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AUXINAS DEPENDEM DE PEROXIDO DE HIDROGENIO NAS RESPOSTAS
DAS RAIZES DE TOMATEIRO A DEFICIENCIA DE NITROGENIO

RESUMO - O nitrogénio (N), elemento essencial ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, € absorvido principalmente como nitrato (NO3’). Esse
elemento pode controlar a arquitetura de raizes e dessa forma favorecer a absorcéao
de nutrientes pelas plantas. Para isso, tem sido mostrado que esses eventos estdo
relacionados ao controle hormonal, especialmente as auxinas, pois esse horménio
controla o crescimento das raizes de modo dependente de NOs". Entretanto, esses
mecanismos sdo complexos, pois dependem de varias moléculas, especialmente
peroxido de hidrogénio (H202), o qual parece atuar nas sinaliza¢des das auxinas
em situacdes estressoras nas plantas, a exemplo da deficiéncia de N. Entretanto,
a forma como auxinas e H20: interagem nas raizes sob deficiéncia de N foi pouco
explorado. Assim, objetivou-se verificar se as auxinas dependem de H20:2 nas
respostas das raizes de tomateiro a deficiéncia de NOs". Para isso, plantas de da
cultivar Micro-Tom de tomateiro foram cultivadas em hidroponia sob suficiéncia e
deficiéncia de NOs", ambas com presenca e ou auséncia de inibidor de transporte
de auxinas, o (acido 2,3,5-triiodo-benzéico- TIBA) e inibidor do acumulo de H20:2
(Catalase). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, disposto em
fatorial 2x4, com trés repeticdes. Foi analisado comprimento e biomassa seca da
parte aérea e biomassa seca, comprimento, area e volume das raizes. Além disso,
foi quantificado conteddo de MDA e H202. A deficiéncia de NO3 diminuiu o
crescimento da parte aérea, porém promoveu maior crescimento de raizes. O uso
de TIBA inibiu o crescimento das raizes em ambas as condi¢cdes de NOs, e a
presenca de catalase na deficiéncia de NOs™ resultou em menor crescimento de
raiz. Esses resultados evidenciam que as auxinas dependem de H:20: para
respostas das raizes de tomateiro a deficiéncia de N.

Palavras-chave: deficiéncia de NOs', modulacdo hormonal, sinalizagdo de H20z2,
sistema radicular, Solanum lycopersicum (L)
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AUXINS DEPEND ON HYDROGEN PEROXIDE IN THE RESPONSE OF
TOMATO ROOTS TO NITROGEN DEFICIENCY

ABSTRACT - Nitrogen (N) is essential for plant growth and development,
and is mainly absorbed as nitrate (NOg3"). It also controls root architecture, improving
plant nutritional status. These characteristics are related to hormonal control,
especially by auxins. Auxins control root growth via NOsdependent cell expansion,
but these mechanisms are complex and depend on several molecules. Hydrogen
peroxide (H202) appears to act on these auxins signalling in plant stress situations.
However, how auxins and H20: interact in roots under N deficiency has not been
well explored. Therefore, this study aimed to verify if auxins depend on H20:2 for
responses of tomato roots to N deficiency. Micro-Tom plants were grown in
hydroponic systems under sufficiency and deficiency of NOs", both with and without
auxin transport inhibitor, 2,3,5-triiodo-benzoic acid (TIBA), and the inhibitor of H202
accumulation (Catalase) in plants. The experiment was carried out in a completely
randomized design in a factorial scheme (2x4) with three replications. Shoot length
and dry biomass, as well as root dry biomass, length, area and volume were
analysed. In addition, MDA and H202 content were also quantified. NOs™ deficiency
reduced shoot growth and, interestingly, promoted higher root growth. Furthermore,
TIBA inhibited root growth under both NO3s™ conditions and the presence of catalase
in NOs deficiency resulted in lower root growth. These results show that auxins
depend on H20:2 for tomato root responses to N deficiency.

Keywords: NOs deficiency, hormonal modulation, H202 signaling, root system,
Solanum lycopersicum (L)



1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € indispensavel para as plantas, pois auxilia ha constituicao
celular, compde proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos, fitohormonios e outras
moléculas, desta forma sua deficiéncia pode causar severa inibicdo do crescimento
vegetal (Fageria, 2001; Xu et al., 2012; Castro Rodriguez et al., 2017). O nitrato
(NO3") € a principal fonte de N absorvida da solugéo do solo pelas plantas (Hirel et
al., 2007), e move-se dentro delas atraves de transportadores proteicos especificos
atuando ativamente no controle da arquitetura do sistema radicular, principalmente
no desenvolvimento de raizes laterais (Krouk et al., 2010; Sun, 2017), favorecendo
a absorcao de nutrientes e de agua ao longo do desenvolvimento da planta (Rubio
et al., 2009; Gojon et al., 2011; Krouk et al., 2011).

O primeiro transportador de NOs™ identificado em plantas superiores foi a
proteina NPF6.3/NRT1.1 (Tsay et al., 1993), o mesmo atua como transportador de
baixa afinidade sob condicGes suficientes e de alta afinidade sob condicGes
insuficientes de NOs™ (Liu e Tsay, 2003; Tsay et al., 2007; Sun e Zheng, 2015).
Curiosamente, mutantes de Arabidopsis deficientes para NPF6.3/NRT1.1
apresentam reduzida absorcado de NO3s™ (Munds et al., 2004; Ho et al., 2009; Ye et
al., 2019), bem como néo induz o crescimento das raizes laterais em condi¢des de
alta disponibilidade dessa molécula (lvanchenko et al., 2013). Dessa forma, tem
sido atribuido ao NPF6.3 um papel importante nas alteracdes morfoanatdbmicas da
raiz na presenca de NOs'.

O importante papel atribuido ao NOs™ na morfoanatomia do sistema radicular
estd fortemente relacionado a sua acao parcial no controle da biossintese,
conjugacdao, transporte e sinalizacdo hormonal, em especial as auxinas (Guan,
2017). Esse hormonio controla efetivamente o crescimento das raizes por meio do
controle da expanséo celular (Sozzani e lyer-Pascuzzi, 2014). Durante a expansao,
as auxinas migram da por¢céo aérea para o apice radicular (transporte acrépeto) e
sao redistribuidas do apice para base da raiz (transporte basipeto), induzindo o
crescimento das raizes laterais (Krouk et al., 2010).

Portanto, tem sido evidenciado que a interagdo entre auxinas e NO3 nas

raizes se da pelo processo de transporte de NOs™ nas plantas. No entanto, isso
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dependera da concentragcéo de NOs', podendo ser inibido pelo mesmo (Krouk et al.,
2010; Mounier et al., 2014). Varios trabalhos relatam mudancas no acumulo de
auxinas e alteragéo no crescimento da raiz em fungéo da disponibilidade de NOs
em diferentes espécies, tais como soja (Glycine max (L.) Merrill) (Caba et al., 2000),
abacaxi (Ananas comosus (L.) Merrill) (Tamaki & Mercier, 2007), milho (Zea mays
L.) (Liu et al., 2010) e Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) (Krouk et al., 2010). Em
cada caso, as auxinas sao translocadas da parte aérea para a raiz da planta em
resposta a um decréscimo no fornecimento de NOs'.

Embora as auxinas tenham um efetivo e bem explorado controle sobre a
arquitetura radicular de modo dependente do NOs’, 0s mecanismos envolvidos
nesse evento sdo bastante complexos, e tem sido evidenciado que, além de outros
fitormonios, (Aloni, 2013; Jung e McCouch, 2013; Fusconi et al., 2014) uma série
de moléculas parecem ser parte importante dessa resposta (Fernandez-Marcos et
al., 2011; Kapulnik et al., 2011; Mendes et al., 2011), em especial o H202 (Dunand
et al.,, 2007; Ilvanchenko et al., 2013). O H202 desempenha dupla fungdo nas
células: durante o estresse oxidativo, como uma forte espécie reativa de oxigénio,
causando danos ou até mesmo a morte celular, (Veal e Day, 2011; Foyer et al.,
2012) e / ou como uma molécula sinalizadora na homeostase celular, manutencao
do status redox , defesa contra estresses abiéticos e biodticos (Orozco-Cardenas et
al., 2001; Hung et al., 2005; Niu e Liao, 2016).

Neste sentido, o H202 esta envolvido na mediacdo de importantes processos
bioldégicos, como o fechamento estoméatico (Pei et al., 2000), germinacdo de
sementes (Liu et al., 2010) e, especialmente, gravitropismo da raiz de modo
dependente de auxinas (Joo et al., 2001; Li et al., 2015; Zhou et al., 2018). Além
disso, o H202 parece agir especificamente como parte da sinalizacdo de resposta
das auxinas em plantas em condicao de estresse bidtico e abidticos (Zhao et al.,
2012). Diante do exposto, faz-se necessario conjecturar que o importante papel das
auxinas nas respostas da raiz a presenca de NOs" é dependente da sinalizacdo do
H202, visto as fortes relacdes entre auxinas e NOs™ e auxinas e H202no crescimento
e desenvolvimento do sistema radicular. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
dessa interacao. Assim, objetivou-se verificar se a auxina interage com o H202 nas

respostas das raizes de tomateiro a deficiéncia de N.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Radicular

O sistema radicular € essencial para fornecer 4gua, minerais e ancoragem
as plantas. Na relacdo entre as plantas e o solo, sdo as raizes que precisam
perceber e responder rapidamente as mudancas nas caracteristicas fisicas e
quimicas do ambiente na qual estéo inseridas (White et al., 2013). Caracterizadas
como Orgdos cilindricos, subterrAneos e aclorofilados, as raizes apresentam
geotropismo positivo e fototropismo negativo e suas ramificagdes sao iniciadas
endogenamente ao longo do eixo principal da raiz, mais especificamente, sao
originadas de um subconjunto especifico de células do periciclo, também chamadas
células fundadoras da raiz lateral (Lima et al., 2006).

