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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, caracterizar aspectos fisiol 6gi cos de microtomateiros (Lycopersicon esculentum P. Miller cv.
Micro-Tom) fitocromo-mutantes. A cultivar Micro-Tom e os mutantes aur ea (deficiente na biossintese do croméforo dos fitocromos),
atroviolacea (atv) ehigh pigment 1 (hpl; ambos superexpressam eventos mediados por fitocromos) foram cultivados em condicoes
controladas de luz e temperatura e caracterizados no estagio de floragcdo. O mutante hpl obteve as maiores taxas de fotossintese
potencial e de contelido de carotendides. O mutante aurea manteve taxas de fotossintese potencial similares a cultivar Micro-Tom,
mesmo expressando 0 mais baixo contelido de clorofilas, e tambhém expressou o maior contelido de nitrogénio entre os demais
microtomateiros. Os mutantes aurea e hpl obtiveram os menores contelidos de agUicares solGvei s totais. O mutante atv expressou 0
maior contetido de clorofilas e também a menor razéo clorofilaa/b.

Termos par a indexagdo: Lycopersicon esculentum, Micro-Tom, pigmentos fotossintéticos, fotossintese.

ABSTRACT

The objective of thiswork was to characterize physiological aspects of micro-tomato (Lycopersicon esculentum P. Miller cv.
Micro-Tom) phytochrome-mutants. Plants of Micro-Tom cultivar and aurea (deficient in phytochrome chromophore biosynthesis),
high pigment 1 (hpl) and atroviolacea (atv) (both super express phytochrome events-mediated) mutants were cultivated under
controlled light and temperature and evaluated in flowering stage. The hpl mutant expressed the highest rates of potential photosynthesis
and also the content of total carotenoids. Aurea mutant maintained similar potential photosynthesis rates as the Micro-Tom cultivar,
even containing low chlorophyll content, and expressed the highest content of nitrogen among all micro-tomatoes studied. Total
soluble sugars were lower in aurea and hpl mutants. The atv mutant expressed the highest content of chlorophylls and also the
lowest rate of chlorophyll a/b.

Index terms: Lycopersicon esculentum, Micro-Tom, photosynthetic pigment, photosynthesis.

(Recebido em 15 de outubro de 2007 e aprovado em 24 de junho de 2008)

INTRODUCAO

O uso de tomateiro (Lycopersicon esculentum P,
Miller) como modelo para estudos fisioldgicos possui
vantagens em relag8o ao uso de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., a exemplo da diversidade de metabdlitos
secundarios, tecidos que facilitam andlises bioquimicas,
aém do padrdo morfogenético (PRATT et al., 1997). No
entanto, o elevado porte das plantas e o longo ciclo de
vida surgem como desvantagens em relacdo ao uso de A.
thaliana . A cultivar em miniatura, Micro-Tom

(Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom) foi proposta por
Meissner et a. (1997) como um modelo genético, que produz
frutos e sementes vidveis, e podem ser cultivadas em vasos
de 50-150 mL de substrato, completando seu ciclo de vida
entre 70-90 dias, superando assim as desvantagens do
cultivo de tomateiro em relag@o aA. thaliana, parafins de
pesquisa. Atualmente Micro-Tom (MT) tem sido proposta
como a cultivar preferencial para pesquisas a nivel
molecular em tomateiro (MART] et al., 2006).

Plantas fitocromo-mutantes possibilitam o estudo
dos espectros vermelho e vermelho distante da radiacéo
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sobre eventos da fotomorfogénese, o qual tem sido
dificultado pela complexidade de interacéo entre os
diferentes fotorreceptores (CHEN et al., 2004;
SCHITTENHELM et d., 2004). O mutante mais estudado é
o aurea, deficiente em fitocromo A (phyA) assim como na
sintese do croméforo, o que o torna deficiente em todas as
espécies de fitocromo (SHARMA et d., 1993). O mutante
high pigmentl (hpl) e atroviolacea (atv) apresentam
mutacdo na via de transducdo de sinais, expressando
hipersensibilidade de respostas em processos mediados
por fitocromo (PETERS et al., 1998).

Mutantes aurea tém niveis de clorofila e antocianina
reduzidos durante todo o ciclo de vida das plantas, mas
principalmente em estégio inicia de crescimento (TERRY
& KENDRICK, 1999), enquanto que hos mutanteshpl e
atv o contelido desses pigmentos, além dos carotendides,
sdo mais elevados em relacdo as plantas selvagens
(KERCKHOFFSet ., 1997).

Aspectos morfolégicos e genéticos tém sido
estudados em microtomateiros (MARTI et al., 2006;
MEISSNER et a., 1997) e naquel esfitocromo-mutantes, o
potencia de regeneracdo in vitro (CARVALHO, 2003).
Diversos aspectos fisioldgicos ainda ndo foram
caracterizados, inclusive em mutantes de porte normal, os
guais sdo fundamentais para o entendimento dos
complexos efeitos da radiacdo sobre processos do
desenvolvimento dependentes de fitocromo.

