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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article History: The flooding of hydromorphic soils results in significant losses of crop productivity every year,
Received 02™ August, 2020 especially in tomato. It is believed that the expression of heats hock proteins, especially sHSPs,
Received in revised form play an important role in tolerance to multiple environmental stresses, and may alleviate the
27" September, 2020 damages resulting from the low concentration of oxygen from flooding. Therefore, the presented
Accepted 29" October, 2020 study aimed to verify the intensity of the high expression of MT sHSP23.6 in the fruits and seeds

: : th
Published online 30™ November, 2020 production of tomato cv Micro-Tom cultivated under flood conditions, as well as in the quality of

the seeds produced. Plants of three varieties of tomatoes Micro-Tom were cultivated and
submitted to normal irrigation and 72 hours of flooding. The fruits were collected at
Solanum lycopersicum L. Tetrazolium test.  physiological maturity, and the seeds were extracted manually separating the seeds from the pulp.
Germination test. Seed vigor. The following analyzes were performed: Fruit number and yield, seed number and yield, first
germination count, germination and tetrazolium test. It is concluded that the high expression of
the MT sHSP23.6 mitochondrial gene in tomato cv Micro-Tom increases the production of fruit
sand seeds per plant, and assists in the maintenance of fruit and seed production, viability and
vigor of the seeds produced under flood stress conditions.
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INTRODUCTION Essa caracteristica faz com que ocorra uma drenagem natural
deficiente, ocasionando alagamento temporario do solo,

A produgio de tomate representa 23% da producdo de decorrente de fortes chuvas durante o periodo de cultivo.

hortaligas no pais, sendo destinada para o consumo direto a ~ Segundo revisio de 74 PDNAs (Post-disaster needs

mesa do consumidor e para matéria prima da indéstria (IBGE, assessments), conduzidos em 53 paises em desenvolvimento
2015). Além disso, o consumo de produtos in natura e durante uma década (2006-2016), a agricultura absorveu 23%

processados cresce 3% em média ao ano, apresentando um das perdas causadas por desastres de média e largg gscala, tais
balango comercial de importagdo e exportagdo de mais de US§ ~ como alagamentos, secas e tempestades tropicais (FAO,
40 milhdes nos Gltimos cinco anos (ANUARIO BRASILEIRO ~ 2018). Nesse sentido, justifica-se o desenvolvimento de
DE HORTALICAS, 2017). Demostrando, dessa forma, a Fecnolog{as que possam amenizar perdas decorrentes de
importancia econdmica que o tomate representa na economia  intempéries climaticas, tais como sementes que carregam em
brasileira tanto para empresas de grande porte como para  SUd gepétlca carateristicas que'poss1b111tem a manuten¢do de
agricultura familiar. Sua producdo estd distribuida por toda produtividade mesmo em condi¢des de estresse abiotico. Este
extensdo do territorio brasileiro, onde cerca de 28 milhdes de ¢ © caso de plantas que apresentam proteinas de choque
hectares apresentam solos com condigdes de hidromorfismo ~ térmico (heat shock proteins - HSPs) em seus genes.
(MAGALHAES et al., 2005).
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Estes, por sua vez, desempenham um importante papel em
diversos processos celulares, podendo apresentar fungdo
generalizada na tolerincia a multiplos estresses ambientais,
tais como arsenito, etanol, metais pesados, estresse hidrico,
luminosidade, horménios, acido abscisico, ferimentos,
salinidade, alta e baixa temperatura e condigdes de anoxia
(FEDER e HOFMANN, 1999; SUE et al., 2004). Diante dos
resultados positivos obtidos em estudos recentes com
variedades de tomateiro transformados para alta expressdo de
proteinas do choque térmico e expostos a estresses abioticos
(HUTHER et al, 2013; REISSIG et al., 2018) o presente
estudo objetivou verificar a influéncia da expressao de MT
sHSP23.6 na produgdo de frutos e sementes de tomateiro cv.
Micro-Tom cultivado em condic¢des de alagamento, bem como
na qualidade das sementes produzidas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel - UFPel, localizada no Capao do Ledo (RS)
(Latitude 31°48'02.69 "S). Utilizaram-se sementes de trés
variedades de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cultivar
Micro-Tom: variedade selvagem e variedades transformadas
para alta e baixa expressio do gene MT sHSP23.6
mitocondrial, descrito em Huther et al. (2013). A semeadura
foi efetuada no més de margo de 2017 e conduzida até a
colheita dos frutos, em outubro de 2017. Realizado em
bandejas de poliestireno expandido com 72 células, onde as
mudas foram cultivadas até que se encontrassem no estadio de
quatro folhas completamente expandidas, quando se procedeu
o transplante para bandejas de polietileno preto com
capacidade de 20 litros de volume. Como substrato, foi
utilizado solo coletado de um horizonte Al de um Planossolo
Haplico Eutréfico Solédico (STRECK et al., 2008),
previamente corrigido, de acordo com analise de solo e
baseado no Manual de Adubagdo ¢ Calagem para os Solos do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS RS/SC, 2004). As
bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo, sendo
irrigadas até a capacidade de campo quando necessario. Para
facilitar a drenagem do excesso de dgua e a manutencdo da
capacidade de campo do solo, as bandejas foram perfuradas na
parte inferior, sendo inseridas em bandejas ndo perfuradas
para aplicar o tratamento de alagamento. A capacidade de
campo foi determinada a partir da metodologia da mesa de
tensdo (EMBRAPA, 1997) e a partir desta, foi definido o
volume de A4gua necessario para o estabelecimento do
alagamento no periodo de 72 horas, sendo mantida uma
lamina de 20 mm de agua sobre a superficie do solo.

