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RESUMO

A seca € um dos principais fatores abidticos que limitam a produgao agricola, sendo
seus impactos agravados pelas mudancgas climaticas. No tomateiro (Solanum
lycopersicum L.), o déficit hidrico compromete o crescimento, a producdo e a
qualidade dos frutos. Nesse contexto, o desenvolvimento de cultivares mais
tolerantes a seca constitui uma estratégia importante para a manutencdo da
producdo agricola. Este trabalho teve como objetivo desenvolver plantas
transgénicas de tomate expressando os genes MdDHN11 (gene codificador de
desidrina) e MdGolS2 (gene codificador da galactinol sintase), associados a
tolerancia ao déficit hidrico. Para isso, foram construidos vetores de transformacao
contendo os genes de interesse e introduzidos em explantes cotiledonares da
cultivar Micro-Tom por meio de transformacao genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens. A integracdo dos transgenes nas plantas regeneradas foi confirmada
por PCR. A metodologia empregada resultou na obtengcdo de dez (10) eventos
transgénicos contendo o gene MdGolS2 e sete eventos contendo o gene MdDHN11.
As anadlises de expressao génica por RT-gPCR revelaram maior expresséo de
MdGolS2 na linhagem 2, enquanto as linhagens 13 e 14 apresentaram os maiores
niveis de expressdo de MdDHN11. As plantas transgénicas expressando MdGolS2
foram submetidas a 12 dias de déficit hidrico juntamente com plantas nao
transgénicas (WT). A linhagem 2 apresentou desempenho superior sob estresse,
mantendo maiores valores de eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il
(Fv/Fm) e potencial hidrico foliar, além de maior produgdo em comparagdo as
plantas WT. As plantas expressando MdDHN11 também foram avaliadas sob déficit
hidrico por 10 dias, e as linhagens 13 e 14 apresentaram melhor desempenho
fisiologico em relagao as plantas ndo transgénicas. Os resultados demonstram que a
expressado dos genes MdGolS2 e MdDHN11 contribui para o aumento da tolerancia
ao déficit hidrico em plantas de tomate, evidenciando seu potencial para aplicagao
em programas de melhoramento genético e biotecnologia voltados a adaptacao das

culturas as mudancas climaticas.

Palavra-chave: Solanum Iycopersicum; Déficit hidrico; superexpressdo génica;

transgenia; plantas geneticamente modificadas



ABSTRACT

Drought is one of the main abiotic factors limiting agricultural productivity, and its
impacts are being intensified by climate change. In tomato (Solanum lycopersicum
L.), water deficit adversely affects plant growth, fruit yield, and fruit quality. Therefore,
the development of drought-tolerant cultivars is an important strategy to sustain
agricultural production under increasingly adverse environmental conditions. The
objective of this study was to develop transgenic tomato plants expressing the
MdDHN11 and MdGolS2 genes, which are associated with drought tolerance. To
achieve this, transformation vectors carrying the genes of interest were constructed
and introduced into cotyledon explants of the Micro-Tom cultivar through
Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation. Transgene integration
in regenerated plants was confirmed by PCR analysis. The transformation protocol
resulted in the generation of 10 independent transgenic events carrying MdGolS2
and seven events carrying MdDHN11. RT-gPCR analysis revealed that line 2
exhibited the highest expression level of MdGolS2, whereas lines 13 and 14 showed
the highest expression levels of MdDHN11.Transgenic plants expressing MdGolS2
were subjected to 12 days of water deficit along with non-transgenic control plants
(WT). Line 2 showed superior performance under drought conditions, maintaining
higher maximum photochemical efficiency of photosystem Il (Fv/Fm), higher leaf
water potential, and greater fruit yield compared with WT plants. Transgenic plants
expressing MdDHN11 were also evaluated under water deficit for 10 days, and lines
13 and 14 exhibited improved physiological performance relative to non-transgenic
plants. Overall, the results demonstrate that the expression of MdGolS2 and
MdDHN11 enhances drought tolerance in tomato plants, highlighting the potential of
these genes for application in breeding and biotechnology programs aimed at

improving crop adaptation to climate change.

Keywords: Solanum Iycopersicum; drought tolerance; genetic transformation;

dehydrin; galactinol synthase; water deficit.
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INTRODUGAO GERAL

As mudangas climaticas tém intensificado a ocorréncia e a severidade de
secas prolongadas, que representam uma das principais ameagas a producgao
agricola no mundo (Ortiz-Bobea et al., 2021; Rezaei et al., 2023; Li et al., 2026). A
seca é considerada o estresse abiotico que mais limita o desempenho das plantas,
afetando processos fisioldgicos e metabdlicos essenciais e comprometendo
significativamente o crescimento, o desenvolvimento e a produgdo das culturas
(Vicente-Serrano et al., 2022; Haghpanah et al., 2024; Li et al., 2024).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é particularmente sensivel ao déficit
hidrico, uma vez que a redugédo da disponibilidade de agua compromete diversos
processos fisioldégicos e metabdlicos, resultando na diminuigdo do crescimento
vegetativo e da produgao de frutos. Dessa forma, a seca constitui um dos principais
fatores limitantes ao desempenho produtivo da cultura (Chen et al., 2014;
Chowdhury et al., 2023; Li et al., 2024).

O tomateiro é uma espécie dipldide, anual, predominantemente autégama,
pertencente a familia Solanaceae, com numero cromossémico 2n = 2x = 24
(Jenkins, 1948; Peralta et al., 2008). Revisdes filogenéticas recentes reintegraram o
antigo género Lycopersicon ao género Solanum (Peralta et al., 2008). Originario da
regido andina da América do Sul, seu principal centro de domesticagao encontra-se
no México (Stevens, 2012).

O tomate destaca-se entre as hortalicas de maior importancia econémica e
nutricional no mundo. Em 2023, a produgdo global da cultura ultrapassou 189
milhdes de toneladas, distribuidas em aproximadamente 5 milhdes de hectares
cultivados (FAOSTAT, 2026). No Brasil, o tomate apresenta expressiva relevancia
para o setor agricola, com producao anual superior a 4 milhdes de toneladas e area
cultivada proxima de 60 mil hectares, posicionando o pais entre os principais
produtores mundiais (IBGE, 2025; FAOSTAT, 2026).

Além da importancia econdmica, o tomate possui elevado valor nutricional,
sendo uma importante fonte de vitamina C, potassio, acido folico e carotendides,
especialmente o licopeno, composto associado a atividade antioxidante e a
promogao da saude humana (Egea et al., 2022; Li et al., 2024; Szabo et al., 2025).
Devido ao seu baixo valor calérico e a ampla versatilidade culinaria, os frutos sao

consumidos tanto in natura quanto processados na forma de molhos, extratos,
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concentrados, sucos, sopas, purés e ketchup, constituindo matéria-prima essencial
para diversos segmentos da industria alimenticia (Liadakis e Tzia, 2022; Salnita e
Farcas, 2024).

Diante das proje¢cdes de aumento da frequéncia e da intensidade dos eventos
de seca, o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico constitui
uma estratégia essencial para reduzir os impactos desse estresse sobre a produgao
agricola. Entre as abordagens utilizadas para aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse hidrico, destaca-se a engenharia genética, que permite a introducéo e a
modulacao da expressao de genes envolvidos em mecanismos de protecéo celular,
ajuste osmoético e manutengdo da homeostase hidrica, contribuindo para o aumento
da tolerancia das plantas a seca (Haghpanah et al., 2024; Wang et al., 2025).

Nesse contexto, genes associados a protecao celular durante condi¢cbes de
desidratagcédo tém despertado grande interesse, entre os quais se destacam aqueles
que codificam as desidrinas (DHNs), proteinas amplamente relacionadas a
tolerancia a diferentes estresses abioticos. As desidrinas (DHNs) sdo uma familia de
proteinas vegetais que ganharam atenc&o consideravel nos ultimos anos devido aos
seus papeéis no desenvolvimento de sementes e na tolerancia aos estresses
abidticos (Melgar e Zelada, 2021; Riyazuddin et al., 2022; Korotaeva et al., 2024). As
DHNs sé&o proteinas do grupo Il da familia de proteinas denominadas LEA (Late
Embryogenesis Abundant), que se acumulam em estagios tardios do
desenvolvimento da semente (Galau et al., 1986; Banerjee e Roychoudhury, 2016;
Melgar e Zelada, 2021). Essas proteinas possuem estrutura altamente hidrofilica e
desordenada, caracteristica relacionada as suas fung¢des protetoras em condigdes
de desidratacao celular (Garay-Arroyo et al., 2000; Liu et al., 2017).

As DHNs apresentam segmentos conservados denominados K, Y e S,
utilizados na classificagdo estrutural dessas proteinas (Liu et al.,, 2017; Melgar e
Zelada, 2021). Sob condi¢cdes de déficit hidrico e outros estresses abidticos, as
DHNs contribuem para a estabilizacdo de membranas bioldgicas, proteinas e
enzimas celulares, além de atuarem como sequestradoras de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Halder et al., 2016). A superexpressao de genes DHN tem sido
associada ao aumento da tolerdncia a seca em diversas espécies vegetais,
reforcando o potencial dessas proteinas no desenvolvimento de plantas resistentes
ao déficit hidrico (Riyazuddin et al., 2022). Em mac¢d (Malus domestica Borkh.), o

gene MdDHN11 apresentou elevada expressdo em tecidos submetidos ao déficit
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hidrico, estando associado a protecado celular durante processos de desidratacao
(Falavigna et al., 2019). Estudos realizados com plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana expressando MdDHN11 demonstraram maior tolerancia ao estresse hidrico
severo, confirmando a importancia funcional das desidrinas na resposta ao déficit
hidrico (Falavigna et al., 2019).