Um corte transversal da raiz mostrard sua composi¢cdo por trés zonas
diferentes: a epiderme, o cértex e o cilindro central vascular (Apezzato-da-Gloria e
Hayashi, 2006). Na epiderme ocorre a absorcdo de nutrientes e agua, sendo essa
acdo fortemente ampliada pelas raizes laterais e pelos absorventes, visto que
essas estruturas ampliam expressivamente a &rea superficial das raizes,
possibilitando maior contato com a solucdo do solo (Cohen et al., 2019).0
desenvolvimento do sistema radicular esta intimamente ligado a absorcdo de agua
e nutrientes, onde a disponibilidade de ambos na rizosfera pode agir estimulando
ou inibindo o crescimento das raizes (Giehl et al. 2014).

Nesse sentido, tem-se buscado entender como ocorrem essas interacoes,
em particular, influéncia do NO3 sobre o crescimento e ramificacdo das raizes
(Bhardwaj et al., 2015), assim como a participacdo do H202 nesse processo
(Trevisan et al., 2019), visto que a arquitetura radicular € um aspecto fundamental
da produtividade das plantas, especialmente nos diversos ambientes

caracterizados por baixa disponibilidade de agua e nutrientes (Lynch, 1995).
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2.2. Interacdo entre nitrato (NOs) e auxinas para 0 crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular

O nitrogénio (N), como um macronutriente, € requerido abundantemente
pelas plantas, pois é essencial & constituicdo celular, onde compde aminoéacidos,
proteinas, enzimas e Aacidos nucléicos. A deficiéncia deste elemento esta
fortemente relacionada a inibicdo no crescimento vegetal (Fageria, 2011; Xu et al.,
2012; Koohkan; Maftoun, 2016; Castro Rodriguez et al., 2017). Os danos no
crescimento vegetal ocorrem devido uma série de eventos biol6gicos que podem
ser desencadeados em condicbes de deficiéncia de N, como alteracdes
moleculares e celulares que levam a desorganizacdo dos tecidos das plantas,
reducao da sintese proteica e da atividade fotossintética (Flores et al., 2016; Prado,
2008). Essa desordem nutricional e fisioldgica culmina em sintomas visiveis em
caules, folhas e frutos das plantas, causando perdas e danos econdmicos para 0s
produtores das diversas culturas, entre elas o tomate (Marschner, 2012).

Para muitas espécies, o NOs™ é a principal fonte de N absorvida da solucéo
do solo (Hirel et al., 2007). Este nutriente move-se dentro das plantas por meio de
transportadores proteicos especificos, atuando ativamente nas diversas etapas de
seu crescimento e desenvolvimento, como a germinagdo, crescimento da parte
aérea, transicao de fases fenoldgicas e crescimento do sistema radicular (Alboresi
et al., 2005; Guo et al., 2005; Liu et al., 2010; Vidal et al., 2015). De maneira geral,
o NOs atua com dupla fungéo, nutricional e de sinalizagéo, exercendo impacto na
arquitetura do sistema radicular, alterando o numero, comprimento, angulo e
diametro das raizes, assim como o desenvolvimento de raizes laterais (Zhang et
al., 1999, Krouk et al., 2010; Sun et al., 2017). Estes fatores fazem do NOsz™ uma
molécula de extrema importancia nas relagdes nutricionais e hidricas ao longo do
desenvolvimento das plantas (Rubio et al., 2009; Gojon et al., 2011; Krouk et al.,
2011).

Esse papel atribuido ao NO3 na morfoanatomia do sistema radicular esta
fortemente relacionado a sua acgao parcial no controle da biossintese, conjugacéo,
transporte e sinalizacdo hormonal, em especial das auxinas (Krouk, 2016; Guan,
2017). As auxinas por sua vez, controlam efetivamente o crescimento das raizes

por meio do controle da expansédo celular, pois elas induzem a expressao de
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enzimas e genes responsaveis por manter as células do centro quiescente e,
portanto, o crescimento radicular (Sozzani e lyer-Pascuzzi, 2014), onde durante a
expansao, elas migram da porcao aérea da planta para o 4pice radicular (transporte
acropeto) e séo redistribuidas do 4pice para a base da raiz (transporte basipeto),
induzindo o crescimento das raizes laterais (Krouk et al., 2010).

Deste modo, tem sido evidenciado que ha uma interacdo entre auxinas e
NOs para que ocorram as respostas de crescimento das raizes, e essas interacdes
acontecem por meio do processo de transporte de NO3™ nas plantas. Nesse sentido
foi mostrado que as proteinas NPF6.3/NRT1.1, que sao transportadoras de NOs
(Tsay et al., 1993; Nogueiro et al., 2018), atuam como um sistema de transporte de
baixa afinidade sob condi¢des suficientes de NOs", assim como, quando fosforilado,
atua como transportador de alta afinidade em condi¢des deficientes deste nutriente
(Liu e Tsay, 2003; Nogueiro et al.,, 2018), podendo também ser induzido pelo
mesmo (Guo et al., 2005).

Além disso, NPF6.3/NRT1.1 pode atuar no transporte de auxinas (Krouk,
2016; Leran et al., 2014), porém esta acao é dependente da concentracao de NOgz
disponivel para as plantas (Krouk et al.,, 2010; Mounier et al., 2014).
Adicionalmente, foi relatado que o gene Triptofano amino-transferase (TAR2)
participa ativamente da manutencédo da biossintese de auxina em condi¢cfes de
deficiéncia de N, sendo o mesmo induzido e expresso em raizes e periciclo
vascular, o que indica que ele esta fortemente envolvido no acumulo de auxina nas
raizes, assim como no desenvolvimento de raizes laterais em condicbes de
deficiéncia de N (Ma et al., 2014; Zhao, 2012).

Varios trabalhos relatam mudancas na biossintese, transporte e acimulo de
auxinas associados a alteracdes no crescimento da raiz em funcdo da
disponibilidade de NOs™ em diferentes espécies, tais como soja (Glycine max L.)
Merrill) (Caba et al., 2000), abacaxi (Ananas comosus L.) Merrill) (Tamaki & Mercier,
2007), milho (Zea mays L.) (Liu et al., 2010), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.)
(Krouk et al., 2010; MA et al.,, 2014) e em tomate (Solano Licopersicum)
(lIvanchenko et al., 2013). Em adicao, esta evidente que as plantas sob deficiéncia
de N alteram a atividade de transportadores de NOs e, consequentemente, ha

alteracdo na arquitetura e morfologia do sistema radicular, para proporcionar uma
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maior eficiéncia de uso de N, o que geralmente resulta em maior vigor das raizes e
maior relacao raiz/parte aérea (Xu et al., 2012; Zhu et al., 2015; Garnett et al., 2009).

De maneira geral, ao longo dos anos vem sendo elucidados diversos
guestionamentos sobre esse complexo mecanismo de interagdo hormonio-
nutriente para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Embora as auxinas
tenham um efetivo controle sobre a arquitetura radicular de modo dependente do
NOs", 0s mecanismos envolvidos nesse evento sao bastante complexos e tem sido
mostrato que, além de outros fitormonios (Aloni, 2013; Jung e McCouch, 2013;
Fusconi et al., 2014), uma série de moléculas parecem ser parte importante dessas
respostas (Fernandez-Marcos et al., 2011; Kapulnik et al., 2011; Mendes et al.,
2011), em especial o H202 (Dunand et al., 2007; lvanchenko et al., 2013).

2.3. A acdo do peroxido de hidrogénio (H202) nas vias de sinalizagcdo do
crescimento e desenvolvimento do sistema radicular

O H202 desempenha dupla funcdo ou fungdo complementar nas células das
plantas: durante o estresse oxidativo, ele pode atuar como uma forte espécie
reativa de oxigénio, causando danos ou até mesmo a morte celular (Veal e Day,
2011; Foyer et al., 2012) e como uma molécula sinalizadora na homeostase celular,
manutencdo do status redox, defesa contra estresses abioticos e bidticos (Orozco-
Cardenas et al., 2001, Hung et al., 2005, Niu e Liao, 2016). O limiar entre a acéo
de sinalizador e causador de danos depende da quantidade de H20: intracelular
presente, pois apesar da eficiente agcdo das enzimas antioxidantes para remover
essas EROs, em baixas concentragbes de H202 (1-10 mM), os mecanismos de
eliminacdo sdo menos eficazes, permitindo que o H202 atue como um sinalizador
(Sies, 2017; Cerny et al., 2018).

De maneira geral, o H202 pode ser produzido no metabolismo das plantas
por meio de via enzimatica direta ou indireta a partir de oxidases como NADPH
oxidase que produz o anion superoéxido (O2), que posteriormente é dismutado pela
superéxido dismutase e entdo é formada a molécula de H202. Além desses
processos, o H202 pode ser gerado durante as atividades de transferéncia de
elétrons nos cloroplastos e mitocondrias, assim como na oxidacao do glicolato nos

peroxissomos (Niu e Liao, 2016; Khan et al., 2018). A deficiéncia nutricional € um
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dos fatores que desencadeia a producdo de H202 nas plantas, o que pode
desencadear danos ao crescimento ou respostas de defesa antioxidante (Tewari et
al, 2004).

Uma vez produzido, o H202 consegue se locomover facilmente até o seu
destino por meio de canais especificos como as aquaporinas nas membranas
plasmaticas (Rodrigues et al., 2017), o mesmo consegue percorrer longas
distancias de forma relativamente rapida para alcancar seus alvos (Gilroy et al.,
2016). Essas caracteristicas fazem do H202 um sinalizador priméario (Sewelam et
al., 2016), que atua no controle de respostas sistémicas de defesa (Choi et al.,
2017; Si et al., 2018). Como mensageiro secundario, o H202 pode interagir com
hormoénios, desencadeando respostas no crescimento e desenvolvimento das
plantas as diferentes condigcbes ambientais a que elas estdo expostas (Wojtyla et
al., 2016).

Portanto, o H202 esta envolvido na mediacdo de importantes processos
fisiologicos das plantas, como o fechamento estomético (Pei et al., 2000; Ge et al.,
2015), germinacao de sementes (Liu et al., 2010; Ishibashi et al., 2017), aceleragéo
do crescimento de raizes primarias e laterais (Hernandez-Barrera et al., 2015) e
gravitropismo da raiz de modo dependente de auxinas (Joo et al., 2001; Li et al.,
2015; Zhou et al., 2018). Além disso, 0 H202 € um possivel sinalizador de resposta
das auxinas em plantas sob condi¢édo de estresse bibtico e abibticos (Zhao et al.,
2012), como por exemplo, em deficiéncia de NOs em milho (Trevisan et al., 2019).
Um outro papel do H202 seria nas vias de sinalizacao que conferem maior tolerancia
das plantas a estresses por salinidade (Bagheri et al., 2019), metais pesados
(Hasanuzzaman et al.,, 2017), encharcamento (Andrade et al., 2018) e seca
(Ishibashi et al., 2011).

