a* 4,94 + 0,08 a*
9 cryla 6,16 + 0,10 a* 4,85+0,23b 4,25+ 0,12 bc 4,14+ 0,03 c 3,62+0,32¢c 3,78+ 0,17 c
5 WT 51,69 +0,78d 59,30+ 0,98 ¢c 62,26 + 0,68 bc 63,29 + 0,91 abc 68,55 + 0,60 ab 69,28 + 0,72 a
ke cryla 51,53+0,79d 68,16 + 1,25 c* 80,12 + 0,74 b* 80,49 + 1,41 b* 87,10 + 3,95 a* 87,64 + 1,73 a*
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Tabela 11. Porcentagem de germinagdo em sementes de tomateiro, Moneymaker (WT) e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
substrato de papel umedecido com GAs, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m-2 s 1,
As avaliagBes foram realizadas a cada 12 h, os valores representam a média + SE de trés repeticdes com 40 sementes. As letras
mindsculas comparam e indicam diferengcas entre as médias de porcentagem de germinacdo em cada tempo nas diferentes
intensidades da LA (Teste de Tukey, P <0.05). A taxa de germinacéo é mostrada a partir de 48 h, inicio da germinacao.

Intensidades de LA (umol m2 s1)

Tempo (h)  Gendtipos 0 1 5 10 15 25
48 WT (GAs) 51,66 + 1,66 a 5,00+ 0,00 c 10,00 + 0,00 bc 13,33+3,33b 10,00 + 0,00 bc 5,00+ 0,00 c
cryla (GAa) 55,00 £ 2,88 a 5,00 + 0,00 bc 5,00 + 0,00 bc 10,00 £ 0,00 b 0,00+ 0,00 c 5,00 + 0,00 bc
WT (GAs) 91,66 £ 1,66 a 61,66 +1,66b 40,00+ 7,63 ¢ 46,66 +4,40bc  61,66+4,40b 30,00+ 7,63 ¢c
°0 cryla (GAa) 98,33+ 1,66 a 21,66 +£3,33b 16,66 + 1,66 b 16,66 + 3,33 b 15,00 £ 0,00 b 16,66 + 1,66 b
2 WT (GAs) 91,66 £ 1,66 a 81,66 + 1,66 ab 75,00 £5,77 ab 80,00+2,88ab 76,66 +4,40 ab 65,00+ 8,66 b
cryla (GAsz) 98,33+1,66 a 41,66 £ 6,66 b 40,00 £ 2,88 b 31,66 +3,33 b 26,66 +3,33 b 26,66 +4,40b
WT (GA3) 93,33+1,66 a 90,00+ 2,88 a 86,66+ 4,40 a 93,33+1,66¢C 91,66 +4,40 a 88,33+3,33a
84 cryla (GAz) 98,33+ 1,66 a 76,66 +4,40 b 53,33+1,66¢C 51,66 +1,66cC 51,66+4,40c 40,00 + 10,40 c
WT (GA3) 93,33+1,66 a 91,66 + 1,66 a 95,00+ 2,88 a 96,66 + 1,66 a 98,33+ 1,66 a 95,00+ 0,00 a
% cryla (GAz) 98,33+1,66 a 91,66 + 1,66 a 70,00 + 0,00 bc 73,33+1,66b 66,66 + 1,66 bc 56,66 +4,40c
108 WT (GA3) 93,33+1,66 a 91,66 + 1,66 a 95,00+ 2,88 a 100,00 £ 0,00 a 98,33+ 1,66 a 100,00 + 0,00 a
cryla (GAz) 98,33+1,66 a 98,33 £1,66 a 83,33+3,33b 95,00 + 2,88 ab 91,66 + 4,40 ab 85,00 + 5,00 ab
120 WT (GA3) 96,66 + 1,66 a 95,00+ 0,00 a 98,33+ 1,66 a 100,00 £ 0,00 a 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a
cryla (GAz) 100,00 £ 0,00 a 98,33 £1,66 a 98,33 £1,66 a 98,33+ 1,66 a 100,00 £ 0,00 a 93,33+4,40 a