Além das proteinas protetoras, como as desidrinas, as plantas também
utilizam mecanismos metabdlicos associados ao ajuste osmotico para tolerar
condigbes de déficit hidrico. Entre esses mecanismos destaca-se o acumulo de
oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs), compostos amplamente
relacionados a protecdo celular durante a desidratacido. A biossintese desses
compostos depende da produgdo de galactinol, molécula sintetizada pela enzima
galactinol sintase (GolS), considerada o principal ponto regulatério da via metabdlica
dos RFOs (Elsayed et al., 2014; Sengupta et al., 2015). Os RFOs desempenham
funcbes importantes na protecdo celular durante condi¢cdes de estresse abidtico
(Vinson et al., 2020; Liu et al., 2022).

Os RFOs sao sintetizados pela transferéncia de residuos de galactose do
galactinol para a sacarose (Figura 1) (Bhattacharya e Kundu, 2020) e acumulam
durante os estagios finais de maturagdo e dessecagdo das sementes, sendo
considerados importantes para a aquisicao da tolerancia a dessecacédo, uma vez

gue a auséncia de rafinose compromete esse processo (Brenac et al., 1997).
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Figura 1. Via metabdlica do galactinol e RFO até a estaquiose (Fonte: Sengupta et al.,
2015).

Além disso, esses oligossacarideos também se acumulam em tecidos
vegetativos submetidos ao déficit hidrico e a outros estresses ambientais,
contribuindo para a manutencao do turgor celular, a estabilizagdo de proteinas e
membranas biologicas e a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Nishizawa et al., 2008; Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Stoyanova et al., 2011;
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Peshev et al., 2013). Diversos estudos demonstram que a superexpressao de genes
codificadores de galactinol sintase (GolS) promove maior tolerancia a seca (Taji et
al., 2002; Selvaraj et al., 2017; Falavigna et al., 2018; Qiu et al., 2020; Koning et al.,
2023).

Considerando a relevancia econdbmica do tomateiro, sua elevada
sensibilidade ao déficit hidrico e o potencial biotecnoldgico dos genes MdDHN11 e
MdGolS2, este trabalho teve como objetivo gerar e caracterizar plantas transgénicas
de tomate expressando constitutivamente esses genes, avaliando seus efeitos sobre
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos associados a tolerancia a seca. Espera-se
que os resultados contribuam para o desenvolvimento de estratégias biotecnologicas
voltadas ao aumento da resiliéncia das culturas agricolas frente aos desafios

impostos pelas mudancgas climaticas.
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1. INTRODUGAO

A seca é considerada o estresse abidtico de maior impacto sobre o
desenvolvimento das plantas (Vicente-Serrano et al., 2022; Li et al., 2024; Wang et
al., 2025). A seca agricola ocorre quando a agua disponivel no solo ou via irrigagao
¢ insuficiente para suprir as necessidades fisioldgicas e de crescimento das culturas
(Eck et al., 2020). Como a producado de alimentos depende fortemente dos recursos
hidricos, os eventos de seca representam uma séria ameaga a produgao agricola
em escala global, comprometendo a producdo, a estabilidade dos sistemas
produtivos e a segurancga alimentar (Ortiz-Bobea et al., 2021; Miyamoto; Hackmann,
2025).

O déficit hidrico limita severamente o desenvolvimento e a producido do
tomateiro (Solanum Iycopersicum L.), uma cultura de elevada importancia
econdmica e nutricional (Zhao et al., 2021; Badr et al., 2026). Os frutos de tomate
constituem uma importante fonte de nutrientes essenciais e compostos fitoquimicos,
incluindo vitamina C, potassio, acido folico e carotendides, especialmente o licopeno
(Szabo et al., 2025; Li et al., 2024). Além disso, seu baixo teor caldrico torna o
tomate um alimento amplamente valorizado na dieta humana (Egea et al., 2022).

As mudangas climaticas tém intensificado os impactos da seca na agricultura,
aumentando a demanda por cultivares tolerantes ao déficit hidrico como estratégia
para mitigar perdas de producdo e garantir a seguranga alimentar global. Nesse
contexto, abordagens biotecnoldgicas tém demonstrado grande potencial para o
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a seca (Suprasanna, 2020; Kraklow et
al., 2026). As pesquisas em biotecnologia e melhoramento genético sao
fundamentais para assegurar a seguranga alimentar e a sustentabilidade da
producao agricola diante de condicbes ambientais cada vez mais desafiadoras.
Assim, os esfor¢os para o desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca por meio
de estratégias transgénicas sado sustentados por metodologias moleculares
avancadas direcionadas a modificacdo de genes especificos, visando aumentar a
resiliéncia das plantas aos estresses bidticos e abidticos (Krishna et al., 2019; Zahra
et al., 2025; Kraklow et al., 2026).

O galactinol € um intermediario-chave na biossintese dos oligossacarideos da
familia da rafinose (RFOs), compostos amplamente estudados por sua participagao

na resposta das plantas aos estresses abidticos (Vinson et al., 2020; Liu et al.,
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2022). Durante o estresse hidrico, os RFOs acumulam-se nos tecidos vegetais,
atuando como osmolitos compativeis que promovem o ajuste osmotico, favorecem a
manutencdo do turgor celular e contribuem para a estabilizagdo de membranas e
proteinas, reduzindo os danos causados pela desidratagéao (Bartels e Sunkar, 2005;
Liu et al.,2022a). A formagédo desses oligossacarideos inicia-se com a ag¢ao da
galactinol sintase (GolS), que catalisa a sintese de galactinol a partir de mio-inositol
e UDP-galactose. Em seguida, a rafinose € produzida pela rafinose sintase (RS), e a
estaquiose é sintetizada pela estaquiose sintase (STS), por meio da transferéncia
sequencial de residuos de galactose para sacarose e rafinose, respectivamente
(Peterbauer et al., 2002; Sanyal et al., 2023).

A superexpressao de AtGolS2 em Arabidopsis thaliana resultou no aumento
dos niveis de galactinol e rafinose nas folhas, promovendo maior tolerancia a seca
(Taji et al.,, 2002; Bi et al., 2020). Da mesma forma, Falavigna et al. (2018)
observaram maiores concentragdes de galactinol e rafinose, associadas a uma
maior tolerancia ao déficit hidrico em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
expressando o gene MdGolS2 (codificador da galactinol sintase 2).

O aumento da tolerdncia aos estresses abidticos pode ser alcancado por
meio do melhoramento genético utilizando técnicas de engenharia genética. O
desenvolvimento de plantas tolerantes a seca é especialmente importante diante dos
riscos que as mudangas climaticas e as alteragcbes nos padrdes de precipitagcao
representam para a produgdo agricola. Neste estudo, foram geradas plantas
transgénicas de tomate visando a superexpressao constitutiva do gene MdGolS2 da

macieira com o objetivo de aumentar a tolerancia ao déficit hidrico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver plantas transgénicas de tomate superexpressando o gene MdGolS2

com o objetivo de aumentar a tolerancia ao déficit hidrico.

2.2 Objetivos Especificos

Transformar geneticamente plantas de tomate para superexpressar o gene
MdGolS2;

Realizar a caracterizagdo molecular e biolégica de linhagens geneticamente
modificadas;

Analisar a segregagao dos genes exdogenos nas linhagens das plantas
transgénicas;

Desafiar as linhagens transgénicas de tomate MdGolS2 em ensaios de
estresse hidrico;

Realizar andlises fisioldgicas das linhagens transgénicas de tomate MdGolS2
durante o periodo de déficit hidrico;

Avaliar a producao de linhagens transgénicas (e controle) sob déficit hidrico;
Comparar a producao de linhagens transgénicas e controle sob condigdes de

irrigacao plena.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos realizados no presente estudo foram conduzidos no
Laboratério de Engenharia Genética Aplicada a Agricultura Tropical da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

3.1 Construgao do vetor de transformacgao de plantas

A sequéncia codificadora do gene MdGolS2 (numero de acesso GenBank
KY475540) foi sintetizada pela empresa Epoch Life Science Inc. (GS71412-2,
Missouri City, TX, EUA). O DNA sintético foi inserido entre os sitios de restricdo
Ncol/Sacl do vetor pBl426 (Datla et al., 1991), substituindo o gene de fusao
gus:nptll. O cassete de expressao foi transferido para o pCAMBIA2300 utilizando as
enzimas de restricdo EcoRIl e Hindlll para gerar o vetor pGolS2NPTIIl (Figura 2),
usado para transformar a cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens por
eletroporagao. O vetor pGolS2NPTII foi utilizado para a transformacao de tomate (cv.

Micro-Tom) de acordo com Sun et al. (2006).

Ncol Apal Hindlll
Jl I. AMV I

358-3" nptll 3555 nos3 MdGolS2 35S-5

pCambia2300 backbone

Figura 2: Representagdo esquematica do vetor bindrio com o cassete de expressdo do
gene MdGolS2: Promotor 35S do virus do mosaico da couve flor (35SCaMV) com sequéncia
enhancer do virus do mosaico da alfafa (AMV), terminador do gene da nopalina sintase de
A. tumefaciens (nos3'); gene marcador de selecao nptll dirigido pelo promotor 35SCaMV,
terminador 35SCaMV. O backbone do plasmideo é o PCAMBIA2300.