Objetivou-se, neste trabalho caracterizar
fisiologicamente microtomateiros, cultivar MT, fitocromo-
mutantes.

MATERIAL E METODOS

As sementes dos microtomateiros, utilizados neste
trabalho, foram gentilmente cedidas pela equipe de
pesquisa do prof. Lazaro Ramos e Rogério F. Carvaho
(ESALQ-USP). A semeadura dos microtomateiros cultivar
Micro-Tom e seus mutantes aurea, hpl e atroviolacea,
foi realizada em bandejas de isopor, utilizando-se substrato
Plantmax® e vermiculita, na proporcéo de 1:1, para
enchimento das células. As bandejas foram acondicionadas
em camaras de crescimento com temperatura média de 27°C
eradiagdo média de 150 imol mr? sa partir de |ampadas
fluorescentes brancas, e fotoperiodo de 16 horas. As
bandejas foram regadas duas vezes ao dia, mantendo a
umidade do substrato préximo a capacidade de campo.

Quinze dias apds a semeadura, foram escolhidas 30
mudas de cada mutante e da cultivar MT, de acordo a
similaridade em porte e vigor, e transplantadas para vasos
plésticos com capacidade de 150 mL. O substrato do vaso
foi composto de Plantmax® e vermiculita(1:1) e 0,5 g de

NPK, naformulagéo 4-14-8, distribuido na borda de cada
vaso. As plantas foram acondicionadas em camaras de
crescimento iluminadas com |ampadas fluorescentes
brancas, recebendo uma radiacdo média de 150 imol m?s
1, na altura central da copas das plantas adultas, com
fotoperiodo de 16 horas, durante o periodo diurno (no
qual atemperatura eramais elevada). A irrigacdo foi realizada
diariamente, duas vezes ao dia, mantendo a umidade do
substrato préximo a capacidade de campo. No interior das
camaras de crescimento, atemperatura maximadiériafoi de
32°C e minima noturna de 18°C, medida na altura central
da copa das plantas adultas, sendo a temperatura média
de 26°C.

Apo6s o transplantio das mudas, uma vez por
semana, era realizada adubacgdo foliar das plantas,
utilizando-se um borrifador manua com uma solug&o diluida
10 vezes a partir da solucdo estoque, que era composta
de 7 g do composto nutricional de Peters® 20-20-20+ 20 g
de Ca(NQ,), + 5 g de MgSO, + 3 g K, SO, + agua até
completar 1L.

No 30° dia apbs o transplantio das mudas foram
readlizadas avaliacdes de resisténcia estomatica (re) e
transpiragéo (E) no foliolo da regi&io mediana da terceira
folha compl etamente expandida, do apice para abase da
planta. Quatro horas apds o inicio do periodo de luz foram
realizadas trés avaliacdes, de quatro em quatro horas, com
0 auxilio de um Pordmetro (LICOR LI-1600), em cinco
plantas de cada microtomateiro estudado e posteriormente
os dados foram agrupados para obtencéo das médias.

Um diaapés as avaiaches de re e E foram realizadas
as avaiagOes de fotossintese potencial (A ), através do
método de evolucdo de oxigénio (DELIEU & WALKER,
1983). A determinago foi realizada a temperatura de 30°C,
em trés plantas de cada microtomateiro estudado, nos
mesmos foliolos utilizados para determinacéo dare e E.
Nesse processo foi utilizada fonte de luz fornecendo 1200
imol m2s! de densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos.

No 32° dia ap6s o transplantio das mudas, foliolos
localizados na mesma posi¢ao onde foram realizadas as
avaliacbes das trocas gasosas foram coletados e discos
foliares retirados da regido mediana do limbo foliar,
excetuando-se a nervura central e bordas do limbo foliar,
para andlises de clorofilas e carotendides. Para as andlises
de proteinas, agucares sollveis totais (AST) e hitrogénio
total (N) utilizou-se material seco. Foliolos para
determinacdo de todas as andlises bioquimicas foram
coletados quatro horas apés o inicio do periodo deluz e as
avaliacdes foram realizadas em trés plantas para cada
microtomateiro estudado.
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A metodologia de Kjeldahl (1883) foi utilizada para
determinacdo do teor de nitrogénio total foliar. Para o teor
de proteinas totais, utilizaram-se os valores obtidos para
nitrogénio multiplicando-se pelo fator de converséo 6,25
(AOAC, 1970). Paraandlises de AST foi utilizado o método
daantrona (DISCHE, 1962). O contetdo de clorofilas foi
determinado pelo método de Arnon (1949) e o de
carotendides totais pelo método de Higby (1962).