84

Tabela 12. indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo para 50 % de germinacdo (T50) em sementes de tomateiro Moneymaker (WT) e
mutante cryla. Os dados sdo das médias + SE de trés repeticdes com 40 sementes. Letras diferentes indicam diferencas para o
mesmo gendtipo nas diferentes intensidades de luz azul, asteriscos indicam diferencas entre os gendtipos na mesma intensidade da

LA (Teste de Tukey, P <0.05).

--- Intensidades de LA (umol m2 s1)

Variavel Genotipos 0 1 5 10 15 25
WT (GA3) 6,19+0,10 a 5,59 + 0,08 ab* 5,33+ 0,26 b* 5,71 + 0,05 ab* 5,87 + 0,17 ab* 5,38+ 0,12 b*
2 cryla (GAs) 6,55+0,11a 5,06 + 0,08 b 4,14+ 0,17 c 4,59 + 0,11 bc 4,43 + 0,15 bc 4,07 +0,27 c
o WT (GA3) 46,88+ 0,30 c 57,01£0,25b 63,10 £ 2,25 ab 60,92 £ 1,39 ab 57,42 +0,77 b 64,85+1,81la
ld cryla (GAs) 46,45+0,25d 73,83 £1,96 c* 79,50 + 0,86 bc* 79,50 + 0,28 bc* 83,50 + 2,02 ab* 87,56 + 3,31 a*
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Tabela 13. Porcentagem de germinagdo em sementes de tomateiro, Moneymaker (WT) e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
substrato de papel umedecido com ABA, no escuro (0), ou sob luz azul continua com intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s°1,
As avaliagBes foram realizadas a cada 12 h, os valores representam a média + SE de trés repeticbes com 40 sementes. As letras
mindsculas comparam e indicam diferengcas entre as médias de porcentagem de germinacdo em cada tempo nas diferentes
intensidades da LA (Teste de Tukey, P <0.05). A taxa de germinacéo é mostrada a partir de 48 h, inicio da germinacao.

Intensidades de LA (umol m2 s1)

Tempo (h)  Gendtipos 0 1 5 10 15 25
50 WT (ABA) 51,92+4,32a 20,75+4,06 b 12,92 + 0,00 bc 0,00+ 0,00 c 16,45+6,00 b 0,00+ 0,00 c
cryla (ABA) 61,33+ 3,08 a 18,43 +0,00 b 0,00+ 0,00 c 0,00+ 0,00 c 12,92 + 0,00 bc 0,00+ 0,00 c
7 WT (ABA) 63,92 +4,27 a 34,23+1,02b 22,97 £ 5,85 bc 11,90+6,59cd 23,99 £ 6,76 bc 0,00+ 0,00 d
cryla (ABA) 82,40+ 7,59 a 28,85+1,14 b 0,00+ 0,00 b 16,20 £3,28 bc 14,75+ 1,83 bc 12,92 + 0,00 bc
84 WT (ABA) 83,33+4,40 a 58,33+4,40 b 23,33+10,13¢c 20,00 £5,00 c 25,00 +10,40 ¢ 13,33+3,33¢C
cryla (ABA) 98,33+1,66 a 35,00+2,88b 20,00 + 5,00 bc 13,33 + 4,40 bc 16,66 + 4,40 bc 10,00+ 2,88 c
WT (ABA) 88,33+3,33a 71,66 + 1,66 ab 31,66 £14,52 c 30,00+ 7,63 ¢ 45,00 £ 7,63 bc 20,00+ 7,63 c
% cryla (ABA) 100,00 + 0,00 a 58,33+4,40b 20,00+5,00c 25,00+2,88c 25,00+ 7,64 c 16,66 + 1,66 c
108 WT (ABA) 91,66 + 1,66 a 88,33+4,40a 40,00£15,27 bc 56,66 + 7,26 b 55,00 + 5,77 bc 26,66+ 7,26 ¢C
cryla (ABA) 100,00 + 0,00 a 78,33+1,66 a 25,00+5,77 b 31,66 +3,33 b 33,33+7,26b 28,33+4,40b
120 WT (ABA) 95,00+ 2,88 a 93,33 1,66 a 70,00 +5,77 b 75,00+ 2,88 b 85,00 + 5,00 ab 51,66 +1,66cC
cryla (ABA) 100,00 + 0,00 a 100,00 £ 0,00 a 66,66 + 3,33 b 66,66 + 6,66 b 66,66 + 6,66 b 53,33+1,66b
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Tabela 14. indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo para 50 % de germinacg&o (T50) em sementes de tomateiro Moneymaker (WT) e
mutante cryla. Os dados sdo das médias + SE de trés repeticdes com 40 sementes. Letras diferentes indicam diferencas para o
mesmo gendtipo nas diferentes intensidades de luz azul, asteriscos indicam diferencas entre os gendtipos na mesma intensidade da
LA (Teste de Tukey, P <0.05).