2.4. Inibidores do transporte de auxinas

O entendimento atual de como as auxinas se movem nos tecidos das plantas
promovendo respostas morfoldgicas e fisioldgicas de grande importancia para o
crescimento e desenvolvimento vegetal, s6 foram possiveis devido ao uso de
inibidores do transporte polar das auxinas. Varios inibidores foram caracterizados

e sao utilizados para afetar as taxas de transporte polar desse horménio (Klima et
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al., 2016). Dentre os inibidores do transporte de auxinas, destacam-se o Acido
Naftilftalamico (NPA), o Acido 2,3,5-triiodo-benzoico (TIBA) e o 2-cloro-9-
hidroxifluoreno-9-carboxilato de metila (Morfactina IT 3456) (Saniewski et al., 2017).

O NPA é classificado como uma fitotropina que age inibindo o transporte de
auxina polar nas plantas (Depta et al., 1983; Rubery, 1990). O NPA inibe o
transporte de auxina polar através de sua ligacdo a um local especifico (receptor
de NPA nas células vegetais) (Monday et al., 1993), porém vem sendo cada vez
mais fortalecida a hipotese de que ndo h&a um anico local de ligacdo do NPA, onde
tem se evidenciado que ele pode se ligar a mais de um local na membrana
plasmatica (Michalke et al., 1992) ou diretamente ao transportador de efluxo de
auxinas (Sussman; Goldsmith, 1981). Mais recentemente, mostrou-se que duas
importantes proteinas, PINs e ABCB, que formam mecanismos de transporte de
auxina polar altamente independentes foram descritas como sensiveis ao NPA
(Mravec et al., 2008, Teale et al., 2018).

O TIBA, por sua vez, € um acido aromatico fraco, que se difunde nas células
de maneira semelhante ao &cido indolacético (AlA), porém com maior
permeabilidade em condic@es fisiologicas, sendo transportado polarmente atravées
de um transportador de efluxo comum ao AIA (Delbarre et al., 1996), fato este que
o torna um concorrente direto do local de atividade de transporte do AIA. No
entanto, assim como NPA, o modelo de local Unico para transporte polar de AlA e
TIBA foi descartado (Depta et al., 1983), fortalecendo as hipéteses de que ha mais
de um local para transporte polar de AIA e TIBA.

A inibicdo do transporte de AIA pelo TIBA pode acontecer pelo seguinte
mecanismo: TIBA e AIA se ligam a locais separados, mas funcionalmente
relacionados, no transportador de efluxo de AIA, e o transporte de qualquer um
deles é inibido quando ambos sao ligados simultaneamente (Depta et al., 1983;
Teale et al 2018). De maneira geral, tem sido observado que esses compostos
afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas no nivel molecular, por
interferéncia com os transportadores de auxina e/ou facilitadores de PINs e
proteinas ABCB localizadas na membrana plasmatica, mas o0 mecanismo

detalhado ainda permanece incerto (Fujita et al., 1996; Saniewski et al., 2014).



9

Devido as especificidades de cada molécula desses inibidores, diversas
pesquisas indicam a maior eficiéncia do TIBA para inibir a formacéo e o crescimento
de raizes quando comparado com o NPA, como foi observado por Saniewski (2014)
onde o TIBA inibiu completamente a formacao radicular em estacas de plantas
ornamentais da familia Crassulaceae. A eficiéncia do TIBA na inibicdo do
crescimento de raizes laterais também foi mostrada por Rincon (2002) em mudas
de abeto (Picea abies) inoculadas com o fungo micorrizico Laccaria bicolor. Fato
que reforca a eficiéncia do TIBA na inibicdo do transporte de auxina principalmente

guando se trata de respostas no sistema radicular das plantas.

2.5. O tomateiro (Micro-Tom) como modelo para estudos fisiolégicos

A biologia vegetal tem avangado nos ultimos anos em relacao aos processos
e mecanismos genéticos, fisiolégicos e bioquimicos, responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento das plantas. Um dos fatores fundamentais para
esses avancos € o uso de plantas modelo para esses estudos (Koornneef; Meinke,
2010; Gaion, 2017).

A Arabidopsis thaliana, planta daninha da familia Brassicaceae, mede
aproximadamente 10 cm de altura, produz flor, frutos secos, elevado nimero de
sementes, ciclo de vida curto, além de possuir pequeno genoma (cinco
cromossomos), tornando-a uma planta de facil cultivo e manipulacdo em
laboratério, como também uma analise molecular detalhada. Essas caracteristicas
tornaram a Arabidopsis o primeiro organismo modelo mais bem estudado da
biologia vegetal (Koornneef; Meinke, 2010).

Caracteristicas similares as da Arabidopsis, como genoma relativamente
compacto (950Mb), ciclo de vida curto e elevado nimero de sementes (Carvalho et
al., 2011) foram encontradas na cultivar de tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
Micro-Tom (Campos et al., 2011). Essa cultivar de tomateiro surgiu primeiramente
como uma planta ornamental (Scott et al., 1989) e posteriormente, por possuir
caracteristicas de desenvolvimento diferentes das encontradas em Arabidopsis,

como por exemplo, fruto carnoso (Carvalho et al., 2011) e também devido a sua
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importancia agronémica, passou a ser utilizada como planta modelo para estudos
genéticos e fisiologicos (Meissner et al., 1997).

Neste sentido, Carvalho et al. (2011) introgrediram em Micro-Tom uma série
de mutacdes hormonais, tanto em biossintese como em sensibilidade, assim
possibilitando o estudo das principais classes hormonais e suas respostas a
estresses bioticos e abidticos no tomateiro. Desde entéo, foi observado que a
modulacdo de sinais da raiz para a parte aérea do tomateiro sob déficit hidrico
ocorre de forma dependente das giberelinas (Gaion et al., 2018), assim como
observou-se que a maior sensibilidade as giberelinas afeta o metabolismo do calcio
e promove o surgimento de disturbios fisiolégicos como a podridao de flores e frutos
(Gaion et al., 2019). Relatou-se também que a sensibilidade do tomateiro ao etileno
€ um fator essencial para a tolerancia a seca (Gaion et al., 2017).

No ambito das interacdes horménio nutricionais, Santos (2016) indicou
resultados relacionados a sinalizacdo das auxinas para modular o crescimento do
tomateiro sob suficiéncia e deficiéncia de nitrogénio, e Barreto (2019) indicou a
acdo da interacdo entre silicio e citocininas nas respostas de crescimento do
tomateiro a toxicidade de amoénio. Estes e outros estudos tém possibilitado a
compreensao da acdo desses horménios no crescimento e no desenvolvimento
vegetal, assim como as respostas desencadeadas a partir dos estresses bioticos e

abioticos tendo o tomateiro como planta modelo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e ambiente de cultivo

A presente pesquisa foi desenvolvida no Departamento de “Biologia Aplicada
a Agropecuaria” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP- Campus de Jaboticabal.

Como planta modelo, foi utilizado o tomateiro (Solanum lycopersicum),
cultivar Micro — Tom, como descrito em Campos et al (2010). Para germinagao, as

sementes foram submetidas a assepsia, a partir de imersdao em cloro a 5% por 3
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min e em alcool 70% por 30 segundos, o processo foi finalizado com triplice
lavagem em agua deionizada. As sementes foram dispostas em caixas gerbox,
contendo duas folhas de papel germibox umedecidos com 15 mL de agua
deionizada. Em seguida, as sementes foram acondicionadas em camara de
germinacao (BOD) em condi¢éo de escuro por 24 horas, posteriormente foi mantido
o fotoperiodo de 12 horas até o quarto dia apés a germinacao.

No quinto dia ap6s a germinacdo, as plantulas foram transferidas e
cultivadas durante dez dias em um mini sistema hidropdnico (Figura 1) composto
por caixas de polipropileno com capacidade para 200 mL de soluc&o nutritiva como
descrita a seguir, placas de poliestireno com capacidade para quatro plantas e
bomba compressora de ar com tubulagédo que manteve a solucéao nutritiva aerada

durante o periodo de iluminacao.

Figura 1. Visdo geral da bancada de luz com o mini sistema hidropénico e das
plantas de tomateiro aos dez dias ap0s o transplantio.

A solugéo nutritiva foi utilizada conforme a indicagdo de Hoagland e Arnon
(1950) preparada a 50% da forga idnica utilizando fontes de nutrientes de reagentes
P.A diluidos em agua deionizada. A condutividade elétrica variou de 2,057 a 2,208
ms/cm entre as solucdes nutritivas com concentracéo 0 e 20 mmol L* de NOz". O
valor de pH das solugcbes foi monitorado diariamente e ajustado, sempre que

necessario, para 5,7 + 0,3 com solucdes de NaOH ou HCI (1%).
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O mini sistema estava instalado em uma sala de crescimento, disposto em
uma bancada com fotoperiodo de 12 horas, sob irradiacdo de 85 umol de fétons
m~2 s71, obtida com lampadas LEDs tubulares. As temperaturas no local foram de

26/22 + 3°C (dia/noite), e a umidade relativa do ar manteve-se entre 35 e 45%.

3.2. Experimentos para determinar as concentragdes de NOs para cultivo
hidropénico de tomateiro sob suficiéncia e deficiéncia de N

Estes experimentos foram compostos pelas seguintes concentracdes de
NOs (05 1; 2,5; 5; 10; 15; 20) mmol L (tabela 1) e (0,0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 0,75;
e 1,00) mmol L (Tabela 2). Os experimentos foram arranjados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes, cada repeticdo continha 4
plantas, conduzido sob as condicdes ja descritas acima. Analisou-se comprimento
e massa seca da parte aérea e massa seca, comprimento e densidade do sistema

radicular. As analises serdo descritas no item 3.5.