Para avaliacdo da produtividade de frutos e sementes das
plantas de tomate foram mantidas 10 plantas por bandeja e no
periodo de colheita, do qual foi considerado o periodo de
maturidade fisiol6gica, foram contabilizados por planta o
nimero de frutos, o peso dos frutos, o numero total de
sementes € o peso das sementes. Quando os frutos de ambos
os tratamentos (com e sem alagamento) se encontravam em
estdidio de maturidade fisiologica, foram coletados e as
sementes extraidas manualmente separando as sementes da
polpa. Em seguida, a mucilagem foi removida com adigdo de
acido cloridrico comercial a 36%, diluido em agua (1:2),
utilizando-se a propor¢do de 30 ml da solugdo para 400 mL de
suco de tomate, durante 30 minutos. Por fim, realizou-se a
lavagem em agua corrente e secagem até umidade de 6% para
conducdo dos testes posteriores. A qualidade fisioldgica das
sementes foi avaliada pelos seguintes testes no laboratorio:

Germinacio (G) - conduzida com 200 sementes, com quatro
repeticdes de 50 sementes para cada tratamento, distribuidas
em caixas plasticas tipo gerbox (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) sobre
duas folhas de papel (tipo mata-borrdo) umedecido com
quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel
seco, a 25 °C. As contagens foram realizadas aos quatorze dias
apos a semeadura, segundo os critérios estabelecidos pelas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os
resultados foram expressos em percentagem média de
plantulas normais para cada tratamento.

Primeira contagem da germinacio (PCG) — foi realizada
aos cinco dias por ocasido do teste de germinagdo (BRASIL,
2009).

Teste de Tetrazolio (TZ) — realizado com 100 sementes, com
duas repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. As
sementes foram hidratadas sobre duas folhas de papel (tipo
mata-borrdo) pré-umedecido com quantidade de 4gua
equivalente a 2,5 vezes a massa de papel seco por um periodo
de 18 horas a 20 °C. Decorridos esse periodo, realizou-se o
preparo para a coloragdo, através de um corte longitudinal de
quase todo o embrido, desde o centro da parte curva posterior,
até os extremos da radicula e dos cotilédones. Posteriormente,
foi adicionada sobre o embrido exposto das sementes de
tomate a solucdo de trabalho na concentragdo de 0,5% do 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazolio, pelo periodo de 6 horas, a 30 °C,
em local de escuro absoluto (BRASIL, 2009). Para a avaliagido
da viabilidade, as sementes foram lavadas com agua com
auxilio de wuma pisseta de laboratério, avaliadas
individualmente, através da analise de todo o embrido e
endosperma que devem estar completamente coloridos, com o
auxilio de uma lupa com aumento de seis vezes. As sementes
foram classificadas em viaveis e ndo viaveis de acordo com a
coloragdo apresentada no embrido, computando-se a
porcentagem de sementes viaveis. O  delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas, sendo com e sem o tratamento de alagamento
alocado na parcela e a variedade de tomateiro foi alocado na
subparcela, com dez repeticdes. Os dados foram analisados
quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05)
e submetidos a andlise de variancia pelo teste de Anova
(p<0,05). Havendo significancia, realizou-se comparagdo de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Utilizou-se o programa
estatistico R Software®, version 3.1.1 ¢ o pacote de dados
"ExpDes.pt" (BANZATO ¢ KRONKA, 2006; R Core Team,
2014).