3.2 Transformacgao de Agrobacterium tumefaciens e de explantes de tomate
O vetor pCambia2300 foi introduzido na cepa de A. tumefaciens EHA-105 por
eletroporagdo, de acordo com o protocolo de Brasileiro e Guimaraes (2015).
Explantes cotiledonares de tomate da variedade Micro-Tom cultivados in vitro foram
transformados geneticamente via A. tumefaciens de acordo com Sun et al. (2006).
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3.3 Triagem de plantas transgénicas

As plantas regeneradas foram triadas para a presencga do transgene MdGolS2
usando PCR. O DNA genbmico foi extraido das folhas de acordo com o protocolo
de Doyle e Doyle (1987). A PCR foi realizada usando um kit da Tag DNA Polimerase
GoTaqg® (Promega), seguindo as recomendagbes do fabricante, e usando um par de
primers especifico [Gols2tom526F, (TCCGATCTTGTGCTGTGGAC) e
Gols2tom925R (CTTGGCAGGTGATGCTGACT)] para gerar um amplicon de 400pb
do transgene MdGolS2. Em termociclador, a PCR foi submetida a amplificagao nas
seguintes condigdes: 95 °C por dois minutos para desnaturacéo inicial, seguida de
95 °C por 45s, 56 °C por 30s, 72 °C por 75s durante 35 ciclos, com um ciclo final a
72 °C por cinco minutos para extenséo final. Os produtos da PCR foram visualizados
em transiluminador (Bio Rad Laboratories) apds eletroforese em gel de agarose
1,5% (m/v), corrido em tampao TBE (Tris — borato — EDTA) 0,5X e corados com
SYBR safe.

3.4 Andlise de progénie

Sementes da primeira geracdo (F:) de plantas autopolinizadas foram
germinadas e analisadas quanto a presenca de MdGolS2 por PCR, conforme
descrito anteriormente. Dez linhagens transgénicas (L2, L3, L4, L10, L13, L14, L15,
L16, L17 e L18) foram selecionadas e conduzidas para produzir sementes. O teste
qui-quadrado de Pearson (X?) foi usado para determinar se as razdes de segregagao
génica se encontram com um ajuste adequado com a razao Mendeliana 3:1 (nivel

de confianga de 95 %).

3.5 Analise quantitativa via RT-PCR em tempo real

Trés replicatas biologicas para cada linhagem foram usadas para sintese de
cDNA. Os primers para o transgene MdGolS2 utilizados foram o GolS2RTF
(TGTCAGCAGGCCAAGAAACT) e GolS2R (TGGCTCCTCCTGAAGTACCA). Os
iniciadores para os transcritos do fator de alongamento 1a (EF-1a F
TACTGGTGGTTTTGAAGCTG; EF-1a R CTTCACGATTTCATCATA) e LsCACF
(ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG) LsCACR (CCTCCGTTGTGATGTAACTGG)

foram usados como referéncia interna para normalizar a expressao (Tabela 1).
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Tabela 1. Primers utilizados para anélises de RT-PCR

Sequéncia
Primer (5 - 3) Uso
GoIS2RTF TGTCAGCAGGCCAAGAAACT Expresséo de MdGolS2

GolS2RTR GGCTCCTCCTGAAGTACCA

EFal F TACTGGTGGTTTTGAAGCTG Fator de alongamento 1
EFai R AACTTCCTTCACGATTTCATCATA

LsCAC F ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG Subunidade média de complexos
LsCAC R CCTCCGTTGTGATGTAACTGG adaptadores  de  clatrina/via

endocitica

3.6 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm)

A eficiéncia fotoquimica do Fotossistema Il (PSIl) foi determinada pela razao
entre a fluorescéncia variavel (Fv) e a fluorescéncia maxima (Fm), expressa como
Fv/Fm, utilizando um medidor de fluorescéncia de clorofila (modelo OS-30p,
Opti-Sciences, EUA). A Fv/Fm foi lida no periodo da manha (7-9 horas) dos dias 0,
3, 6, 9 e 12 apds o inicio do estresse, na terceira folha totalmente expandida de
plantas submetidas a estresse hidrico, apos as folhas terem sido adaptadas a

escuridao por 30 minutos utilizando clipes foliares.

3.7 Potencial hidrico das folhas e teor relativo de agua (RWC)

O teor relativo de agua (RWC) e o potencial hidrico foliar foram determinados
utilizando trés folhas totalmente expandidas por linhagem, com trés repeticdes
bioldgicas. O peso fresco (FW) foi registrado imediatamente apds a coleta das
folhas, utilizando uma balanga analitica de precisdo. As amostras de folhas foram
imersas em agua destilada e mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 24
horas. Em seguida, as folhas foram secas com papel toalha e pesadas para
obtencdo do peso turgido (TW). A curva de retencdo de agua foi obtida pela
pesagem das folhas submetidas a desidratacdo em estufa a 35 °C, em 1, 2, 3, 4, 6,
8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas. As amostras foram entdo transferidas para uma estufa
a 70 °C e pesadas apés 48h, a fim de determinar o peso seco (DW). O teor relativo
de agua foi calculado por: RWC (%) = 100 x (FW - DW) / (TW - DW).
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O potencial hidrico foliar (Ww) foi avaliado nos dias 0, 4, 8 e 12 apds o inicio
do estresse hidrico e apds a reidratagao (dia 16), utilizando uma camara de pressao
do tipo Scholander (modelo SAPS Il 3115).

3.8 Ensaio de tolerancia a seca e analises fisiologicas
O experimento de déficit hidrico foi realizado em agosto de 2025. Plantas

transgénicas da geragao F: e plantas ndo transgénicas (WT) foram cultivadas em
casa de vegetacdo em copos descartaveis de 300 mL contendo 200 g de uma
mistura composta por Latossolo Vermelho, substrato comercial Bioplant® e
vermiculita, na proporg¢ao de 1:1:1 (v/v/v). Para garantir a uniformidade experimental,
todos os recipientes foram previamente pesados e ajustados para conter
exatamente a mesma massa de solo (200 g). A adubagéo foi realizada apos a
emergéncia das plantulas, utilizando fertilizante NPK 10—10-10 na dose de 1 g por
kg de mistura de solo.

Durante o periodo de crescimento vegetativo, as plantas foram mantidas sob
irrigacéo diaria, temperatura média de 27 + 5 °C e iluminagdo natural, com
intensidade luminosa média de 221 pmol m2 s™. O manejo fitossanitario consistiu
em pulverizac¢des foliares com Evidence® (1 g L™) para o controle da mosca-branca
(Bemisia tabaci), Trifmine® (1 g L") e Fitoneen® (10 mL L™") para o controle do oidio
(Oidium spp.).

O experimento de déficit hidrico foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com dez repeti¢cdes por tratamento. O déficit hidrico foi imposto aos 60
dias apds a semeadura por meio da suspensao da irrigacdo durante 12 dias. Apos
esse periodo, as plantas foram re-hidratadas e mantidas sob irrigacéo diaria até o
final do experimento. As avaliacbes fenotipicas foram realizadas 15 dias apds a
reidratacado, e as plantas permaneceram em casa de vegetacéo até a maturagao dos

frutos, quando foram realizadas as avaliagdes de produgéo.

3.9 Quantificagao da produgao

A producao foi avaliada com base na massa total de frutos por planta. Foram
quantificados frutos de cinco plantas por linhagem transgénica e cinco plantas da
linhagem nao transgénica (WT), submetidas a estresse hidrico (irrigadas até o 60°
dia e, em seguida, mantidas sem irrigacao por doze dias). Outras cinco plantas de
cada linhagem transgénica e da linhagem WT foram mantidas sob irrigagdo durante

todo o experimento. A colheita foi realizada ao longo de aproximadamente sete
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semanas, a medida que os frutos atingiam a maturidade fisioldgica, caracterizada
por uma coloragao vermelha uniforme. Em cada colheita, os frutos foram contados e
pesados; os valores acumulados foram utilizados para determinar o numero total de
frutos e a massa total de frutos por linhagem, com e sem déficit hidrico, ao final do

periodo de avaliagao.

3.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA),
adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Quando observadas diferencas
significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas ao controle por meio do
teste de Dunnett. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism verséao 6.0.

4. RESULTADOS

4.1 Transformacao de plantas

O vetor construido mostrou-se eficiente para a transformacéo genética do
tomateiro. A analise por PCR para detecgdo de MdGolS2 identificou a presencga do
transgene em 10 linhagens independentes, denominadas L2, L3, L4, L10, L13, L14,
L15, L16, L17 e L18 (Figura 3). As plantas positivas foram cultivadas em casa de

vegetacao e deixadas para produzir sementes.

Linhagens transgénicas

L2 L3 L4 L10L13 L14 L15L16 L17 L18 WT C+

—
N ~NO
(@) [e]
[@lele]
I 11

N

(&)

o
I

molecular (pb)

Marcador de peso

Figura 3: Produtos de amplificacdo do gene MdGolS2 da geracdo F. visualizados em
transiluminador. M: Marcador Molecular 1kb. Pogos numerados: DNA de plantas
transgénicas de MdGolS2 F... WT. Controle negativo (DNA de planta WT). C+: Controle
positivo contendo DNA plasmidial)
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4.2 Analise de progénie

A anadlise de PCR da geragao F: confirmou a integragao e a transmissao do
transgene MdGolS2 em cinco linhagens (L2, L4, L10, L14 e L18). As demais
linhagens n&o apresentaram amplificagcdo do transgene na geragao F:, indicando
auséncia de transmissdo para a progénie.

O teste do qui-quadrado (x?) foi aplicado para avaliar o padréo de segregagao
do transgene MdGolS2 nas progénies F: (Tabela 2). As linhagens L10 e L14
apresentaram segregacao compativel com a segregagao mendeliana esperada de
3:1, enquanto as linhagens L4 e L18 n&o seguiram o padrdo de segregacgao
mendeliano (Tabela 2). A linhagem L2 produziu apenas uma semente na geragcéo
F., inviabilizando a aplicagado do teste do qui-quadrado. Todas as 5 linhagens que
apresentaram transmissao do transgene para F: também transmitiram o transgene

para F..