Tabela 1. Composicao da solucdo nutritiva com concentracdes de NO3™ na faixa de
0 a 20 mmol L.

Solucao — Estoque Concentragdes de NOs mmol L*

(mol LY) 0,0 1,0 2,5 50 10 15 20
Fertilizantes mL

KH,PO,4 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSO, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
KCI 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25 2,5
Ca (NO3), 4H,0 0,0 0,5 1,75 2,5 5,0 7,5 10
CaCl, 10 9,5 8,25 7,5 5,0 25 -
Micronutrientes @ 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe — EDDHA @ 1 1 1 1 1 1 1

1 50% da forga i6nica, com excegdo para o CaNOs e 0 CaCl,. 2Para 1 L: 2,86 g H3BO3; 1,81 g MnCl,.4H,0; 0,10 g ZnCly;
0,04 g CuCly; 0,02 g H,MoO,4H,0.®83,3 g L™ Fe-EDDHA (6%).

Tabela 2. Composicao da solugdo nutritiva com concentracdes de NO3s™ na faixa de
0almmol L1

Solugédo — Estoque Concentragdo de NOs mmol L

(mol LY) 0,0 0,025 0,05 0,1 0,5 0,75 1,00
Fertilizantes mL

KH,PO, 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSO, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
KCI 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Ca (NO3), 4H,0 0,0 0,0125 0,025 0,05 0,25 0,375 0,5
CaCl, 10 9,9875 9,975 9,95 9,75 9,625 9,5
Micronutrientes @ 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe — EDDHA ® 1 1 1 1 1 1 1

1 50% da forga i6nica, com excecdo para o CaNO; e o CaCl,. 2Para 1 L: 2,86 g H3BOs; 1,81 g MnCl,.4H,0; 0,10 g ZnCly;
0,04 g CuCly; 0,02 g H,MoO4H,0. ®83,3 g L™ Fe-EDDHA (6%).
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3.3. Experimento para determinar a concentrac&o ideal do Acido 2,3,5-triiodo-
benzoico (TIBA) a ser adicionado a solugdo nutritiva para inibir o
transporte de auxina nas plantas de Tomateiro

O experimento para determinar a concentracéo ideal de TIBA para inibir o
transporte de auxina em plantas de tomateiro foi realizado com plantas crescidas
sob deficiéncia de NOs (0,1 mmol L?). Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, sendo composto por quatro concentracdes de TIBA (0,0; 0,1; 1,0 e
10,0) umol Lt com quatro repeticdes.

O TIBA foi dissolvido em 0,1% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) e adicionado
a solucdo nutritiva previamente preparada na concentracdo deficiente em NOs™ ja
estabelecida nos experimentos anteriores. Foram analisados a massa seca e
comprimento da parte aérea e massa seca, comprimento e densidade do sistema

radicular. As analises serdao descritas no item 3.4.

3.4. Experimento para verificar a acdo do H202 na sinalizagdo e modulagéo do
crescimento de raizes do tomateiro sob suficiéncia e deficiéncia de NOz

Este experimento foi realizado sob as condicbes ambientais descritas
anteriormente e foi disposto em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticOes e cada repeticdo foi composta por quatro plantas,
organizado em esquema fatorial 2x4, sendo duas condi¢des de NOs", deficiéncia e
suficiéncia, através das respectivas concentragdes (0,1 e 1,0) mmol L e pela
presenca e ou auséncia de substancias inibidoras do transporte de auxina (TIBA),
e do acumulo de H202 (Catalase exbégena), o que totalizou oito tratamentos (Figura
2).

Mais especificamente foram quatro tratamentos para suficiéncia de NO3z™ (1,0
mmol L'* de NOsz7; 1,0 mmol L* de NO3z™ + TIBA; 1,0 mmol L* de NO3z” + CAT; 1,0
mmol L de NOs + TIBA + CAT) e quatro para deficiéncia ( 0,1 mmol L* de NOs,
0,1 mmol L* de NOz + TIBA; 0,1 mmol L'* de NO3™ + CAT; 0,1 mmol L'! de NOsz™ +
TIBA + CAT). Os dados foram submetidos a Analise de Variancia, e as médias
foram comparadas usando Teste de Tukey (em p < 0,05) no software AgroEstat
(Barbosa & Maldonado Junior, 2015).
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NO3z TIBA CATALASE
Suficiéncia + -
- +
+ +
+ -
Deficiéncia - +
+ +

Figura 2. Esquema representando a composi¢édo dos oito tratamentos formados
por duas condicbes de NOgs, suficiéncia (branco), deficiéncia (cinza) e
presenca (+) e ou auséncia (-) de TIBA e Catalase.

A solucéo nutritiva foi adaptada para as respectivas condi¢gdes de deficiéncia

e suficiéncia (0,1 e 1,0 mmol L) de NOgz, resultantes dos experimentos do item

3.1. Desta forma, obtivemos a seguinte composicdo para as solucdes estoques

suficiente e deficiente em NO3s™ (Tabela 3).

Tabela 3. Composicédo das solugdes nutritivas com concentragdes deficientes e
suficientes em NOs respectivamente (0,1 e 1,0 mmol L?).

Solugédo — Estoque Concentragédo de [NOs] mmol L

(mol LY 0,1 1,00
Fertilizantes mL

KH,PO, 0,5 0,5
MgSO, 1,0 1,0
KCI 2,5 2,5
Ca (NO3)2 4H,0 0,05 0,5
CaCl, 9,95 9,5
Micronutrientes @ 0,5 0,5
Fe — EDDHA @ 1 1

1 50% da forga ibnica, com excegdo para o0 CaNO3 e o CaCl2. ?Para 1 L: 2,86 g HsBOs; 1,81 g MnCl,.4H,0; 0,10 g ZnCly;
0,04 g CuCly; 0,02 g H,MoO,4H,0.®83,3 g L™ Fe-EDDHA (6%).

Utilizando as solugdes nutritivas adaptadas para suficiéncia e deficiéncia de
NOs", com base no experimento do ponto 3.2, definiu-se 1,0 umol L* de acido 2,3,5-
triiodo-benzéico (TIBA) como concentracdo ideal para ser adicionada a estas
solugbes com a finalidade de inibir o transporte de auxina nas plantas. Foram
utilizados 200 UmL™* de Catalase exégena (CAT — Sigma-Aldrich ref: C100) como
concentracgéo ideal a ser adicionada a estas solu¢cdes com a finalidade de inibir o
acumulo de moléculas de H202 nas raizes das plantas, essa concentracéo foi

definida com base na literatura (Arias-Moreno et al. 2017).
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3.5. Anélises experimentais

3.5.1. Anélises de crescimento

Aos dez dias de cultivo, foram realizadas as analises de crescimento. Para
obtencédo da biomassa seca, o material foi mantido em saco de papel e levado a
estufa com renovacao forgcada de ar a 55 °C por 72 horas. Posteriormente, foi obtida
a massa da parte aérea e da raiz utilizando-se uma balanca analitica (Denver
Instrument Company AA-200) com precisdo de 0,0001 g. Ja a altura de planta foi
aferida por meio de régua milimétrica.

O comprimento, &rea, volume e densidade do sistema radicular foram
determinados a partir da captura de imagem do sistema radicular por meio de um
Scanner LA1600 e analisados pelo programa computacional Winrhizo® (Regent

Instruments Inc., Canada).

3.5.2. Andlises bioquimicas

Apbs dez dias de cultivo, 300 mg de raiz foram coletados, colocados em
tubos, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer
a temperatura de -80 °C para posterior quantificacdo do teor de malondialdeido
(MDA) e de H20:-.

3.5.2.1. Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi estimada por meio do teste do acido 2 tiobarbiturico
(TBA) descrito por Heath e Packer (1968). Onde os metabdlitos reativos das
membranas celulares, principalmente o malondealdido (MDA), reagem com o TBA,
possibilitando a quantificacdo por meio da espectrofotometria com leituras em 535
e 600 nm, e a concentracéo foi calculada usando um coeficiente de extingdo de
1,55 x 10-5 mol -1 cm ~* (Gratdo et al. 2012). O teor de MDA foi expresso em nmol

g ! de massa fresca de raiz.
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3.5.2.2. Conteudo de H202

Por meio da reacdo com iodeto de potassio (KI), foi determinado o contetdo
de H202 conforme Alexieva et al. (2001). As leituras foram realizadas em
espectrofotometro a 390 nm e a determinacdo dos conteudos de H20:2 das
amostras se deu utilizando uma curva conhecida de concentragdo de H202 como

padrdo. O teor de H20: foi expresso em mol g ! de massa fresca de raiz.

4. RESULTADOS

4.1. Concentracdes de NOsz para cultivo hidropbnico de tomateiro sob

suficiéncia e deficiéncia de NOs"

4.1.1. Concentracdo suficiente de NOs (0 — 20 mmol L?)

O crescimento da parte aérea das plantas de tomateiro foi prejudicado pela
omissao de NOg, tanto na altura de plantas como na massa seca da parte aérea.
As concentracdes entre 1 e 20 mmol L ndo diferiram em altura de plantas, porém
as concentracdes de 15 e 20 mmol Lt de NO3z  promoveram decréscimos na massa
seca das plantas (Tabela 4).

A omisséo e as diferentes concentracbes de NOs promoveram diferencas
no crescimento do sistema radicular do tomateiro. Os maiores valores de
comprimento, massa seca e densidade do sistema radicular foram obtidos nas
respectivas concentracdes de NOs (1,0 e 2,5 mmol L1). As concentragées de 5, 10,
15 e 20 mmol L promoverdo redugdo do crescimento do sistema radicular. Porém
tanto a omissdo como a concentracdo de 20 mmol L de NOs™ apresentaram as
maiores reducdes no crescimento do sistema radicular do tomateiro (Tabela 4).