RESULTADOS

Houve interag@o entre os tratamentos alagamento e variedade
para as variaveis numero de frutos por planta, nimero de
sementes por planta, producdo de sementes por planta,
primeira contagem da germinacdo (PCG), germinacdo (G) e
teste de tetrazdlio (viabilidade). Na produgdo de frutos por
planta houve efeito simples de variedade. Em ambas as
condigdes de irrigacdo, mantidos a capacidade de campo e
alagamento de 72 horas no estddio de quatro folhas
completamente expandidas, a variedade de tomateiro
transformada para alta expressdo do gene MT sHSP23.6
mitocondrial produziu mais frutos por planta do que as
variedades selvagem ¢ de baixa expressdo (Figura 1). Houve
redugdo significativa no nimero de frutos por planta
ocasionada pelo estresse por alagamento apenas na variedade
de alta expressao.
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40 mesma forma, a producdo de sementes foi superior na
variedade de alta expressdo em ambas as condigdes de cultivo
_ (Figura 4), embora o seu rendimento tenha reduzido
b0 significativamente quando aplicado o tratamento de
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expressdo do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas em
condicées normais de irrigacdo (capacidade de campo) e
submetidas a 72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas
completamente expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem para
condigdo de alagamento e recuperagdo dentro de cada
material.
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Figura 2. Produgdo de frutos por planta (g) em tomateiro cv
Micro-Tom selvagem, e transformadas para alta (Alta) e baixa
(Baixa) expressiao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas
em condi¢des normais de irrigacio (capacidade de campo) e
submetidas a 72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas
completamente expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

A producdo de frutos foi maior na variedade de alta expressdo
do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, seguida da de baixa
expressdo e da variedade selvagem (Figura 2). Maior numero
de sementes por planta foi observado na variedade
transformada para alta expressdo, em ambas as condigdes de
cultivo, com regime de irrigagdo normal e com o tratamento
de alagamento (Figura 3). A variedade de baixa expressdo
produziu nimero semelhante de sementes por planta do que a
variedade selvagem quando em condicdes normais de
irrigagdo, e superior quando aplicado o tratamento de
alagamento. Apenas a variedade de alta expressdo apresentou
reducdo significativa no numero de sementes produzidas
quando sujeitas a condi¢do de estresse por alagamento. Da
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® Selvagem ®Alta = Baixa

Figura 3. Numero de sementes por planta em tomateiro cv Micro-
Tom selvagem, e transformadas para alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressdo do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas em
condicées normais de irrigacdo (capacidade de campo) e
submetidas a 72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas
completamente expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem para
condigdo de alagamento e recuperagdo dentro de cada
material.
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Figura 4. Producio de sementes por planta (g) em tomateiro cv
Micro-Tom selvagem, e transformadas para alta (Alta) e baixa
(Baixa) expressiao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas
em condi¢cdes normais de irrigacio (capacidade de campo) e
submetidas a 72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas
completamente expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem para
condi¢do de alagamento e recuperacdo dentro de cada
material.

No que tange a avaliagdo do vigor das sementes produzidas
pelo teste de primeira contagem da germinagdo, ambas as
variedades transformadas para alta e baixa expressdo do gene
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MT sHSP23.6 mitocondrial foram superiores a variedade
selvagem em condigdes normais de irrigagdo (Figura 5).
Ainda, no teste de germinacdo, constatou-se manutencdo da
viabilidade das sementes na variedade com alta expressdo do
gene MT sHSP23.6 mitocondrial ao serem submetidas ao
estresse por alagamento no estddio de quatro folhas
completamente expandidas (Figura 6).
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Figura 5. Primeira contagem da germinacio (%) em sementes de
tomateiro cv Micro-Tom selvagem, e transformadas para alta (Alta) e
baixa (Baixa) expressio do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas
em condi¢des normais de irrigacio (capacidade de campo) e submetidas a
72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas completamente
expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra mintscula nio diferem para
condigdo de alagamento e recuperagdo dentro de cada
material.
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Figura 6. Germinagio (%) em sementes de tomateiro cv Micro-Tom
selvagem, e transformadas para alta (Alta) e baixa (Baixa) expressdo do
gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas em condi¢ées normais de
irrigaciio (capacidade de campo) e submetidas a 72 horas de alagamento
no estadio de quatro folhas completamente expandidas (V4)

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem para
condigdo de alagamento e recuperagdo dentro de cada
material.