Tabela 2 - Analise de segregacao do gene MdGolS2 em linhagens transgénicas F.

Linhagem Geragiao F; X2 P
Positivo Negativo
4 14 1 4,81 0,028
10 18 4 0,54 0,460
14 1 3 0,09 0,758
18 12 15 13,44 <0,001

Os dados sao baseados na analise por PCR para o transgene MdGolS2. P é a probabilidade
de que as razdes observadas reflitam a razao de segregacao de 3:1

4.3 Analise via RT-qPCR

A expressdo do gene MdGolS2 foi avaliada na geragcdo F. por RT-gPCR
(Figura 4). As linhagens L2 (P < 0,0001), e L18 (P < 0,01) apresentaram niveis de
expressao significativamente superiores em comparagéo as plantas controle néo
transgénicas. Entre as linhagens avaliadas, L2 apresentou o maior nivel relativo de
expressdao do transgene, diferindo significativamente das demais linhagens (P <
0,001).

33



*%k%

1.2-
g *icli*
'"g o~ 0.9+
2%
28  0.6-
uw, E * *%*
£ T L
3 0.3- T T
Ll
0.0l :

WT L2 L4 L10 L14 L18
Linhagens

Figura 4: Grafico com resultados da PCR quantitativa em tempo real para quantificar a
expressao do transgene MdGolS2 nas folhas de cinco linhagens transgénicas e controle
(WT).

4.4 Eficiéncia fotoquimica

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSll), estimada pelo parametro
Fv/Fm, foi avaliada durante o periodo de déficit hidrico (Figura 5). Os resultados
demonstraram que, até o 9° dia, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre as linhagens avaliadas, indicando manutencdo semelhante do desempenho
fotossintético sob estresse hidrico. No entanto, no 12° dia, observou-se reducao
acentuada dos valores de Fv/Fm nas plantas WT e nas linhagens L4, L10, L14 e
L18, evidenciando comprometimento do aparato fotossintético sob condi¢cdes de
seca prolongada. Em contrapartida, a linhagem L2 manteve valores
significativamente mais elevados de Fv/Fm em comparacdo a WT e as demais
linhagens transgénicas (P < 0,0001), demonstrando maior estabilidade fotoquimica e
menor dano ao PSIl sob estresse hidrico severo. Esses resultados indicam maior

tolerancia da linhagem L2 ao déficit hidrico.
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Figura 5: Eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm) de linhagens transgénicas e nao
transgénicas (WT) avaliadas sob condi¢cbes de déficit hidrico por 12 dias.

4.5 Teor relativo de agua foliar e potencial hidrico

O teor relativo de agua €& amplamente utilizado para monitorar o estado
hidrico das folhas sob condi¢cdes de estresse hidrico. A Figura 6 apresenta dados da
perda de agua das cinco linhagens e controle ao longo de 72 horas de estresse
hidrico. Uma redugéao progressiva no RWC foi observada em todas as linhagens. No
entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) na perda de
agua entre as linhagens transgénicas e n&o transgénicas durante o periodo

avaliado.
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Figura 6. Redugéo progressiva no conteudo relativo de agua (RWC) ao longo de um periodo
de 72 h.

O potencial hidrico foliar (WYw) foi monitorado durante todo o periodo de déficit
hidrico. Um declinio progressivo no Ww foi observado em todas as plantas avaliadas
a medida que o estresse hidrico se intensificava (Figura 7). No entanto, diferengas
estatisticamente significativas foram detectadas no dia 8 nas linhagens L2 (P <
0,01), L4 (P < 0,001) e WT (P < 0,001). No 12° dia, diferencas significativas foram
observadas para as linhagens L2 (P < 0,001) e L4 (P < 0,001). Apds a reidratacao
(16° dia), a linhagem L2 apresentou diferengca de Ww significativa em relagédo as

demais linhagens e a linhagem selvagem (WT) (P < 0,001).
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Figura 7: Potencial hidrico foliar (WYw) de linhagens transgénicas (L2, L4, L10, L14 e L18;
geragcao F:) e nao transgénicas (WT) sob déficit hidrico por 12 dias. A reidratacéo foi
realizada no 12° dia e as plantas foram avaliadas novamente quatro dias depois (16° dia).
Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas observadas nas linhagens
transgénicas em comparagao com o controle (** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001, n=9).

Esses resultados indicam que as plantas da linhagem L2 apresentaram
melhor desempenho quanto ao potencial hidrico, sendo capazes de se recuperar
completamente apés a reidratagao.

A analise fenotipica realizada 15 dias apdés a reidratacdo corroborou os
resultados obtidos para o potencial hidrico foliar, demonstrando que as plantas da L2
retomaram o crescimento e deram continuidade ao ciclo de desenvolvimento,
enquanto as demais linhagens permaneceram em estado de murcha permanente

(Figura 8).
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Figura 8. Aspectos fenotipicos das plantas nao transgénicas (WT) (esquerda) e da linhagem
transgénica estavel L2 (geracao F:) (direita) apds o ensaio de estresse hidrico. As plantas
foram submetidas a 12 dias de deficiéncia hidrica, seguidos de reidratacdo. As fotografias
foram obtidas 15 dias apds o restabelecimento da irrigagédo, evidenciando a recuperagao
completa da linhagem L2, enquanto as plantas WT apresentaram murcha permanente.

4.6 Quantificagao da producgao

A avaliagao da producédo revelou que, em condi¢des de irrigagao plena, nao
houve diferengas estatisticamente significativas na producdo total de frutos por
planta entre as linhagens transgénicas e o controle WT (P = 0,11) (Figura 9a). Por
outro lado, sob déficit hidrico, a linhagem L2 apresentou producéo significativamente
superior em comparagao as demais linhagens transgénicas e ao controle WT (P <
0,001) (Figura. 9b). Além disso, a produgédo da linhagem L2 sob estresse hidrico
manteve-se estatisticamente semelhante a observada em condi¢cdes de irrigagéao
plena, sugerindo maior capacidade de tolerancia ao déficit hidrico e manutencao do

desempenho produtivo.
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Figura 9: Efeito do estresse hidrico na produgéo de frutos de plantas nao transgénicas (WT)
e transgénicas expressando o transgene MdGolS2. Massa total de frutos produzida por
planta cultivada sob irrigagdo normal (a) e em condigbes de déficit hidrico (b). A barra cinza
em b representa a massa total de frutos produzidos em plantas WT cultivadas sem estresse
hidrico (irrigacdo normal; WT w/s) em comparacao com plantas da linhagem L2 cultivadas
por 12 dias sob condigbes de estresse hidrico. Nao foi observada diferenca significativa
entre os dois grupos (WT qg/s vs. L2 sob estresse). A producao de frutos das plantas L2 foi
significativamente maior do que a das plantas nido transgénicas sob estresse hidrico (***
p<0,001, n=5).
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5. DISCUSSAO

A seca constitui um dos principais desafios enfrentados pela agricultura no
contexto das mudangas climaticas, sendo essa situagdo agravada pela crescente
demanda global por alimentos (Rezaei et al., 2023; Farah et al., 2025). Diante disso,
o desenvolvimento de culturas tolerantes a seca representa uma estratégia
promissora para mitigar os impactos agronémicos e econdmicos associados aos
eventos futuros de déficit hidrico. No presente trabalho, foram geradas cinco
linhagens transgénicas estaveis de tomate expressando o gene MdGolS2 de
macieira. O gene MdGolS2 codifica uma galactinol sintase funcional (EC 2.4.1.123),
uma enzima chave na via biossintética dos oligossacarideos da familia da rafinose
(RFOs) (Elsayed et al., 2014; Jing et al., 2023). Esses carboidratos desempenham
papéis importantes na osmorregulagdo e na resposta ao estresse abidtico,
contribuindo para a adaptagao da planta por meio do acumulo de osmoalitos e da
protecao celular (Sengupta et al., 2015; Wang et al., 2025).

A transformacao genética pode resultar em diferentes padrées de heranga e
expressao do transgene em decorréncia da integragao aleatéria do DNA exdégeno no
genoma da planta (Jupe et al., 2019; Thomson et al., 2024; Hernandez et al., 2025).
Assim, diferengas entre eventos independentes sédo frequentemente observadas e
podem estar relacionadas ao numero de copias inseridas, ao local de integragéo e a
possiveis rearranjos do transgene no genoma hospedeiro (Jupe et al., 2019;
Thomson et al., 2024). Além disso, transformantes primarios podem apresentar
mosaicismo somatico, caracterizado pela presenca de diferentes padrbes de
integragdo do transgene em células distintas da mesma planta. Esses fenbmenos
podem comprometer a transmissdo uniforme do transgene a descendéncia e
contribuir para desvios dos padrbes mendelianos de segregagao observados na
progénie (Vaucheret et al.,, 2001; Meyer, 2013; Gelvin, 2021), podendo estar
associado a segregacao distorcida observada nas linhagens L4 e L18 na geragao F
(Tabela 2).

A analise quantitativa de RT-qPCR foi realizada para verificar a relagao de
causa e efeito entre a expressdo do gene MdGolS2 e a resposta das plantas ao
estresse hidrico. Os resultados mostraram que o nivel de expressdo mais alto do
gene MdGolS2 foi observado na linhagem L2. Diferengas na expressdo do

transgene entre eventos independentes sao frequentemente observadas em plantas
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geneticamente modificadas e geralmente estdo associadas as caracteristicas da
insercao do transgene no genoma da planta (Jupe et al.,, 2019; Thomson et al.,
2024). A linhagem L2 apresentou melhor desempenho sob condi¢goes de estresse
hidrico, sugerindo uma relagdo de causa e efeito positiva entre a expressdo do
transgene e a melhoria da tolerancia a seca. Esses resultados estdo de acordo com
pesquisas realizadas em outras espécies, nas quais a superexpressao de genes da
familia GolS foi associada ao aumento da tolerancia a estresses abidticos, incluindo
a seca.