Diante dos resultados obtidos para parte aérea e para o sistema radicular
das plantas de tomateiro, observou-se que entre 0 e 20 mmol L* de NOs a
concentracédo de 1,0 mmol L é suficiente para nutrir essas plantas durante o

periodo do experimento.
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Tabela 4. Efeito das diferentes concentracdes de NOs no comprimento da parte
aérea (CPA), massa seca da parte aérea (MSPA), comprimento da raiz
(CR), massa seca da raiz (MSR) e densidade radicular (DR) de plantas de
tomateiro crescidas durante dez dias em sistema hidropdnico. Valores na
coluna representam a média + erro padrdo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenga pelo teste de
Tukey a 1% (p=<0,01) entre as diferentes concentractes de NO3~

CPA MSPA CR MSR DR
(cm) (mg por planta) (cm) (mg por planta) (mm/ml)
Tratamentos
----------------- Concentracéo de NOz (0 — 20 mmol L) ---------------
2,98 £ 0,02 £ 14,90+ 0,003 + 0,50 £
0,0 0,04 b 0,0009 d 0,73 ¢c 0,00015 cd 0,06 bc
1,0 4,24 + 0,05+ 22,33+ 0,005 + 0,73 £
0,09 a 0,0013 ab 0,23 a 0,00019 a 0,02 a
2,5 4,51 + 0,05 + 22,59 + 0,005 + 0,72 +
0,14 a 0,0022 ab 0,64 a 0,00021 ab 0,04 a
5,0 4,48 + 0,06 + 18,80 + 0,005 + 0,64 +
0,12 a 0,0029 a 0,29 b 0,00024 ab 0,02 ab
10,0 4,44 + 0,05 + 18,86 + 0,003 + 0,34 +
0,09 a 0,0022 ab 0.23b 0,00009 cd 0,02d
15,0 4,29 + 0,05 £ 17,73 £ 0,004 + 0,42
0,12a 0,0019 bc 0,93 b 0,00033 bc 0,02 cd
20,0 4,00 + 0,04 + 10,08 + 0,003 + 0,30 =
0,39a 0,0003 ¢ 0,58d 0,00032d 0,01d
————————————————— Concentragéo de NO3 (0 — 1 mmol L) ---------------
0,0 2,27 % 0,006 + 12,14 + 0,0018 0,031 +
0,05c¢ 0,001 d 0,16 b 0,00009 d 0,029 d
0,025 2,61+ 0,012 + 19,73 = 0,0041 + 0,57
0,06 bc 0,001 c 0,54 a 0,0002 bc 0,024 bc
0,05 2,72 0,017 + 20,31 + 0,0042 + 0,064 +
0,06 bc 0,001 c 0,27 a 0,0003 bc 0,030 b
0,1 2,78 £ 0,022 + 21,31 + 0,0065 * 0,82
0,04 b 0,001 b 0,20 a 0,0003 a 0,022 a
0,5 2,79 % 0,023 + 14,93 0,0031 + 0,49
0,14 b 0,002 b 0,17 b 0,0002 ¢ 0,024 c
0,75 3,04 + 0,032 + 20,18 + 0,0045 + 0,64 +
0,03 b 0,001 a 0,65 a 0,0002 b 0,004 b
1,0 3,63+ 0,035 + 20,04 + 0,0045 + 0,52 +

0,19 a 0,001 a 0,72 a 0,0003 b 0,021 ¢
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4.1.2. Concentracdo deficiente de NOs (0 — 1,0 mmol L)

As concentracdes de NOs entre 0 e 1,0 mmol L** promoveram diferencas no
crescimento da parte aérea e do sistema radicular do tomateiro. Como esperado a
concentracdo de 1,0 mmol L' de NOs promoveu os maiores valores de
comprimento e massa seca da parte aérea (Tabela 4).

As mesmas variaveis decresceram a medida que as concentragfes de NO3z
foram reduzidas respectivamente para 0,75; 0,5 e 0,1 mmol L e decresceram
ainda mais quando as plantas foram submetidas a baixissimas concentracfes
como 0,05, 0,025 mmol L e sob a omissdo de NOs™ (Tabela 4).

O comprimento do sistema radicular foi reduzido quando submetido a
omissdo de NOs e sob 0,5 mmol L' desse nutriente. Todas as outras
concentracbes ndo diferiram no comprimento da raiz. JA a massa seca e a
densidade do sistema radicular apresentaram maior crescimento sob a
concentracdo de 0,1 mmol Lt de NOs™ de forma que concentragbes muito baixas
ou a omissao desse nutriente, assim como concentra¢cdes mais elevadas como 0,5,
0,75 e 1,0 mmol L* promoveram menor crescimento do sistema radicular (Tabela
4).

Levando em consideracdo os resultados de crescimento de parte aérea,
assim como do sistema radicular, pode-se concluir que a concentracao de 0,1 mmol
Lt promove deficiéncia de NOs e ao mesmo tempo, esse nivel de estresse
nutricional induz um maior crescimento do sistema radicular do tomateiro (Figura
3).
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0,0 0,025 0,05 0,1 0,5 0,75 1,00

Figura 3. Efeitos das diferentes concentracdes de NOs" (mmol L) no crescimento
da parte aérea e do sistema radicular de plantas de tomateiro crescidas
durante dez dias em sistema hidroponico.

4.2. Concentracéo ideal do Acido 2,3,5-triiodo-benzéico (TIBA) para inibir o
transporte de auxina em plantas de tomateiro cultivadas em hidroponia
sob deficiéncia de NOz

A adicdo das diferentes concentracbes de TIBA a solucdo nutritiva néo
promoveu diferencas no comprimento das plantas de tomateiro. Porém, a massa
seca da parte aérea foi reduzida quando submetida a 10 pmol Lt de TIBA. O
sistema radicular é mais sensivel ao TIBA que a parte aérea, tanto que, o
comprimento, a massa seca e a densidade do sistema radicular foram reduzidas
gradativamente ao se aplicar 0,1; 1,0 e 10 umol L desse inibidor do transporte de
auxinas (Tabela 5) e (Figura 4). Visando os menores efeitos do tiba na parte aérea
das plantas e os maiores niveis de inibicdo do crescimento do sistema radicular, a

concentracdo mais indicada foi 1,0 pmol L.
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Tabela 5. Efeito das diferentes concentracdes de Acido 2,3,5-triiodo-benzdico
(TIBA) no comprimento da parte aérea (CPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da raiz (MSR) e densidade
do sistema radicular (DR) de plantas de tomateiro crescidas durante dez
dias em sistema hidroponico sob deficiéncia de NOs (0,1 mmol L) .
Valores na coluna representam a média + erro padréo. Médias seguidas de
letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca pelo teste

de Tukey a 1% (p=<0,01) entre as diferentes concentractes de TIBA.
CPA MSPA CR MSR DR
(cm) (mg por planta) (cm) (mg por planta) (mm/ml)

Tratamentos

1,99+ 0,0067 + 17,69 £ 0,0017 0,253 =
0,0 0,018 a 0,0007 a 0,63 a 0,00005 a 0,0176 a
0,1 1,96 + 0,0077 + 15,47 £ 0,0014 + 0,150 =
0,096 a 0,0003 a 0,58 b 0,00003 b 0,0035 b
1,0 1,86 + 0,0063 + 13,86 + 0,0009 + 0,091 +
0,030 a 0,0003 a 0,25b 0,00003 ¢ 0,0058 ¢
10 1,74 0,0023 + 5,83+ 0,0005 + 0,031
0,065 a 0,0003 b 0,25¢ 0,00005 d 0,0003d

=N (0,1 pmol TIBA ) -N (1,0 pmol TIBA ) -N (10 imol.TIBA )

Figura 4. Efeito das diferentes concentragbes de Acido 2,3,5-triiodo-benzéico
(TIBA) no crescimento da parte aérea e do sistema radicular do tomateiro
crescido durante dez dias em solug&o nutritiva sob deficiéncia de NOs (0,1
mmol L1).

4.3. Acado do H202 na sinalizagcdo e modulagéo do crescimento de raizes do
tomateiro sob suficiéncia e deficiéncia de NO3

4.3.1. Andlises de crescimento da parte aérea das plantas

Tanto na condicdo de suficiéncia (1,0 mmol L) como de deficiéncia (0,1
mmol L) de NOs", o comprimento de planta (Figura 5a) ndo apresentou efeito da
presenca de TIBA e TIBA + CAT na solucao nutritiva, apenas a presenca isolada

de CAT promoveu menor crescimento de plantas em ambas as condi¢des de NO3z
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. Ao compararmos as concentra¢des de NOz", 0,1 mmol L afetou o comprimento
das plantas quando comparados a concentracdo de 1,0 mmol L' de NOs
independentemente da presenca ou auséncia de TIBA, CAT e TIBA + CAT, onde
respectivamente os valores correspondem a um decréscimo de aproximadamente
30% na altura de planta. Observamos também que a biomassa da parte aérea
(Figura 5b) das plantas ndo apresentou acdo da presenca de TIBA, porém, a
solugéao TIBA + CAT promoveu menor peso de plantas na condigéo suficiente de
NOs3.

a H +no,O -noy b B + no, [ -nos

350 a~ a* a* 0,08 .
E b* o a
L 3,00 b a g 0,07 b *
< a -~ T ®
T 250 ab I b B L 008 be o
i oo ;o
0 r
£ 150 S ab a ab
S 2 0,03 b
£ 100 8 002
E 050 £ 0,01

o
“ 0,00 @ 0,00
Controle TIBA  CAT  TIB4CAT Controle TIBA  CAT  TIB+CAT

Figura 5 Efeito da presenca do inibidor do transporte de auxinas (TIBA), de catalase
exogena (CAT) e da Solugcédo TIBA + CAT no comprimento (a) e biomassa
seca (b) da parte aérea do tomateiro cultivado sob suficiéncia e deficiéncia de
NOs". * indica diferencas significativas a P <0,05 pelo teste de Tukey entre as
condicbes NO3-. Letras iguais indicam que as medias ndo diferem entre si
dentro da mesma condicéo de NOs'.

Nessa mesma condicdo, a presenca isolada de CAT promoveu maior
acumulo de biomassa nas plantas. Na condi¢édo de deficiéncia de NO3™ a biomassa
de plantas teve efeito apenas da presenca de TIBA, resultando em menor
crescimento. Ao compararmos as duas condicdes de NOs, de maneira geral, a
concentragdo de 0,1 mmol L de NOs promoveu reducdo de aproximadamente

50% da biomassa seca da parte aérea das plantas (Figura 5b) e (Figura 6).
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Figura 6. Aspectos gerais da parte aérea das plantas de tomateiro cultivadas sob
deficiéncia (0,1 mmol L) (a) e suficiéncia (1,0 mmol L) (b) de NOs-.