Intensidades de LA (umol m2 s1)

Variavel Genotipos 0 1 5 10 15 25
WT (ABA) 552+0,24 a 4,33+0,10a 1,91+0,70 bc 2,46 + 0,33 bc* 2,64 + 0,42 b* 1,20+0,32¢c
9 cryla (ABA) 6,26 +0,05a 3,656+0,09b 1,20+£0,27 ¢ 140+0,17c 158+0,33¢c 1,23+0,18 ¢
5 WT (ABA) 57,43 +0,80c 79,38+141b 110,71+ 1,24 a 98,83+3,94 a 99,33+0,33a 102,80 + 7,43 a
ke cryla (ABA) 55,87+0,44c 90,00 * 0,69 b* 110,66 + 0,66 a 106,42 + 2,68 a 106,50 + 2,59 a 105,33+ 2,40 a
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Tabela 15. Atividade da endo-B-mannanase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com agua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s*1. Os dados
sdo das médias + SE de trés repeti¢cdes. Letras minusculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo genoétipo nas
diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

----- Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25

- WT 27,71+1,18 a 21,18 £ 0,94 ab 27,74 +0,64 a 12,65+0,88 ¢ 17,60 + 0,99 bc 21,89+1,19ab
8 cryla 26,36 £ 0,29 a 15,99 + 1,10 bc 764+111d 12,68 £ 1,22 cd 2723 +422a 22,33+ 2,56 ab
- WT 6191+0,25a 31,77+1,73 ¢ 28,52+111c 3517+4,25¢c 40,29 = 2,47 bc 51,93 5,16 ab
R cryla 44,37 +5,81 a 11,62+1,73 c 23,17 £ 2,21 bc 20,25 £ 1,54 bc 32,04 £1,89ab 33,10+ 1,13 ab
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Tabela 16. Atividade da 8-mannosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em

papel umedecido com &gua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s'1. Os dados
sdo das médias = SE de trés repeticbes. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo genotipo nas
diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

----- Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT 92,02+ 4,2 ab 104,50+ 4,01 a 104,57 +4,19 a 101,07 + 2,37 ab 85,92+ 3,98 b 102,50+ 1,13 ab
9 cryla 148,26 + 4,59 a 106,89+ 0,75 b 84,46 +4,71c 135,43+6,19a 104,66 +7,45b 76,75+1,78 c
- WT 243,45+ 17,36 a 225,25 + 4,29 ab 163,25+ 2,47 c 208,03 +£5,28 b 159,62+ 3,10 ¢c 201,36 £5,41 b
N cryla 191,59 + 0,58 abc 213,22 +0,82 a 200,50 + 6,74 ab 221,35+11,20 a 179,24 £ 0,70 bc 166,14 + 11,79 ¢