A superexpressdo do gene GolS2 tem sido amplamente associada ao
aumento da tolerancia ao déficit hidrico, principalmente devido a intensificacdo da
sintese de galactinol e ao consequente acumulo de oligossacarideos da familia da
rafinose (RFOs), que atuam como osmoprotetores e estabilizadores de membrana
(Nishizawa et al., 2008; Selvaraj et al., 2017; Liu et al., 2022a). A superexpressao de
AtGolS2 em Arabidopsis thaliana levou a maior tolerancia a seca (Taji et al., 2002; Bi
et al., 2020). Falavigna et al. (2018) observaram maior tolerancia ao déficit hidrico
em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana expressando MdGolS2. Esses
compostos contribuem para a manutengdo da homeostase celular, reducdo do
estresse oxidativo e preservagdo da integridade do aparato fotossintético em
condigdes adversas (Nishizawa et al., 2008; ElSayed et al., 2014; Liu et al., 2022b).

Considerando que a resposta da planta ao déficit hidrico depende em grande
parte da capacidade do fotossistema Il (PSll) de manter sua estabilidade estrutural e
eficiéncia fotoquimica (Kalaji et al., 2016; Selvaraj et al., 2017; Liu et al., 2022b, Jiao
e Hu 2025), os resultados observados para a linhagem L2 reforcam o papel
funcional do MdGolS2 na mitigagao dos efeitos do déficit hidrico, especialmente na
protecdo do PSIlI e na manutencao da eficiéncia fotoquimica em condi¢cdes de seca
(Figura 5).

A producao foi outra caracteristica agrondmica complementar que foi medida
comparando-se plantas selvagens (WT) e as cinco linhagens transgénicas estaveis
em condigdes de irrigacdo plena e de seca. Os resultados demonstraram que a
linhagem L2 foi capaz de manter a produgédo (massa total de frutos produzidos por
planta, Figura 4) mesmo quando cultivada em condi¢cdes de seca, sugerindo que as
plantas L2 que expressam o gene MdGolS2 mantém a homeostase fisioldgica sob
estresse hidrico. A homeostase fisiologica, especificamente a regulagdo da
disponibilidade de agua (osmorregulagao), espécies reativas de oxigénio (ROS) e
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hormdnios, sdo os principais determinantes da fertiidade de uma planta sob
estresse ambiental (Chaturvedi et al., 2021; Harrap et al., 2020; Ly et al., 2026;
Marques 2026; Swain et al., 2023). Embora todos os sistemas se beneficiem da
estabilidade homeostatica, os tecidos reprodutivos sdo mais sensiveis a condi¢gdes
estressantes do que os tecidos vegetativos; portanto, manter um equilibrio
homeostatico estavel € fundamental para prevenir o aborto do pdlen e garantir a
fertilizacdo bem-sucedida (Chaturvedi et al.,, 2021; Harrap et al., 2020; Ly et al.,
2026; Marques 2026; Swain et al., 2023). Dados os resultados observados,
especificamente na linhagem transgénica L2, a expressdao de MdGolS2
provavelmente contribui para a capacidade de osmorregulagao e, portanto, ajuda a
planta a manter sua homeostase fisiolégica e a ter um melhor desempenho em

condigcdes de déficit
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Capitulo Il

Expressao do gene MdDHN11 em Solanum lycopersicum L. visando aumento

da tolerancia a seca
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1. INTRODUGAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) esta entre as hortalicas mais cultivadas e
economicamente relevantes do mundo, desempenhando papel importante tanto na
alimentagdo humana quanto na agroindustria (Egea et al., 2022; Wang et al., 2024;
Nsele et al., 2026). Pertencente a familia Solanaceae, que inclui espécies de
importancia agricola, como batata, pimenta e berinjela, o tomate destaca-se por sua
ampla versatilidade de uso, podendo ser consumido in natura ou processado na
forma de molhos, extratos, sopas, ketchup e produtos enlatados (Knapp et al., 2016;
Pasin et al., 2024).

Devido a sua sensibilidade a escassez de agua, o tomateiro constitui um
modelo de grande relevancia para estudos voltados a compreensdo dos
mecanismos de resposta e tolerdncia a seca. Sob condi¢gdes de déficit hidrico,
ocorrem alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares que comprometem o
crescimento vegetativo, a fotossintese, a qualidade dos frutos e a producéo da
cultura (Chen et al., 2014; Chowdhury et al., 2023; Wang et al., 2024).

As plantas desenvolveram uma série de mecanismos fisiolégicos, bioquimicos
e moleculares para minimizar os danos causados pela deficiéncia de agua. Entre
esses mecanismos, destaca-se a inducdo de proteinas associadas a tolerancia a
desidratagao, incluindo as desidrinas (DHNs), um grupo de proteinas pertencentes a
familia LEA (Late Embryogenesis Abundant) do grupo Il (Galau et al., 1986;
Banerjee; Roychoudhury, 2016). As desidrinas caracterizam-se por sua elevada
hidrofilicidade e estrutura intrinsecamente desordenada, propriedades que lhes
conferem a capacidade de estabilizar membranas celulares, proteger proteinas
contra desnaturacdo e reduzir os efeitos deletérios da desidratagdo celular
(Garay-Arroyo et al., 2000; Liu et al., 2017). Em razao dessas caracteristicas, essas
proteinas s&o consideradas componentes importantes dos mecanismos de
tolerancia ao déficit hidrico, contribuindo para a manutenc¢ao da integridade celular e
da funcionalidade metabdlica em condi¢des adversas.

Diversos estudos tém demonstrado que a superexpressdao de genes
codificadores de desidrinas pode aumentar significativamente a tolerancia ao
estresse hidrico em diferentes espécies vegetais, evidenciando seu potencial para
aplicacdo em programas de melhoramento genético e engenharia genética de

plantas (Riyazuddin et al., 2022). Em mac¢a (Malus domestica Borkh.), o gene
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MdDHN11 apresenta elevada expressao em tecidos submetidos ao déficit hidrico,
estando associado a protegéo celular durante processos de desidratagao (Falavigna
et al., 2019). Além disso, plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana expressando
MdDHN11 apresentaram maior sobrevivéncia e melhor desempenho fisiolégico sob
condi¢gdes de estresse hidrico severo, demonstrando o papel funcional desse gene
na promocao da tolerancia a seca (Falavigna et al., 2019).

Considerando o potencial das desidrinas na protecao celular durante periodos
de restricdo hidrica e a importancia do tomateiro como cultura agricola de relevancia
mundial, a expressdo heteréloga do gene MdDHN11 em tomate representa uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de plantas mais tolerantes ao déficit
hidrico. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo gerar e caracterizar plantas
transgénicas de tomate expressando o gene MdDHN11, avaliando sua transmissao
genética e seu potencial para aplicagdo em programas de melhoramento voltados a

tolerancia a seca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver plantas transgénicas de tomate para superexpressar o gene MdDHN11

visando aumentar a tolerancia ao déficit hidrico.

2.2 Objetivos Especificos

Transformar geneticamente plantas de tomate para superexpressar o gene
MdDHN11,;

Realizar a caracterizagdo molecular e biolégica de linhagens geneticamente
modificadas;

Analisar a segregagao dos genes exogenos nas linhagens das plantas
transgénicas;

Desafiar as linhagens transgénicas de tomate MdDHN11 em ensaios de
estresse hidrico;

Realizar andlises fisiologicas das linhagens de transgénicas de tomate
MdDHN11 durante o periodo de déficit hidrico;

Avaliar a producgao de linhagens transgénicas sob déficit hidrico;

Comparar a produgao de linhagens transgénicas sob condi¢des de irrigagcao

plena com o controle.
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3. MATERIAIS E METODOS

As atividades deste trabalho foram executadas no Laboratdério de Engenharia
Genética Aplicada a Agricultura Tropical (LEG) da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

3.1 Construgao de vetores para transformacao de tomate
O vetor plasmidial usado para expressar o gene MdDHN11 (acesso GenBank
KF578381) em tomate foi sintetizado pela empresa Epoch Life Science

(www.epochlifescience.com). Os cassetes para expressao foram clonados no vetor

pCAMBIA2300 contendo o gene nptll, que codifica para a enzima Neomicina
Fosfotransferase tipo Il (NPTIl) e confere resisténcia a canamicina, utilizada para
selecionar as células transformadas sob controle do promotor 35S (CaMV). Os

detalhes estao na figura 10.

Ncol Apal Hindlll
AMV

L] <—J| Il <— |
358-3° nptll 358-5° nos3 MdDHN11 35S-5

pCambia2300 backbone

Figura 10. Representacdo esquematica do vetor binario GS71412-1 DHN11, com o cassete
de expressao do gene MdDHN11: promotor 35SCaMV, com enhancer AMV, terminador
nos3’, e gene marcador de selecao nptll. dirigido pelo promotor 35SCaMV, terminador
35SCaMV. O backbone do plasmideo € o PCAMBIA2300.

3.2 Transformagao genética da Agrobacterium tumefaciens

O vetor GS71412-1DHN11 foi usado para transformar A. tumefaciens
EHA-105 por eletroporacao, de acordo com o protocolo de Brasileiro e Guimaraes
(2015). Uma aliquota de 2 pL do vetor (concentragdo de 10 ng de DNA) foi
adicionada a 40uL de suspensao de células de A. tumefaciens. Em seguida o
volume total da suspenséo foi transferido para uma cubeta de eletroporacédo no qual

foi aplicado um pulso elétrico de 1,8 kV no eletroporador (MicroPulser, BioRad).
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Apods a eletroporacao, foram adicionados a cubeta 400 uL de meio LB liquido, e em
seguida a suspensao foi transferida para um microtubo e incubada em estufa por
duas horas a 28°C.