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado. Apés andlise de variancia dos
dados obtidos, utilizou-se o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, para agrupamento das médias em classes
distintas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O mutante aurea obteve valoresde A | similares a
cultivar MT (Figura 1), mesmo expressando contelido de
clorofilas ae b menor que todos os demais microtomateiros
estudados (Figura 2). Observou-se, nesse mutante, 0 maior
contelido de proteinas totais e nitrogénio total (Figura3) e
0 menor contetdo de carotendides totais (Figura 4),
relativos aos demais microtomateiros.
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Figura 1 — Trocas gasosas em microtomateiros cultivar
Micro-Tom e fitocromo-mutantes. Barras com mesmalletra,
dentro de um mesmo par&metro de avaliagdo, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Lavras-
MG, 2007.
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O mutante atroviolacea obteve o maior contelido
de clorofilasa eb e amenor razéo clorofilaa/b (Figura 2),
embora o contetido de nitrogénio total e proteinas totais
tenham sido menores que todos os demais microtomateiros
(Figura 3) e o contetido dos carotendides tenha sido similar
acultivar MT (Figura4).
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Figura 2 — Teor de clorofilas a, b, total e razéo clorofilaa/b
em microtomateiros cultivar Micro-Tom e fitocromo-
mutantes. Barras com mesma letra, dentro de um mesmo
parémetro de avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a’5% de probabilidade. Lavras-MG, 2007.

O mutante hpl obteve as maiores taxas de A
(Figura 1), em relagdo aos demais microtomateiros Os
contelidos de clorofilaa etota (Figura 2), nitrogénio total
e proteinas totai s foram superiores a cultivar MT e o teor
de AST inferior a cultivar MT (Figura 3). Esse mutante
expressou 0 maior contetido de carotendides totais em
relacdo aos demais microtomateiros (Figura 4).

A manutencdo de altas taxas de fotossintese
potencial pelo mutante aurea, mesmo expressando o menor
contetdo de clorofilas, se comparado aos demais
microtomateiros estudados, provavelmente esteja
associada aos mais atos contelidos de nitrogénio total e
proteinas totais, observados para esse mutante, uma vez
gue a Rubisco (Ribulose 1,5-Bifosfato Carboxilase-
Oxigenase), enzima-chave no aparato fotossintético de
plantas C3, representa aproximadamente 20% do total de
nitrogénio foliar, em plantas de sol com boa disponibilidade
de nutrientes (EVANS & SEEMANN, 1984). Assim como
neste trabalho, Becker et al. (1992), Koorneef et al. (1985) e
Lopez-Juez et d. (1990) também relatam a alta capacidade
fotossintética do mutante aurea em relacdo a suas
respectivas plantas selvagens, ainda que apresentem
reduzido conteldo de clorofilaem relagdo a essas.

O maior contetido de proteinas totais do mutante
hpl, em relacdo a cultivar MT e ao mutante atv,
provavel mente tenha contribuido paraamais alta taxa de
A observado para esse mutante, uma vez que essa
mutagdo regula positivamente a expressao de proteinas
deligacdo aclorofila (CAB) eaRubisco (PETERS et d.,
1998).
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O maior contelido de clorofilas e amenor razéo de
clorofila a/b, observados no mutante atv sdo eventos de
ocorréncia comum em plantas de sombra (LIMA JUNIOR
etd., 2006, NAKAZONO et d., 2001; DIGNART et a., 2009;
DOUSSEAU et al., 2008). Provavelmente, a maior
concentracdo de clorofilas tenha ocorrido devido ao maior
ndmero de cloroplastos por células do parénquima palicadico
(DIGNART et d., 2009). A menor razéo clorofilaa/btem sido
rel atada ocorrendo em resposta ao espectro vermelho distante
da radiac8o, provocando um aumento quantitativo do
fotossistema Il, 0 qual é mais rico em clorofila b que a
(CRITCHLEY, 1999). Essamaior concentragdo de clorofilab,
provavelmente atue como um sistema de aclimatizaco das
plantas a0 ambiente no sentido de maximizar aabsorgéo da
radiac&o incidente (CHOW et al., 1990).

A reducdo do contelido de clorofilas observado no
mutante aurea neste trabalho, comparado a cultivar MT,
evidencia a importancia dos fitocromos na sintese desse
pigmento, umavez que esste mutante tem reducdo no contelido
de todos os tipos de fitocromos, no entanto, segundo
Schittenhelm et a. (2004) o phyB é o tipo de fitocromo que mais
influencia na sintese de clorofilas em plantas.