89

Tabela 17. Atividade da a-galactosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em

papel umedecido com &gua, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s'1. Os dados
sdo das médias = SE de trés repetices. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo genotipo nas
diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

---- Intensidades da LA (umol m-2 s-1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT 229,73+1,45D 231,32+7,80b 189,40+ 5,22 ¢ 355,65 + 5,66 a 209,29 £ 5,52 bc 205,60 + 3,34 bc
9 cryla 330,30+ 14,12 b 284,20 + 7,86 cd 306,00 £ 1,26 bc 269,04 + 7,37 de 496,64 £ 4,82 a 242,22 +4,99 e
- WT 580,70 + 5,03 bc 757,34 £ 32,24 a 706,45+ 72,10 a 559,01 + 1,53 bc 681,31 £2,93 ab 519,43 +£51,29¢c
N cryla 729,18 + 0,57 ab 754,25 + 8,56 ab 756,73 + 7,57 ab 708,50 £ 27,85 bc 852,43+ 7,74 a 594,30+ 2,31 ¢c
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Tabela 18. Atividade da endo-B-mannanase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com solucédo de GAs, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 umol m 2 s™%,
Os dados séo das médias + SE de trés repeti¢des. Letras minusculas diferentes comparam e indicam diferencas no mesmo genotipo
nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT (GA3) 39,01+1,25a 20,47 +0,84 c 28,15+1,72b 15,13 +1,04 d 16,20 £ 0,97 cd 19,83 +1,03¢c
9 cryla (GAs) 24,20+0,98 a 22,91 +1,01 bc 20,49+0,35d 14,27 £ 0,93 cd 22,01+1,16a 16,91 £ 0,69 ab
- WT (GA3) 83,67+ 3,91 a 2957+1,77c 30,15+1,02¢c 27,48 +0,86¢C 44,11 + 3,061 b 41,75+2,45b
R cryla (GAs) 34,72 +£0,32 ab 19,46 + 0,67 ¢ 25,46 + 3,32 bc 32,95+ 4,6 ab 18,48+ 0,41 ¢c 38,42+ 1,37a
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Tabela 19. Atividade da 8-mannosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em papel
umedecido com solugdo de GAs, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s, Os
dados séo das médias + SE de trés repeticdes. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengcas no mesmo genaétipo nas
diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT (GA3) 123,64 +2,10b 118,95+ 5,69 b 143,18 + 3,15 a 120,97+ 3,71 b 127,74 +2,59 b 120,97 +3,71 b
9 cryla (GAs) 136,68 + 5,96 a 116,22 + 2,54 bc 106,98 + 2,06 ¢ 125,22 + 1,34 ab 126,29 + 2,46 ab 113,83 + 2,46 bc
- WT (GA3) 244,67 +0,34 a 242,96 + 0,67 ab 220,81 +3,10b 243,29 + 1,87 ab 249,36 £ 2,3 a 185,10+ 3,96 c
R cryla (GAs) 237,22 +0.51 ab 256,11 +1,13 a 233,61 + 5,65 ab 223,86 + 3,07 bc 196,14+ 7,75d 201,30 £ 14,60 cd
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Tabela 20. Atividade da a-galactosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com solucédo de GAs, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m2 s
!, Os dados sdo das médias + SE de trés repetiges. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengcas no mesmo

genadtipo nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo

Gendtipos

0

1

5

10

15

25

WT (GA3)
cryla (GAs)

538,29 + 0,67 f
626,38 + 14.12 d

691,99+0,85¢e
696,23 +0,87 c

728,99 +0,88 c
621,40+ 0,75 e

873,96+ 1,05 a
849,63+1,01Db

829,93+0,98Db
888,48 +1,04 a

718,15+ 0,84 d
545,02 £ 0,635 f

72h

WT (GA3)
cryla (GA3)