Aliquotas de 100 yL de cada transformacgao foram plaqueadas em meio LB
solido, contendo os agentes seletivos: canamicina (100 mg/L) e rifampicina (100
mg/L) e foram incubadas a 28 °C por 48 horas. Dois clones isolados foram
multiplicados em meio LB liquido acrescidos com os antibiticos seletivos por 48
horas a 28 °C e 180 rpm. Foram preparadas aliquotas com acréscimo de 25% de

glicerol autoclavado e armazenadas em freezer -80 °C.

3.3 Transformacgao genética de tomateiro via Agrobacterium tumefaciens

Explantes cotiledonares de tomate da variedade Micro-Tom cultivados in vitro
foram transformados geneticamente via A. tumefaciens de acordo com Sun et al.,
(2006) com modificacbes. As sementes de tomate passaram por um processo de
desinfestacdo, foram submersas por 1 minuto em etanol 70% (v/v), e em seguida
transferidas para uma solugao de hipoclorito de sédio 1% (v/v) por cinco minutos. As
sementes foram lavadas 5 vezes em agua destilada autoclavada, e foram secas em
papel filtro autoclavado. Depois, as sementes foram transferidas para frascos
contendo 40 mL de meio de germinagéo, sendo sais de MS com vitaminas 0,5X,
sacarose 1,5%, agar 0,6% e pH 5,7. Os frascos foram mantidos no escuro em
camara de cultura a 25 £ 2 °C, por seis dias e depois transferidos para luz sob
fotoperiodo de 16 horas.

As agrobactérias contendo o vetor GS71412-1DHN11 foram plaqueadas em
meio AB sdlido contendo os antibiéticos rifampicina (100 mg/L) e canamicina (100
mg/L), e incubadas em estufa a 28 °C por 48 horas. Apds o periodo de incubagao, a
cultura bacteriana do meio AB sdlido, foi coletada e ressuspendida em meio de
cocultura liquida (MS sais, vitamina B5, sacarose 3%, PVP 200 mg/L, MES 200
mg/L, BAP 1,1 mg/L, AIA 0,1 uM, acetoseringona 200 pM, cisteina 400 mg/L e pH
5,2). A suspensdo bacteriana foi homogeneizada em agitador vortex e a densidade
otica ajustada para 0,5 a Asw nm em equipamento espectrofotometro (Eppendorf
biophotometer plus, DE).

Os cotilédones provenientes de plantulas de ‘Micro-Tom’ germinadas in vitro,
foram cortados ao meio de forma transversal, e nas extremidades distais e

proximais, e depositados em uma placa de Petri na suspensao bacteriana por 30
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minutos. Em seguida, os explantes foram secos, em papel filtro autoclavado e
postos em meio de cocultura solido, sendo: MS sais 1X, vitaminas B5 1X, sacarose
3%, PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, BAP 1,1 mg/L, AlA 0,1 uM, acetoseringona 200
MM, cisteina 400 mg/L, , agar 0,6% e pH 5,2. Os explantes cotiledonares foram
inoculados no meio de cocultura sélido com a superficie abaxial em contato com o
meio, onde permaneceram durante 48 horas no escuro a 20 °C.

Apods o periodo de incubacdo da cocultura sélida, os explantes foram transferidos
para placas com meio de indugdo de gemas, sendo composto por MS Sais 1X,
vitamina B5 1X, sacarose 2% (m/v), PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, nitrato de prata
2 mg/L, zeatina 5 uM, AIA 0,1 pM, agar 0,6% e pH 5,7; com adigdo de Timentin®
100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L (m/v) e canamicina 100 mg/L como agente seletivo.
As placas com os explantes foram mantidas em camara de cultura com fotoperiodo
de 16 horas. A cada 15 dias, os explantes foram transferidos para novo meio de
indugdo até a diferenciagcdo de gemas. Brotos regenerados de gemas foram
transferidos para frascos com meio de alongamento, sendo MS sais 1X, vitaminas
B5 1X, sacarose 3% (m/v), agar 0,6% (m/v) e pH 5,7; com adi¢cao de Timentin® 100
mg/L, cefotaxima 200 mg/L e canamicina 25 mg/L. Apds a elongacao dos brotos e o

desenvolvimento das raizes, as plantas foram aclimatadas em casa de vegetacao.

3.4 Extragao de DNA genémico e PCR

O DNA das plantas regeneradas e das progénies foi extraido de acordo com
o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificagdes. Amostras foliares
foram maceradas em tubos de centrifuga de 1,5 mL, tipo Eppendorf, na presenga do
tampdo CTAB 2% (m/v) (brometo de cetrimbnio) e incubados a 64 °C por 20
minutos. Para desnaturagdo e solubilizacdo das proteinas foi adicionado
cloroférmio-alcool isoamilico 24:1, e os microtubos contendo a mistura foram
homogeneizados em agitador do tipo VortexTM e centrifugados a 14.000 rpm por
cinco minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. O DNA
foi precipitado em isopropanol gelado, sendo homogeneizado cuidadosamente por
inversdao do tubo, e logo apods, centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado em etanol 70%, que foi novamente
centrifugado a 14.000 rpm por cinco minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado

e apos secagem o sedimento foi ressuspendido em agua milli-Q autoclavada.
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O DNA extraido foi submetido a uma reacédo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando-se a enzima Taqg DNA Polimerase GoTag® (Promega), conforme
recomendacgao do fabricante. Para deteccdo do transgene MdoDHN11 em tomate
foram utilizados os primers DHN11tom104F e DHN11tom335R, as sequéncias dos
primers estdo na tabela 3. Em termociclador, a reacdo de PCR foi submetida a
amplificagcdo nas seguintes condig¢des: 95 °C por dois minutos para desnaturagao
inicial, seguida de 95 °C por 45s, 56 °C por 30s, 72 °C por 30s durante 35 ciclos,
com um ciclo final a 72 °C por cinco minutos para extensdo. Os produtos da PCR
foram visualizados em transiluminador (Bio Rad Laboratories) apds eletroforese em
gel de agarose 1,5% (m/v), corrido em tampéo TBE (Tris — borato - EDTA) 0,5X e

corados com SYBR safe.

Tabela 3 - Primers utilizados para a detecg¢ao da sequéncia de DNA do transgenes
MdDHN11

Sequéncia
Primer (5’ -3) Uso
DHN11tom104F TCGTGACCATGACCTTGTGT Detecgsio do transgene MdDHN11
DHN11tom335R CTGGTTACGGAGTGGGAGTG em tomate (263 pb)

3.5 Andlise de progénie

Sete linhagens transgénicas (DHN11-1; DHN11-2; DHN11-3; DHN11-8;
DHN11-9; DHN11-13; e DHN11-14) foram selecionadas e cultivadas em casa de
vegetacdo para a producédo de sementes da primeira geragao (F:). As sementes
foram germinadas em uma mistura de latossolo vermelho, substrato bioplant e
vermiculita na proporcao 1:1:1. As plantas da geracao F: foram analisadas quanto a
presenca do Transgene MdDHN11 por PCR. O teste qui-quadrado de Pearson (X?)
foi usado para determinar se as razbes de segregagcédo génica como base na razao

Mendeliana 3:1 com nivel de confianga de 95%.

3.6 Analise quantitativa de RT-PCR em tempo real (RT-qPCR)

O ensaio de RT-gPCR foi realizado conforme descrito por Andrade et al.,
(2016). Trés repeticdes biologicas para cada linhagem foram utilizadas para a

sintese do cDNA. Os primers para detec¢do do transgene MdDHN11 foram
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desenhados usando a ferramenta PrimerQuest (IDT Integrated DNA Technologies,
Inc). Os transcritos do fator de alongamento 1a (EF-1a) e da subunidade média de
complexos adaptadores de clatrina/via endocitica (CAC) foram usados como
referéncia interna para normalizar a expressao génica. Na tabela 4 estdo descritos

as sequéncias dos primers utilizados.

Tabela 4. Primers utilizados para analises de RT-PCR

Sequéncia
Primer (5 - 3) Uso
DHN11RTF TGGTGACCAGGAAGTTTGTCC Expressao de MADHN11
DHN11RTF TGGCTCAAATCAGGGACGAA
EFal F TACTGGTGGTTTTGAAGCTG Fator de alongamento 10
EFa1 R AACTTCCTTCACGATTTCATCATA
LsCAC F ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG  gipinidade média de complexos
LsCAC R CCTCCGTTGTGATGTAACTGG ~ adaptadores  de  clatrina/via

endocitica

3.7 Ensaio de tolerancia a seca e analises fisiologicas

A avaliagcao da resposta das plantas ao déficit hidrico foi conduzida em casa
de vegetacdo utilizando plantas transgénicas da geragcdo T2 e plantas nao
transgénicas (WT). As mudas foram cultivadas em recipientes plasticos descartaveis
com capacidade de 300 mL, contendo exatamente 200 g de uma mistura composta
por Latossolo Vermelho, substrato comercial Bioplant® e vermiculita, na proporgao
de 1:1:1 (v/v/v). Para garantir a padronizagao das condigbes experimentais, todos os
recipientes foram previamente pesados e ajustados para conter a mesma massa de
substrato. Apos a emergéncia das plantulas, realizou-se a adubagao com fertilizante
NPK 10-10-10 na dose de 1 g por quilograma da mistura de substrato.