Nestas condi¢des, a variedade selvagem ndo diferiu em
relagdo a baixa expressdo, tendo a germinagdo passado de 70%
em condigdes normais para 41% sob alagamento para a
primeira, e de 75% para 33% para a segunda. O teste de

tetrazolio apresentou resultados superiores de viabilidade em
relagdo ao teste de germinacdo, e permitiu observar menor
percentual de sementes viaveis na variedade de baixa
expressdo, quando em cultivo sob condigdes normais de
irrigacdo, enquanto a variedade de alta expressdo e a selvagem
nao diferiram (Figura 7).
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Figura 7. Viabilidade (%), estimada pelo teste de tetrazélio, em sementes
de tomateiro cv Micro-Tom selvagem, e transformadas para alta (Alta) e
baixa (Baixa) expressio do gene MT sHSP23.6 mitocondrial, cultivadas
em condi¢des normais de irrigacio (capacidade de campo) e submetidas a
72 horas de alagamento no estadio de quatro folhas completamente
expandidas (V4).

Barras seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
os materiais selvagem (WT) e de alta (Alta) e baixa (Baixa)
expressao do gene MT sHSP23.6 mitocondrial.

Barras seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem para
condigdo de alagamento e recuperagdo dentro de cada
material.

Permitiu constatar também uma significativa, embora
pequena, reducdo da viabilidade das sementes da variedade
transformada para alta expressdo, quando sujeitas ao
alagamento. Nestas condigdes, a variedade de baixa expressdo
apresentou resultado inferior as demais.

DISCUSSAO

O tratamento de alagamento aplicado quando as plantas
estavam com quatro folhas completamente expandidas ndo
afetou a producdo de frutos, no entanto afetou o nimero de
frutos produzidos, permitindo inferir que a condi¢do de baixa
disponibilidade de oxigénio ainda na fase vegetativa resultou
na redugdo de gemas florais ou no abortamento de flores,
contudo, os frutos formados receberam mais fotoassimilados,
compensando a produgao final. Aplicando tratamentos de dois,
quatro e oito dias de alagamento em plantas de tomateiro com
45 dias de cultivo, Ezin, Pena e Ahanchede (2010) verificaram
que até o quarto dia de alagamento continuo houve redugio na
massa dos frutos e no rendimento final apenas em duas de
quatro variedades estudadas, corroborando com os dados
encontrados neste trabalho. Yasumoto ef al. (2011) também
verificaram que, em plantas de girassol, o estresse ocasionado
por quatro dias de alagamento durante o estabelecimento das
plantas reduziu severamente o rendimento de sementes. A
maior produgdo de sementes na variedade de alta expressao da
MT sHSP23.6 mitocondrial condiz com as observacoes
realizadas por Sun, Motangu e Verbruggen (2002) os quais
verificaram que a expressdo de genes para sHSPs (small heat
shock proteins) ¢ limitada na auséncia de estresse ambiental,



42171

International Journal of Development Research, Vol. 10, Issue, 11, pp. 42167-42171, November, 2020

ocorrendo em alguns estdgios de crescimento e
desenvolvimento de plantas, como embriogénese, germinagao,
desenvolvimento de graos de pdlen e amadurecimento de
frutos. Ao serem submetidas a condi¢do de alagamento, houve
reducdo do vigor nas sementes produzidas em todas as
variedades, sendo mais expressiva na variedade de baixa
expressdo que reduziu de cerca de 70% em condi¢des normais
para menos de 20% no teste de primeira contagem, quando
sob estresse. Mesmo tendo sido significativa a redugdo do
vigor nas sementes da variedade de alta expressdo, seu
percentual caiu de 80% para 70%, permitindo inferir relagdo
positiva da proteina expressada com manutengdo do vigor de
sementes em condi¢des adversas. Associagdo positiva de
proteinas do choque térmico com a qualidade fisiologica de
sementes foi observada também por Kaur et al. (2015) que,
através de analise protedmica, descobriram que a OsHSP18.2
¢ uma proteina responsiva ao envelhecimento, e que,
possivelmente protege e estabiliza as proteinas celulares de
sementes de arroz contra danos irreversiveis, particularmente
durante a redug@o de agua na maturagdo e no envelhecimento
artificial, restringindo o acumulo de espécies reativas de
oxigénio e, assim, melhorando o vigor das sementes. Além
disso, Nakamoto e Vigh (2007) concluiram haver indicios de
que sHSPs desempenham importante papel no controle da
qualidade de membrana, portanto, podem contribuir para a
manutencdo da integridade das membranas, especialmente sob
condigdes de estresse. Tal caracteristica estd intimamente
relacionada ao vigor em sementes e, dessa forma, pode se
inferir que MT sHSP23.6 mitocondrial contribuiu na
manutencdo da qualidade fisiolégica das sementes de
tomateiro, quando em condigdes de estresse.

Conclusao

A alta expressdo do gene MT sHSP23.6 mitocondrial em
tomateiro cv. Micro-Tom aumenta a producdo de frutos e
sementes por planta, e auxilia na manutengdo da produgdo de
frutos e sementes, viabilidade e vigor das sementes produzidas
em condicdo de estresse por alagamento.
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