4.3.2. Andlises de crescimento do sistema radicular

Observamos que a presenca de TIBA e de TIBA + CAT na solucéo nutritiva
inibiu o crescimento do sistema radicular do tomateiro. Esse efeito € comprovado
pela reducdo do comprimento, area, volume e biomassa do sistema radicular em
ambas as condi¢des de NOs™ (Figura 7). A presenga de CAT por sua vez promoveu
maior comprimento da raiz (Figura 7a), porém nao alterou os valores de volume
(Figura 7c) e biomassa (Figura 7d) das raizes do tomateiro crescidas sob
suficiéncia de NOs, apesar de ter reduzido significativamente a area (Figura 7b) do
sistema radicular. Em condicdes de deficiéncia de NOs™ a presenca isolada de CAT
nao promoveu efeitos significativos no comprimento de raiz (Figura 7a), porém
reduziu significativamente a area (Figura 7b), volume (Figura 7c) e a biomassa seca
(Figura 7d) do sistema radicular quando comparado com o tratamento controle.
Interessantemente quando comparamos as duas condi¢des de NOs", a condicdo de
deficiéncia promoveu maior crescimento do sistema radicular, como mostrado no

tratamento controle (Figura 7a, b, c, d).
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Figura 7. Efeito da presenca do inibidor do transporte de auxinas (TIBA), de
catalase exdgena (CAT) e da Solucéo (TIBA + CAT) no comprimento (a),
area (b), volume (c) e biomassa seca (d) do sistema radicular do tomateiro
cultivado sob suficiéncia e deficiéncia de NOs. * indica diferencas
significativas a P <0,05 pelo teste de Tukey entre as condi¢des NOs'. Letras
iguais indicam que as medias nao diferem entre si dentro da mesma
condicéao de NOs'.

A inibicdo do transporte de auxina pela adicdo de TIBA na solucao nutritiva

reduziu o crescimento das raizes tanto na sufici€ncia como na deficiéncia de NO3z

(Figura 7a, b, c, d). J4 0 uso de CAT para eliminar as moléculas de H202 produzidas

pela deficiéncia de NOs reduziu a area e a biomassa (Figura 7b e d) do sistema

radicular do tomateiro de forma que o torna igual aos valores dessas variaveis na

condicdo de suficiéncia de NOs'. Esses resultados podem ser visualizados nas

imagens da Figura 8.
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Figura 8. Aspectos gerais do sistema radicular das plantas de tomateiro cultivadas
sob suficiéncia de NOs™ (a) controle, (b) presenca de TIBA, (c) presenca de
CAT e (d) presenca da solucdo TIBA+CAT, e das plantas cultivadas sob
deficiéncia de NOs™ (e) controle, (f) presenca de TIBA, (g) presenca de CAT
e (h) presenca da solucao TIBA+CAT.

4.3.3. Conteudo de H20:2 e Peroxidacéo lipidica do sistema radicular

O contetdo de H202 (Figura 9a) no sistema radicular do tomateiro sob
condicdes suficientes de NO3 néo foi alterado pela presenca de TIBA, assim como
pela presenca de CAT, porém na presenca da solucéo de TIBA + CAT ocorreu um
pequeno aumento desse conteido quando comparamos com o tratamento controle
nessa condicdo de NOs". Na condicdo de deficiéncia, a solu¢gdo com a presenca de
CAT e TIBA + CAT reduziram o contetdo de H202. Porém, a solucdo de TIBA n&o
alterou o conteudo de H202no sistema radicular das plantas de Micro-Tom. Quando
comparamos o contetdo dessa ERO entre as duas condi¢des de NOs, observamos
gue a condicao de deficiéncia promoveu a producédo de elevados niveis de H20:2 e
que a solucdo de TIBA ndo tem efeito sobre essa molécula. A CAT por sua vez
promoveu a redugdo do conteudo de H202 do sistema radicular das plantas
cultivadas sob deficiéncia de NOs e isso resultou em niveis de H202 semelhantes

aos da condicéo de suficiéncia de NOs'.
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O conteudo de MDA (Figura 9b) do sistema radicular do tomateiro na
condicao de suficiéncia de NOs’, quando comparado com o controle, ndo sofreu
acao do TIBA, sendo levemente reduzido pela presenca de CAT e da solucdo TIBA
+ CAT. Resultados semelhantes foram observados para condi¢géo de deficiéncia de
NOs3’, onde a presenca de CAT e de TIBA + CAT reduziram o conteudo de MDA.
Quando comparamos o contetudo de MDA entre as condi¢ces de NOgz', a deficiéncia
apresenta os maiores contetdos, tanto no tratamento controle como sob a
presenca de TIBA. Contudo, a presenca de CAT promoveu uma reducdo no
conteudo de MDA na condicao de deficiéncia de NOs™ a ponto de equiparar aos

niveis de MDA da condicéo de suficiéncia de NOs'.
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Figura 9. Efeito da presenca do inibidor do transporte de auxinas (TIBA), de
catalase exdgena (CAT) e da Solucéo (TIBA + CAT) no contetdo de H202
(9a) e de MDA (9b) do sistema radicular do tomateiro cultivado sob
suficiéncia e deficiéncia de NOs". * Indica diferencas significativas a p<0,05
pelo teste de Tukey entre as condicbes NOs. Letras iguais indicam que as
médias ndo diferem entre si dentro da mesma condi¢éo de NOs'.

5. DISCUSSAO

5.1. Modulagdo do N sobre o crescimento da parte aérea e das raizes do
tomateiro

O N é amplamente relatado como um dos macronutriente mais requeridos
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, uma vez que compde proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos, fitormonios e outras moléculas que desempenham
funcdes estruturais, fisiologicas e ou genéticas nas plantas (Fageria, 2001; Xu et

al., 2012; CastroRodriguez et al., 2017). Desta forma, baixas concentragbes de N
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no solo causam severos danos ao crescimento e desenvolvimento da vegetacao
agricola ou natural. Dentre os efeitos da deficiéncia de N nas plantas, esta a baixa
eficiéncia do aparelho fotossintético que resulta principalmente em decréscimos
elevados na biomassa da parte aérea da planta (Luo et al., 2019; Qin et al., 2018;
Huang et al. 2017; Hak et al., 1993). Neste experimento, a concentracdo de 0,1
mmol L't de NOs evidenciou os efeitos da deficiéncia de N na altura e biomassa da
parte aérea das plantas de tomateiro, quando comparamos com as plantas sob a
concentracéo de 1,0 mmol Lt de NOs (Figura 5a e b) e (Figura 6).

Nas raizes, além do importante papel na composicdo de moléculas que
atuam na estrutura e funcionamento celular, o NOs vem sendo apontado como um
sinalizador crucial para o seu crescimento e desenvolvimento, principalmente, em
resposta aos estresses. Essa acédo pode estar atrelada a sua participacdo no
controle parcial da biossintese, degradacdo, transporte e sinalizacdo dos
horménios (Kiba et al., 2011, Vidal et al., 2015, Krouk, 2016; Ristova et al., 2016;
Guan et al., 2017, Bellegarde et al., 2017; Liu et al., 2017). Diferentemente da parte
aérea, o0 sistema radicular do tomateiro na condicdo de deficiéncia de NO3,
apresentou maior crescimento quando comparado com a condi¢cdo de suficiéncia
de NOs™ no tratamento controle (Figura 7a, b, c e d) e (Figura 8). Neste sentido, ha
diversos relatos de que em respostas a deficiéncia de N, muitas espécies de plantas
apresentam maior crescimento do sistema radicular, como por exemplo, em trigo
(Triticum aestivum L.) (Singh et al., 2018), canola (Brassica napus L.) (Guo et al.,
2017) e espécies arbdéreas como alamos (Populus L.) ( Luo et al., 2019). Essas
alteracdes na arquitetura do sistema radicular estdo atreladas a plasticidade das
plantas, promovida como estratégia para interagirem com o ambiente, visto as
constantes mudancas na disponibilidade de nutrientes no ambiente (Linkohr et al.,
2002). Entretanto, as respostas de crescimento a deficiéncia de N em plantas

podem depender da espécie e do estadio fenoldgico da planta (Moreira, 2011).

5.2. Interacdo entre N e auxinas no crescimento de raizes de tomateiro

O crescimento do sistema radicular das plantas em resposta as diferentes
concentracbes de N estdo relacionadas a acdo das auxinas, uma vez que elas

atuam como sinal de longo alcance para mediar o desenvolvimento do sistema
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radicular sob essas condi¢des (Forde e lorenzo, 2000; Krouk et al., 2010, Mounier
et al., 2014). Em adicao, os niveis de NOs disponiveis para as plantas, podem agir
de forma positiva ou negativa na regulacédo de genes que atuam nas respostas de
biossintese e ou transporte de auxinas (Won et al., 2011; Zhao, 2012; Yu et al.,
2014). Esses fatores somados aos nossos resultados, fortalecem as evidéncias
sobre a interacdo entre N e auxinas para modular o crescimento de raizes, uma vez
que, sob deficiéncia de NOs", houve maior crescimento do sistema radicular (Figura
7a, b, c e d) e (Figura 8). De fato, o transporte de auxinas das plantas € inibido
através da adicao de acido 2,3,5-triiodo-benzdico (TIBA) na solucédo nutritiva. O
TIBA inibiu consideravelmente a disponibilidade de auxinas no sistema radicular e
ISso reduziu drasticamente o crescimento do sistema radicular do Micro-Tom em
ambas as condi¢cbes de N (Figura 7a, b, ¢ e d) e (Figura 8), deixando claro essa
interdependéncia horménio nutricional para as respostas do crescimento das

raizes.