Durante a fase de crescimento vegetativo, as plantas foram mantidas sob
irrigacdo diaria, temperatura média de 27 + 5 °C e iluminagdo natural, com
intensidade luminosa média de 221 ymol m2 s™. O manejo fitossanitario consistiu

em aplicagdes foliares preventivas de Fitoneen® (10 mL L™), realizadas em
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intervalos de 15 dias, visando a prevengédo da mosca-branca (Bemisia tabaci) e do
oidio (Oidium spp.).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
oito repeticdes por tratamento. O déficit hidrico foi imposto aos 50 dias apds a
semeadura por meio da suspensdo da irrigacdo durante dez dias consecutivos.
Durante o periodo de déficit hidrico, foram realizadas avaliagdes fisiolégicas das
plantas. Apds esse periodo, a irrigagdo diaria foi retomada, e a tolerdncia das
linhagens ao déficit hidrico foi avaliada por meio de avaliacbes fenotipicas visuais
relacionadas a capacidade de recuperagcao das plantas apdés a reidratacao,
considerando caracteristicas como a retomada do turgor foliar, a recuperagéo do
crescimento vegetativo e a sobrevivéncia das plantas. As plantas permaneceram em
casa de vegetagao sob irrigagao regular até a maturagao dos frutos, possibilitando a
avaliacdo dos efeitos do déficit hidrico sobre a producéo das diferentes linhagens. O

ensaio de tolerancia a seca foi realizado em dezembro de 2025.

3.8 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm)

A integridade funcional do Fotossistema Il (PSIl) foi avaliada por meio da
eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm), obtida a partir da razdo entre a fluorescéncia
variavel (Fv) e a fluorescéncia maxima (Fm). As medi¢cdes foram realizadas
utilizando um fluorémetro portatil de clorofila (OS-30p, Opti-Sciences, EUA) na
terceira folha completamente expandida das plantas submetidas ao déficit hidrico.

As avaliagdes foram efetuadas no periodo da manha, entre 7h e 9h, nos dias
0, 3, 6 e 9 apds a suspensdo da irrigagdo. Antes das leituras, as folhas foram
adaptadas ao escuro por 30 minutos utilizando clipes foliares, garantindo a

determinacao da eficiéncia fotoquimica maxima do PSII.

3.9 Potencial hidrico das folhas

O potencial hidrico foliar (Ww) foi determinado nos dias 0, 3, 6 € 9 apds o
inicio do déficit hidrico utilizando uma camara de presséo tipo Scholander (modelo
SAPS Il 3115, Soilmoisture Equipment Corp., EUA). As avaliagdes foram realizadas
em trés plantas por tratamento, correspondendo a trés repetigdes biolégicas. Em
cada planta, foram analisadas trés folhas totalmente expandidas, totalizando nove

observagodes por tratamento em cada periodo de avaliagao.
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3.10 Quantificagao da produgao

A producao foi avaliada com base no numero total de frutos e na massa total
de frutos produzidos por planta. Para essa analise, foram utilizadas cinco plantas de
cada linhagem transgénica e cinco plantas da linhagem n&o transgénica (WT)
submetidas ao déficit hidrico. Adicionalmente, foram avaliadas cinco plantas de cada
linhagem transgénica e da linhagem WT mantidas sob irrigagdo continua durante
todo o experimento.

Apds o periodo de déficit hidrico e a retomada da irrigagao, todas as plantas
permaneceram em casa de vegetacdo até a maturagao dos frutos. Os frutos foram
colhidos a medida que atingiam a maturagao fisiolégica, caracterizada pela
coloracao vermelha uniforme. Em cada colheita, todos os frutos produzidos por cada
planta foram contabilizados e pesados. Os dados acumulados ao longo do periodo
experimental foram utilizados para determinar o numero total de frutos e a massa

total de frutos produzidos por planta em cada tratamento.

3.11 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Quando observadas diferencgas
significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas ao controle por meio do
teste de Dunnett. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism versé&o 6.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Transformagao genética de tomate

O vetor construido mostrou-se eficiente para a transformacéo genética de
tomateiro, resultando na obtengcdo de sete eventos independentes da cultivar
Micro-Tom contendo o transgene MdDHN11 na geragao F. (Figura 11). As linhagens
foram denominadas DHN11-1, DHN11-2, DHN11-3, DHN11-8, DHN11-9, DHN11-13
e DHN11-14.

Linhagens transgénicas

#1 #2 #3 #8 #9 #13#14WT C+

Marcador (pb)

Figura 11: Deteccao do transgene MdDHN11 em plantas da geragdo F. por PCR. Os
fragmentos amplificados foram visualizados sob luz UV apds eletroforese em gel. M:
marcador de peso molecular de 1kb; po¢os numerados: eventos transgénicos Fo; C—: DNA
de planta WT utilizado como controle negativo; C+: DNA plasmidial contendo o gene
MdDHN11, utilizado como controle positivo.

4.2 Analise de progénie

A anadlise de PCR da geracao F: confirmou a integracao e a transmissao do
transgene MdDHN11 em seis linhagens denominadas: DHN11-1; DHN11-2;
DHN11-3; DHN11-9; DHN11-13; e DHN11-14. Uma das linhagens n&o apresentou
amplificagdo do transgene na geragdo F: (DHN11-8). indicando auséncia de
transmissao detectavel para a progénie avaliada.

O teste do qui-quadrado (x?) foi utilizado para avaliar o padrao de segregacao
do transgene MdDHN11 nas progénies F: (Tabela 5). Os resultados demonstraram
que as linhagens DHN11-1, DHN11-3, DHN11-9, DHN11-13 e DHN11-14
apresentaram segregacado compativel com a proporgao mendeliana esperada de
3:1, A linhagem DHN11-2 apresentou segregacdo compativel com a proporgéao de

15:1, indicando a presencga de duas insergdes independentes do transgene.
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Tabela 5 - Analise de segregacao do gene MdoDHN11 em linhagens transgénicas F.

Linhagem Geracéao F: Probabilidade X2 P2
Positivo Negativo 3:10u 15:1

21 4 3:1 1,08 0,299

2 23 2 3:1 5,88 0,015
15:1 0,13 0,711

3 15 5 3:1 0 1,000

9 3 2 3:1 0,6 0,439

13 13 6 3:1 0,43 0,508

14 14 8 3:1 1,51 0,218

Dados gerados por analise de PCR analysis para o transgene DHN11. P? & a probabilidade de
observar a segregacao 3:1. ou 15:1

4.3 Analise de RT-gPCR

A expressao relativa de MdDHN11 foi avaliada por RT-gPCR em plantas da
geracao F. (Figura 12). As linhagens DHN11-1, DHN11-2, DHN11-3, DHN11-13 e
DHN11-14 apresentaram expressao estatisticamente significativa de MdDHN11. A
maior expressao foi observada na linhagem DHN11-13 (P < 0,0001), seguida pela
linhagem DHN11-14 (P < 0,01). As linhagens DHN11-1, DHN11-2 e DHN11-3
também apresentaram expressao significativa do transgene (P < 0,05). A linhagem
DHN11-9 nao diferiu significativamente das plantas ndo transgénicas (WT) quanto a
expressao de MdDHN11.
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Figura 12. PCR quantitativa em tempo real para quantificar a expressdo do transgene
MdDHN11 nas folhas de cinco linhagens transgénica e controle (WT).

4.4 Eficiéncia fotoquimica

A razao Fv/Fm foi avaliada durante o periodo de déficit hidrico (Figura 13).
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens
transgénicas e as plantas nao transgénicas (WT) ao longo dos nove dias de estresse
hidrico. Ao final desse periodo, observou-se redugao dos valores de Fv/Fm em todas
as linhagens avaliadas, entretanto, essa reduc&o ocorreu de forma semelhante entre
0s genodtipos, ndo sendo detectadas diferengas significativas entre as linhagens

transgénicas e a WT.
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Figura 13: Eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm) de linhagens transgénicas e nao
transgénicas (WT) avaliadas sob condi¢cbes de déficit hidrico de 9 dias.

O potencial hidrico foliar (Ww) foi monitorado durante o periodo de déficit
hidrico (Figura 14). Observou-se reducgéo progressiva dos valores de WYw em todas
as linhagens a medida que o estresse hidrico se intensificava. Até o 3° dia apds a
suspensao da irrigacdo, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
linhagens. No entanto, aos 6 e 9 dias de déficit hidrico, as linhagens DHN11-13 (P <
0,0001) e DHN11-14 (P < 0,0001) apresentaram valores de Ww significativamente
menos negativos que os observados nas plantas nédo transgénicas (WT). Esses
resultados indicam maior capacidade dessas linhagens em manter o estado hidrico

foliar sob condi¢gdes de déficit hidrico.
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Figura 14: Potencial hidrico foliar (Ww) de linhagens transgénicas (DHN11-1, DHN11-2,
DHN11-3, DHN11-9, DHN11-13 e DHN11-14; geragdo F:) e ndo transgénicas (WT) sob
déficit hidrico por 9 dias. A reidratacao foi realizada no 9° dia e as plantas foram avaliadas
novamente quatro dias depois (13° dia). Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas observadas nas linhagens transgénicas em comparagcdo com o controle (**
p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001, n=9).