468,67 £ 5,97 bc
452,52 +11,15¢

405,43 7,16 d
371,95+0,91d

352,55+0,86 e
446,94 + 6,7 C

453,00 £5,78 ¢
604,42 7,57 b

490,43 £8,88Db
666,97 +5,72 a

532,02 +5,80 a
617,97 +1,54 b




93

Tabela 21. Atividade da endo-B-mannanase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com solucdo de ABA, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s™2,
Os dados séo das médias + SE de trés repeti¢des. Letras minusculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo genotipo
nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

Intensidades da LA (umol m 2 s-1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT (ABA) 22,87 +2,83 ab 3152+1,48a 25,43+ 1,46 ab 20,34+ 1,07 b 30,55+2,11a 25,03+ 2,99 ab
9 cryla (ABA) 26,51+0,83a 26,95+ 0,99 a 24,37 +1,14 a 19,37+1,74 a 20,82 +4,29 a 19,32+2,32a
- WT (ABA) 59,54 + 6,65 a 29,12 + 1,41b 67,52+ 3,44 a 51,07 +4,56 a 68,03+ 4,12 a 64,64 + 3,85 a
N cryla (ABA) 53,21+591 a 46,35+ 5,00 a 45,07 +£7,20a 53,16 £+ 4,94 a 52,07+ 1,45a 48,31 +2,25a
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Tabela 22. Atividade da 8-mannosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com solucédo de ABA, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15e 25 umol m 2 s°
!, Os dados sdo das médias + SE de trés repetiges. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengcas no mesmo

genadtipo nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

----- Intensidades da LA (umol m-2 s1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT (ABA) 81,20+ 0,677 c 106,84+ 3,30 b 104,46 +1,13 b 132,10+ 6,00 a 101,29+1,89b 100,55+1,10b
9 cryla (ABA) 114,58 £ 0,79 a 114,43+ 1,71 a 109,87 +2,35a 116,44 £ 2,54 a 92,31+1,80hb 95,77+£0,34 b
- WT (ABA) 196,09+ 3,32 a 169,38+ 2,97 b 178,66 +0,47 b 152,67 +2,39¢c 167,93 + 2,62 bc 167,61 + 0,02 bc
N cryla (ABA) 212,89+0,79 a 210,51 +53a 182,46 + 6,88 b 158,52 + 3,34 ¢ 215,73+0,92 a 165,48 +5,37 c
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Tabela 23. Atividade da a-galactosidase em sementes de tomateiro Moneymaker (WT), e mutante cryla. As sementes foram germinadas em
papel umedecido com solucédo de ABA, no escuro (0), ou sob luz azul continua com as intensidades de 1, 5, 10, 15 e 25 pmol m 2 s°
!, Os dados sdo das médias + SE de trés repetigdes. Letras mindsculas diferentes comparam e indicam diferengas no mesmo
genadtipo nas diferentes intensidades da LA (Teste de Tukey em P <0,05).

---- Intensidades da LA (umol m-2 s-1)

Tempo Gendtipos 0 1 5 10 15 25
- WT (ABA) 457,87 £9,49 b 592,33 +21,51a 375,10+ 7,92 ¢ 377,14 +4,83¢c 293,11 +1,54d 338,14+ 2,11c
9 cryla (ABA) 337,14 +4,41 cd 432,72+ 7,63 a 400,03 £ 3,39 ab 358,91 +£19,06 bc 411,92+3,40a 296,56 + 2,58 d
- WT (ABA) 192,52+ 2,50 a 143,78 + 3,38 b 126,63+ 3,18 b 99,49+ 1,29¢c 95,85+ 1,78 210,77+t1,71a
N cryla (ABA) 143,38+ 3,90 ¢ 116,82 + 4,64 d 112,82 +4,25d 104,19+ 3,51 d 323,02+13,30a 236,49 +5,46 b