A capacidade fotossintética em plantas, geralmente,
¢é proporciona ao contelido de nitrogénio (CRUZ et a., 2007),
em funcdo da sua alocagdo em proteinas-chaves no
processo fotossintético (EVANS & SEEMAN, 1984). No
entanto, apesar do maior contelido de clorofilas observado,
neste trabal ho, para 0 mutante atv esse mutante expressou
0 menor contelido de nitrogénio e proteinas, embora esse
menor contedido protéico n&o tenha afetado astaxas de A
a0 se comparar esse mutante a cultivar MT. Diferentemente
do observado para o mutante atv, 0 maior conteido de
nitrogénio total e o menor contetido de clorofila observados
no mutante aurea, sugere a alocacdo damaior parte desse
nitrogénio em proteinas, as quais foram encontradas as
maiores concentragcdes nesse mutante. Mudancas na
aocacdo de nitrogénio em fungdo da mutagdo em fitocromos
foram também observadas por Schittenhelm et a. (2004),
onde, tomateiros mutantes que superexpressam phyB, Dara-
5, tiveram similar capacidade na assimilag&o de nitrogénio
que plantas selvagens, no entanto um particionamento
bastante diferenciado entre os 6rgdos das plantas.

Embora comumente haja uma correlacdo positiva
entre taxas fotossintéticas e teor de aglcares sollveis em
funcdo damaior producdo de fotoassimilados (CARVALHO
et a., 2006) o mutante hpl, que apresentou as maiores
taxas de A, obteve o contelido de AST menor que a
cultivar MT. Observou-se também que a concentragéo de
AST no mutanteaurea foi inferior acultivar MT, apesar de
serem similares quanto a A_,, 0 que sugere além do
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Figura 3 — Concentracdo de nitrogénio total, proteinas
totais e aglicares sol iveis totais (AST) em microtomateiros
cultivar Micro-Tom e fitocromo-mutantes. Barras com
mesma letrando diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. Lavras-M G, 2007.

potencial fotossintético as muta¢des associadas ao
fitocromo provavelmente influenciaram a particdo dos
acucares solUveis para rotas de biossintese de aminoécidos
e proteinas nos mutantes aurea e atv.
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Figura 4 — Teor de carotendides totais em folhas de
microtomateiros cultivar Micro-Tom e fitocromo-mutantes.
Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a5% de probabilidade. Lavras-MG, 2007.
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Para o tomateiro Dara-5, mutante que superexpressa
phyB, Schittenhelm et al. (2004) observaram que 0s
mutantes cultivados em casa de vegetag&o tinham menor
conteldo de AST, quando comparados as plantas
selvagens, assim como observado neste trabalho para o
mutante hpl. Yen et al. (1997) observaram maior
concentracdo de carboidratos em tomateiros mutantes hpl
em relagdo as plantas selvagens e atribuiram essa maior
concentragdo ao maior conteldo de clorofilas desse
mutante. Essa relacéo carboidratos/clorofila também pode
ser observada neste trabalho, onde maior concentracéo
de AST foi observada no mutante atv, o qual expressou o
maior conteudo de clorofilas dentre os demais
microtomateiros, no entanto ndo foram observadas
diferencas no contelido de AST entre 0s microtomateiros
atveMT.

Correlagcao positiva entre conteido de clorofila e
carotendides é geralmente encontrada em plantas, e €
atribuida aos carotentides uma fungéo de fotoprotegdo as
clorofilas (BARTLEY & SCOLNIK, 1995). No entanto,
apesar do mutante atv ter sido o microtomateiro que
expressou 0 maior conteido de clorofilas, ndo obteve o
maior contedido de carotendides, indicando uma correlagéo
ndo positiva entre o contetido desses dois pigmentos para
esse mutante, enquanto que essa correlacdo foi positiva
para 0 mutanteaurea, o qual expressou 0 menor contetido
de ambos os pigmentos. E possivel que a baixa intensidade
de radiacdo das condi¢cbes do experimento tenha
influenciado o baixo contelido de carotendides relativo ao
de clorofila no mutanteatv, no sentido do n&o requerimento
de um forte aparato contra danos fotooxidativos pelas

plantas. O maior conteddo de carotendides totais
observado no mutante hpl, em relacdo aos demais
microtomateiros estudados, € um comportamento similar
aquele encontrado em frutos de tomateiro desse mesmo
mutante, quando comparados aos das plantas selvagens
(LIU et al., 2004).

Embora atv e hpl sgjam mutantes considerados
super-responsivos a eventos desencadeados por
fitocromos, diferencas encontradas entre esses mutantes
neste trabalho, sugerem uma maior sensibilidade do
mutante hpl em responder positivamente a baixa
intensidade de radiac&o, assim como observado em outros
estudos para a sintese de antocianina (HUUB et al., 1997;
KERCKHOFFSet a., 1997).

CONCLUSOES

As trocas gasosas, conteudos de clorofila,
nitrogénio total, proteinas totais, aglicares solUveis totais
e carotendides em microtomateiros foram influenciados por
mutagdes em fitocromo.
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