5.3. Interagdo entre N e H202 no crescimento das raizes do tomateiro

A interagdo entre NOs e auxinas para modular o desenvolvimento e
crescimento do sistema radicular depende da acdo e sinalizacdo de outras
moléculas reguladoras, bem como tem sido mostrado que algumas EROs, em
especial o H202, medeia a organogénese de raizes laterais (Lewis et al., 2011;
Bielach et al., 2012; Giehl et al., 2012). Relatos recentes mostram que o H202 age
nessa rede de sinalizacao ajustando o desenvolvimento das raizes, isso ocorre por
meio de processos que alteram o transporte de auxinas direta ou indiretamente,
sendo esta acdo dependente dos niveis de H202 na planta (Fernandes-Marcos et
al., 2013). Nossos resultados mostraram que em condi¢cdes de deficiéncia de NOs
, ha maior producdo de H202, assim como maior peroxidacdo lipidica no sistema
radicular do tomateiro (Figura 9a e b). No entanto, nessa condi¢céo de N, o sistema
radicular apresentou maior crescimento. Interessantemente, quando foi adicionado
exogenamente a enzima catalase (CAT) a solucéo nutritiva, a mesma agiu inibindo
0 acumulo das moléculas de H202 no sistema radicular das plantas (Figura 9a),
assim como o conteudo de MDA (Figura 9b) foi reduzido. A reducéo dos niveis de

H202 do sistema radicular das plantas cultivadas em solugcdo nutritiva com
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deficiéncia de NOs resultou em menor crescimento do sistema radicular (Figura 7b,
c e d), fator que evidencia a modulacéo do crescimento radicular do tomateiro sob
deficiéncia de NO3 pelas auxinas de forma dependente de H202. Diante do
exposto, nossos resultados vao ao encontro das hipoteses de que dependendo dos
niveis, o H202 é crucial para a biossintese, metabolismos, distribui¢céo e transporte

de auxinas como é descrito por Pasternak (2005) e Blomster (2011).

6. CONCLUSOES

As concentracdes de NOz (0,1 mmol L e 1,0 mmol L?) respectivamente
promoveram deficiéncia e suficiéncia nutricional de N nas plantas. A deficiéncia de
NOs™ por sua vez, aumentou a produgdo de H202 nas plantas de tomateiro e isso
desencadeou respostas que resultaram em maior crescimento do sistema radicular.

O uso de um inibidor do transporte de auxinas (TIBA) a 1,0 umol L inibiu o
transporte polar de auxina nas plantas em ambas as condi¢cdes de NO3 e deixou
fenotipicamente evidente a importancia da presenca das auxinas para as respostas
das raizes a deficiéncia de NOs'.

A enzima catalase (200 UmL™) adicionada exogenamente a solucdo
nutritiva, reduziu o contetdo de H202 nas raizes do tomateiro sob deficiéncia de
NOs, consequentemente, reduziu o crescimento do sistema radicular dessas
plantas, fato que consistentemente evidencia que as auxinas agem de forma
dependente do H202 para modular o crescimento do sistema radicular do tomateiro

sob deficiéncia de NOs'.

7. REFERENCIAS

Alboresi A, Gestin C, Leydecker MT, Bedu M, Meyer C, Truong HN (2005) Nitrate,
a signal relieving seed dormancy in Arabidopsis. Plant, cell and environment. 28:
500-512. doi.org/10.1111/j.1365-3040.2005. 01292.x

Alexieva V, Sergiev |, Mapelli S, Karanov E (2001) The effect of drought and
ultraviolet radiation on growth and stress markers in pea and wheat. Plant Cell and
Environment. 24: 1337-1344. doi.org/10.1046/].1365-3040.2001. 00778.x


https://doi.org/10.1046/j.1365-3040.2001.00778.x

29

Aloni R, (2013) Role of hormones in controlling vascular differentiation and the
mechanism of lateral root initiation. Planta. 238: 819-830. doi.org/10.1007/s00425-
013-1927-8

Andrade CA, Souza KRD, Oliveira SM, Silva DM, Alves JD (2018) Hydrogen
peroxide promotes the tolerance of soybeans to waterlogging. Scientia
Horticulturae. 232: 40-45. doi:org / 10.1016/.scienta.2017.12.048

Bagheri M, Gholami M, Baninasab B (2019) Hydrogen peroxide-induced salt
tolerance in relation to antioxidant systems in pistachio seedlings. Scientia
Horticulturae. 243: 207-213. doi:org/ 10.1016/j.scienta.2018.08.026

Bailly A, Sovero V, Vincenzetti V, Santelia D, Bartnik D, Koenig BW, Mancuso S,
Martinoia E, Geisler M (2008) Modulation of P-glycoproteins by auxin transport
inhibitors is mediated by interaction with immunophilins. The Journal of Biological
Chemistry. 283: 21817-21826. doi: 10.1074/jbc.M709655200

Barbosa JC, Maldonado Junior W (2015) Software AgroEstat: Sistema de analises
estatisticas de ensaios agrondmicos. Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal, SP.

Barreto RF (2019) Interacdo entre silicio e citocininas nas respostas do
tomateiro a toxicidade de aménio. Tese (Doutorado em Agronomia-Producéo
vegetal) - UNESP, Jaboticabal. http://hdl.handle.net/11449/182116

Bhardwaj D, Medici A, Gojon A, Lacombe B, Tuteja N (2015) A new insight into root
responses to external cues: paradigm shift in nutrient sensing. Plant Signal Behav.
10. doi.org/10.1080/15592324.2015.1049791

Caba MJ, Centeno LM, Fernandez B, Gressboff MP, Ligero F (2000) Inoculation
and nitrate alter phytohormone levels in soybean roots: differences between a
supernodulating mutant and the wild type. Planta. 211: 98-104.
doi.org/10.1007/s004250000265

Campos ML, Carvalho RF, Benedito VA, Peres LEP (2010) Small and remarkable
The Micro-Tom model system as a tool to discover novel hormonal functions and
interactions. Plant Signaling e Behavior. 5: 267-270.
doi.org/10.4161/psb.5.3.10622


http://hdl.handle.net/11449/182116

30

Carvalho RF, Campos ML, Pino LE, Crestana SL, Zs6gon A, Lima JE, Benedito VA,
Peres LEP (2011) Convergence of developmental mutants into a single tomato
model system: ‘Micro-Tom’ as an effective toolkit for plant development research.
Plant Methods. 7. doi.org/10.1186/1746-4811-7-18>.

Castro-Rodriguez V, Cafas RA, de La Torre F N, Pascual MB, Avila C, Canovas F
FM (2017) Molecular fundamentals of nitrogen uptake and transport in trees.
Journal of Experimental Botany. 68: 2489—-2500. doi.org/10.1093/jxb/erx037

Cerny M, Habanova H, Berka M, Luklova M, Brzobohaty B (2018) Hydrogen
Peroxide: Its Role in Plant Biology and Crosstalk with Signalling Networks.
International  Journal of Molecular Sciences. 19: 2812. doi:
10.3390/ijms19092812

Choi W G, Miller G, Wallace L, Harper J, Mittler, R, Gilroy S (2017) Orchestrating
rapid long-distance signaling in plants with Ca2+, ROS and electrical signals. The
Plant Journal. 90: 698-707. doi: 10.1111/tpj.13492

Cohen I, Moshe Halpern M, Yermiyahu U, Bar-Tal A, Tanya Gendler T, Shimon
Rachmilevitch S (2019) CO:2 and nitrogen interaction alters root anatomy,
morphology, nitrogen partitioning and photosynthetic acclimation of tomato plants.
Planta. 250: 1423-1432. doi.org/10.1007/s00425-019-03232-0

Delbarre A, Muller P, Imhoff V, Guern J (1996) Comparison of mechanisms
controlling uptake and accumulation of 2,4-dichlorophenoxy acetic acid,
naphthalene-1-acetic acid, and indole-3-acetic acid in suspension-cultured tobacco
cells. Planta. 198: 532-541.

Depta H, Eisele KH, Hertel R (1983) Specific inhibitors of auxin transport - action on
tissue segments and in vitro binding to membranes from maize coleoptiles. Plant
Science Letters. 31: 181-192. doi.org/10.1007/BF00384978

Dunand C, Créveceur M, Penel C (2007) Distribution of superoxide and hydrogen
peroxide in Arabidopsis root and their influence on root development: possible
interaction  with peroxidases. New Phytologist. 174: 332-341.
doi.org/10.1111/j.1469-8137.2007. 01995.x

Fageria NK, Moreira A. (2011) The role of mineral nutrition on root growth of crop
plants. In Donald L. Sparks (ed) Advances in Agrébnoma. 110: 251-331. ISBN: 978-
0-12-385531-2



31

Fageria VD (2006) Nutrient interactions actions in crop. Journal of Plant Nutrition.
24:1269-1290. doi.org/10.1081/PLN-100106981

Fernandez-Marcos M, Sanz L, Lewis RD, Muday KG, Lorenzo O (2011) Nitric oxide
causes root apical meristem defects and growth inhibition while reducing PIN-
FORMED 1 (PIN1)-dependent acropetal auxin transport. Proceedings of the
National Academy of Sciences. 108: 18506-11. doi: 10.1073/pnas.1108644108.

Flores R A, Borges BMMN, Almeida H, Prado RDM (2016) Growth and Nutritional
Disorders of Coffee Cultivated in Nutrient Solutions with Suppressed
Macronutrients. Journal of Plant Nutrition. 39: 1578-1588.
doi.org/10.1080/01904167.2016.1161777

Forde B, Lorenzo H (2001) The nutritional control of root development. Plant Soil.
232: 51-68. Doi.org/ 10.1023/A:1010329902165

Foyer CH, Noctor G (2012) Managing the cellular redox hub in photosynthetic
organisms. Plant Cell and Environmental. 35:199-201. doi.org/10.1111/j.1365-
3040. 2011. 02453.x

Fujita H, Syono K (1996) Genetic analysis of the effect of polar transport inhibitors
on root growth in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol. 37 1094-1101.
doi.org/10.1093/oxfordjournals.pcp.a029059

Fusconi A (2014) Regulation of root morphogenesis in arbuscular mycorrhizae: what
role do fungal exudates, phosphate, sugars and hormones play in lateral root
formation? Annals of Botany. 113: 19-33. doi.org/10.1093/aob/mct258

Gaion LA (2017 a) Uso de um mutante em giberelinas na enxertia de tomateiro
para estudar o papel desse horménio na sinalizac&o entre araiz e parte aérea
durante o déficit hidrico. Tese (Doutorado em Agronomia-Producédo vegetal) -
UNESP, Jaboticabal.