Corroborando os resultados obtidos para o potencial hidrico foliar, a avaliagao
fenotipica das plantas submetidas ao déficit hidrico demonstrou diferengcas na
capacidade de recuperagdo entre as linhagens avaliadas. Apdés a reidratacéo, a
linhagem DHN11-13 apresentou a melhor recuperagdo, retomando o crescimento
vegetativo. A linhagem DHN11-14 apresentou recuperagao de algumas das plantas ,
enquanto as demais linhagens transgénicas e as plantas ndo transgénicas (WT)

permaneceram com sintomas severos de murcha (Figura 15).
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Figura 15. Aspecto fenotipico das plantas WT nao transgénicas (esquerda) e da linhagem
transgénica estavel DHN11-13 (direita, geracdo F:.) apds o ensaio de déficit hidrico. As
plantas foram mantidas sob déficit hidrico por 10 dias, reidratadas e fotografadas quatro dias

apos a reidratagao.
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4.5 Quantificagcao da producao

A produgao das plantas submetidas ao déficit hidrico foi avaliada por meio da
massa total de frutos por planta (Figura 16a) e do numero total de frutos por planta
(Figura 16b). Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre
as linhagens transgénicas e as plantas nao transgénicas (WT) para nenhuma das

variaveis analisadas.
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Figura 16: Efeito do estresse hidrico na producao de frutos de plantas nao transgénicas
(WT) e transgénicas expressando o transgene DHN171. Massa total de frutos produzidos por
planta cultivada sob irrigacdo normal (a) e em condigdes de déficit hidrico (b).
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5. DISCUSSAO

A seca é um dos principais desafios enfrentados pela agricultura na
atualidade. Nesse contexto, o desenvolvimento de plantas mais tolerantes ao déficit
hidrico constitui uma importante estratégia de adaptacéo e mitigagao, contribuindo
para a manutencado da producao de alimentos diante dos impactos das mudancas
climaticas (Ngongolo e Mmbando, 2024; Palmgren e Shabala, 2024).

No presente estudo, a transformagao genética de tomateiro com o gene
MdoDHN11 resultou na obtencdo de linhagens transgénicas capazes de transmitir o
transgene a descendéncia. A analise de segregacédo das progénies Fi: demonstrou
que as linhagens 1, 3, 9, 13 e 14 apresentaram razdes compativeis com a
segregagao mendeliana esperada de 3:1 para um unico lécus de inser¢éao do
transgene.

Esses resultados sugerem a integracdo estavel de MdoDHN11 e sua
transmissao a descendéncia de acordo com os padrées mendelianos classicos. Por
outro lado, a linhagem 2 apresentou segregagao incompativel com a razao 3:1, mas
compativel com a razdo 15:1. Esse padrao pode ser explicado pela presenca de dois
locos independentes de insercdo do transgene segregando simultaneamente na
progénie. Padroes de segregacao distintos entre eventos independentes sao
frequentemente observados em plantas geneticamente modificadas e refletem a
natureza aleatéria da integracdo do DNA exdégeno no genoma vegetal, podendo
estar associados ao numero de copias inseridas e aos sitios de integracédo do
transgene (Jupe et al., 2019; Thomson et al., 2024).

A analise de segregacao das progénies Fi+ demonstrou que as linhagens 1, 3,
9, 13 e 14 apresentaram razbes compativeis com a segregacdo mendeliana
esperada de 3:1 para um unico loci de insercdo do transgene. Esses resultados
sugerem a integracdo estavel do transgene MdoDHN11 e sua transmissdo a
descendéncia de acordo com os padrbes mendelianos classicos. Por outro lado, a
linhagem 2 apresentou segregacao incompativel com a raz&o 3:1, mas compativel
com a razao 15:1. Esse padrao pode ser explicado pela presenca de dois locos
independentes de inser¢cao do transgene segregando simultaneamente na progénie.
Padrdes de segregacao distintos entre eventos independentes sédo frequentemente
observados em plantas geneticamente modificadas e refletem a natureza aleatéria

da integracdo do DNA exdégeno no genoma vegetal, podendo estar associados ao
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nuamero de coépias inseridas e aos sitios de integragdo do transgene (Jupe et al.,
2019; Thomson et al., 2024).

A expressao do gene MdDHN11 em tomateiro da variedade Micro-Tom
contribuiu para aumentar a tolerancia das plantas ao déficit hidrico. As linhagens
DHN11-13 e DHN11-14 apresentaram os maiores niveis de expressao do transgene
MdDHN11 e também o melhor desempenho sob condigdes de restricdo hidrica,
sugerindo uma associagao positiva entre a expressao desse gene e a tolerancia a
seca. Resultados semelhantes foram relatados por Falavigna et al. (2019), que
demonstraram que a expressao de MdoDHN11 em Arabidopsis thaliana aumentou a
sobrevivéncia das plantas submetidas ao déficit hidrico.

A expressao de genes codificadores de desidrinas em diferentes espécies
vegetais tem sido associada ao aumento da tolerdncia a seca. Em tomateiro,
Mufoz-Mayor et al. (2012) observaram que plantas expressando a desidrina tas74
apresentaram maior ajuste osmético e melhor desempenho sob seca, enquanto Guo
et al. (2019) observaram que a expressdo de SiDHN promoveu maior protegao
celular, preservagao dos cloroplastos e aumento da capacidade antioxidante.
Estudos mais recentes com GmDHN9 (Fan et al., 2024) e BADHN3 (Martinez et al.,
2025) também demonstraram que niveis elevados de expressao de desidrinas estao
associados a maior retencdo de agua, redugao dos danos celulares e aumento da
tolerancia ao déficit hidrico.

As linhagens DHN11-13 e DHN11-14 apresentaram valores de WYw
significativamente menos negativos durante o déficit hidrico, evidenciando maior
capacidade de conservar o estado hidrico foliar em relaggo a WT. Como a
manutencdo do potencial hidrico € um importante indicador da tolerancia a seca
(Riyazuddin et al., 2022; Haghpanah et al., 2024;), esses resultados sugerem que
MdDHN11 contribui para reduzir os efeitos da desidratagdo nos tecidos vegetais.
Essa interpretacao é consistente com estudos que atribuem as desidrinas fungoes
relacionadas a retengcdo de agua e a protecao celular durante o déficit hidrico (Guo
et al., 2019; Riyazuddin et al., 2022).

A avaliacdo fenotipica apds a reidratacdo corroborou os resultados de
potencial hidrico foliar. As linhagens DHN11-13 e DHN11-14 apresentaram melhor
recuperacao do crescimento apds o restabelecimento da irrigagao, indicando que a
maior manuten¢gdo do estado hidrico durante o déficit hidrico favoreceu a

recuperacgao pos-estresse. Esses resultados sugerem que a manutenc¢ao do estado
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hidrico durante o periodo de estresse contribuiu para aumentar a capacidade de
recuperacao das plantas apos a reidratacao.

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il ndo diferiu entre as linhagens
transgénicas e a WT. Embora os valores de Fv/Fm tenham diminuido ao longo do
déficit hidrico, a resposta foi semelhante em todas as linhagens. Esse resultado
sugere que o periodo de estresse empregado nao foi suficientemente severo para
provocar danos diferenciais ao aparato fotossintético ou para discriminar linhagens
com maior tolerédncia com base nessa variavel fisioldgica.

A auséncia de diferengcas em Fv/Fm, associada as alteracdes observadas no
potencial hidrico foliar, sugere que o estado hidrico das plantas foi afetado antes da
ocorréncia de danos fotoquimicos detectaveis. Esse comportamento é consistente
com estudos que demonstram que parametros relacionados ao estado hidrico
respondem precocemente ao déficit hidrico, enquanto redugdes em Fv/Fm
geralmente sdo observadas apenas sob condicdes de estresse severo (Zivéak et al.,
2008; Zuo et al., 2025).

A auséncia de diferengas significativas na producao entre as linhagens
transgénicas e a WT sugere que o periodo de déficit hidrico empregado, embora
suficiente para induzir alteragdes fisioldgicas e fenotipicas, ndo foi suficientemente
intenso para promover impactos contrastantes sobre o rendimento. Esse resultado é
consistente com a auséncia de diferencas na eficiéncia fotoquimica do fotossistema
II, indicando que o estresse aplicado ndo comprometeu de forma diferencial

processos diretamente relacionados a produgéo.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A transformagao genética do tomateiro Micro-Tom com os genes MdGolS2 e
MdDHN11 resultou na obtencdo de linhagens transgénicas estaveis, capazes de
transmitir os transgenes as geragdes subsequentes. A expressao de MdGolS2
promoveu aumento significativo da tolerancia ao déficit hidrico, refletido na maior
manutencio da eficiéncia fotoquimica, melhor recuperacéo do potencial hidrico foliar
apos a reidratagdo e maior produgao sob condigbes de estresse. Entre as linhagens
avaliadas, a L2 destacou-se por apresentar os maiores niveis de expressao do
transgene e o melhor desempenho fisiolégico e produtivo.

A expressao de MdDHN11 contribuiu para a manutencdo do estado hidrico
das plantas durante o déficit hidrico e favoreceu a recuperagao apos a reidratagao,
com destaque para a linhagem DHN11-13. Resultados demonstram que ambos os
genes contribuem para a tolerancia a seca em tomateiro, embora atuem por
mecanismos distintos. O gene MdGolS2 apresentou maior potencial biotecnoldgico
por associar aumento da tolerancia ao déficit hidrico a manutencédo da producao,
caracteristica essencial para o desenvolvimento de cultivares adaptadas a
ambientes com restrigao hidrica.

A principal perspectiva deste trabalho é a piramidagéo dos genes MdGolS2 e
MdDHN11 em um mesmo gendtipo de tomateiro, com o objetivo de combinar os
mecanismos complementares de tolerancia ao déficit hidrico identificados neste
estudo. Espera-se que a coexpressao desses genes potencialize a capacidade de
adaptacdo das plantas a seca, reunindo os efeitos associados a manutengao do
estado hidrico, a preservacao da eficiéncia fisioldgica e a manutengédo da producéo
sob condicdes de restricao hidrica.

Além disso, pretende-se realizar a introgressao desses genes em cultivares
comerciais de tomateiro, com o objetivo de aumentar a tolerancia ao déficit hidrico,
contribuir para a manutencéo da producdo em cenarios de mudancas climaticas e

promover maior eficiéncia no uso da agua, reduzindo os custos de irrigagao.
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