Gaion LA, Baldo A, Junior DDF, D’amico-Damié&o V, Carvalho RF (2017b) Ethylene
modulates tomato growth during drought stress. HOLOS Environment (Online), v.
Suplem, p. 8195.


http://www.pnas.org/
http://www.pnas.org/

32

Gaion LA, Junior JCM, Barreto RF, D’amico-Damiao V, Prado RM, Carvalho RF
(2019) Amplification of gibberellins response in tomato modulates calcium
metabolism and blossom end rot occurrence. Scientia Horticulturae. 246: 498-
505. 10.1016/j.scienta.2018.11.032

Gaion LA, Monteiro CC, Cruz FJR, Rossato DR, Lépes-Diaz I, Carrera E, Lima JE,
Perez LEP, Carvalho RF (2018) Constitutive gibberellin response in grafted tomato
modulates root-to-shoot signaling under drought stress. Journal of plant
Physiology. 221 11-21. doi.org/10.1016/).jplph.2017.12.003

Garnett T, Conn V, Kaiser BN (2009) Root based approaches to improving nitrogen
use efficiency in plants. Plant, cell and environment. 32 1272-1283.
doi.org/10.1111/j.1365-3040.2009. 02011.x

Ge XM, Cai HL, Lei X, Zou X, Yue ME, He JM (2015) A proteina G heterotrimérica
medeia o fechamento estomatico induzido por etileno via sintese de peréxido de
hidrogénio em Arabidopsis. Plant J. 82:138-150. doi: 10.1111 / tpj.12799

Giehl RFH, Gruber BD, von Wirén N (2014) It's time to make changes: modulation
of root system architecture by nutrient signals. J Exp Bot 65:769-778

Gilroy S, Biatasek M, Suzuki N, Gorecka M, Devireddy AR, Karpinski S, Mittler R
(2016) ROS, calcium, and electric signals: key mediators of rapid systemic signaling
in plants. Plant Physiology. 171:1606-1615. doi: 10.1104/pp.16.00434

Gojon A, Krouk G, Walker-Perrine F, Laugier E (2011) Nitrate transceptors in plants.
Journal of Experimental Botany. 62: 2299-2308. doi.org/10.1093/jxb/erg419

Gratdo PL, Monteiro CC, Carvalho RF, Tezotto T, Piotto FA, Peres LEP, Azevedo
RA (2012) Biochemical dissection of diageotropica and never ripe tomato mutants
to Cd stressful conditions. Plant Physiol. Biochem. 56:79-96.

Guan P, (2017) Dancing with Hormones: A Current Perspective of Nitrate Signaling
and Regulation in  Arabidopsis. Frontiers in Plant Science.
doi.org/10.3389/fpls.2017.01697

Guo Q, Love J, Roche J, Song J, Turnbull MH, Jameson PE (2017) A RootNav
analysis of morphological changes in Brassica napus L. roots in response to


https://doi.org/10.1016/j.scienta.2018.11.032
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2017.12.003

33

different nitrogen forms. Plant Growth Regulation. 83: 83-92. Doi:
10.1007/s10725-017-0285-0

Guo Y, Chen F, Zhang F, Mi G (2005) Auxin transport from shoot to root is involved
in the response of lateral root growth to localized supply of nitrate in maize. Plant
Science. 169: 894-900. dx.doi.org/10.1016/j.plantsci.2005.06.007

Hak R, Rinderlezimmer U, Lichtenthaler HK, Natr L (1993) Chlorophyll-a
fluorescence signatures of nitrogen deficient barley leaves. Photosynthetica. 28:
151-159. ISSN: 0300-3604

Hasanuzzaman M, Nahar K, Gill SS, Alharby HF, Razafindrabe BH, Fujita M (2017)
Hydrogen peroxide pretreatment mitigates cadmium-induced oxidative stress in
Brassica napus L.: an intrinsic study on antioxidant defense and glyoxalase
systems. Frontiers in plant science. 8:115. doi: 10.3389/fpls.2017.00115

Heath RL, Packer L (1968) Photoperoxidation in isolated chloroplast I. Kinetics and
stoichiometry of fatty acid peroxidation. Archives of Biochemestry and
Biophysics. 125: 2141-2145. doi.org/10.1016/0003-9861(68)90654-1

Hernandez-Barrera A, Velarde-Buendia A, Zepeda |, Sanchez F, Quinto C,
Sanchez-Lopez R, Cardenas L (2015) Hyper, a hydrogen peroxide sensor, indicates
the sensitivity of the Arabidopsis root elongation zone to aluminum treatment.
Sensors. 15:855-867. doi: 10.3390 / s150100855

Hirel B, Le Gouis J, Ney B, Gallais A (2007) The challenge of improving nitrogen
use efficiency in crop plants: towards a more central role for genetic. Journal of
Experimental Botany. 58: 2369-2387. doi.org/10.1093/jxb/erm097

Ho CH, Lin SH, Hu HC, Tsay YF. 2009. CHL1 functions as a nitrate sensor in plants.
Cell. 138: 1184-1194. doi.org/10.1016/j.cell.2009.07.004

Hoagland DR. Arnon DI (1950) The water culture method for growing plants without
soils. Berkeley: California Agricultural Experimental Station, 347p.

Huang K, Liao Y, Dong T, Yang Y, He J, Huan H, Zhang Q, Xu X (2018) Sex-specific
responses of tree-ring growth to climate in the dioecious tree Populus cathayana.
Journal of Plant Ecology. 11: 771-779. doi.org/10.1093/jpe/rtx048


https://doi.org/10.1093/jxb/erm097
https://doi.org/10.1093/jpe/rtx048

34

Hung SH, Yu CW, Lin CH (2005) Hydrogen peroxide function as a stress signal in
plants. Botanical Bulletin of Academia Sinica. 46: 1-10.

Ishibashi Y, Aoki N, Kasa S, Sakamoto M, Kai K, Tomokiyo R, Watabe G, Yuasa T,
Iwaya-lnoue M (2017) The interrelationship between abscisic acid and reactive
oxygen species plays a key role in barley seed dormancy and germination.
Frontiers in plant science. 8:275. doi:org/10.3389/fpls.2017.00275

Ishibashi Y, Yamaguchi H, Yuasa T, Ilwaya-lnoue M, Arima S, Zheng SH (2011)
Hydrogen peroxide spraying alleviates drought stress in soybean plants. Journal of
plant physiology. 168:1562-1567. doi: 10.1016/j.jplph.2011.02.003

Ivanchenko GM, Os den D, Monshausen BG, Dubrovsky GJ, Bednarova A,
Krishnan, N (2013) Auxin increases the hydrogen peroxide (H202) concentration in
tomato (Solanum lycopersicum) root tips while inhibiting root growth. Annals of
Botany. 112: 1107-1116. Doi: 10.1093/aob/mct181

Joo JH, Bae YS, Lee JS (2001) Role of auxin-induced reactive oxygen species in
root gravitropism. Plant Physiology. 126: 1055-1060.
doi.org/10.1104%2Fpp.126.3.1055

Jung JKH, McCouch S (2013) Getting to the roots of it: genetic and hormonal control
of root architecture. Front. Plant Sci. 18: 186. doi: 10.3389/fpls.2013.00186

Kapulnik Y, Resnick N, Mayzlish-Gati E, Kaplan Y, Winiger S, Hershenhom J, Koltai
H (2011) Strigolactones interact with ethylene and auxin in regulating root-hair
elongation in Arabidopsis. Journal of Experimental Botany. 62: 2915-2924. doi:
10.1093/jxb/erq464.

Khan TA, Yusuf M, Fariduddin Q (2018) Hydrogen peroxide in regulation of plant
metabolism: Signalling and its effect under abiotic stress. Photosynthetica. 1-12.
doi:org/10.1007/s11099-018-0830-8

Kiba T, Kudo T, Kojima M, Sakakibara H (2011) Hormonal control of nitrogen
acquisition: roles of auxin, abscisic acid, and cytokinin. J. Exp. Bot. 62: 1399-14009.
doi: 10.1093/jxb/erq410

Klima P, Lankova M, Zazimalova E. 2016. Inhibitors of plant hormone transport.
Protoplasma. 253: 1391-1404. doi.org/10.1007/s00709-015-0897-z



35

KOOHKAN, H.; MAFTOUN, M. (2016) Effect of Nitrogen—Boron Interaction on Plant
Growth and Tissue Nutrient Concentration of Canola (Brassica napus L.). Journal
of Plant Nutrition. 39: 922-931. dx.doi.org/10.1080/01904167.2016.1143492>.

KOORNNEEF M, MEINKE D (2010) The development of Arabidopsis as a model
plant. The Plant Journal. 61: 909-921. doi: 10.1111/].1365-313X.2009.04086.x.

Krouk G (2016) Hormones and nitrate: a two-way connection. Plant Mol. Biol. 91,
599-606. doi: 10.1007/s11103-016-0463-x.

Krouk G, Lacombe B, Bielach A, Walker-Perrine F, Malinska K, Mounier E,
Hoyerova K, Tillard P, Leon S, Ljung K, Zazimalova E, Benkova E, Nacry P, Gojon
A (2010) Nitrate-regulated auxin transport by NRT1.1 defines a mechanism for
nutrient sensing in plants. Developmental Cell. 18: 927-937. doi:
10.1016/j.devcel.2010.05.008.

Krouk G, Ruffel S, Gutierrez RA, Gojon A, Crawford NM, Coruzzi GM (2011) A
framework integrating plant growth with hormones and nutrients. Trends Plant Sci.
16: 178-182. doi: 10.1016/j.tplants.2011.02.004.

Léran S, Edel KH, Pervent M, Hashimoto K, Corratgé-Faillie C, Offenborn JN,
Lacombe B (2015) Nitrate sensing and uptake in Arabidopsis are enhanced by ABI2,
a phosphatase inactivated by the stress hormone abscisic acid. Scientia Signal. 8.
doi.org/10.1126/scisignal.aaa4829>.

Li S, Su LR, Ma SY, Shi ZZ, Yang X M (2015) Initial exploration of the mechanism
underlying H202-induced root horizontal bending in pea. Sci. Bull. 60: 1298-1300.

Lima CCA, Silva LJ, Castro WS (2006) Apostila de morfologia externa vegetal. UFU
— Instituto de Biologia. 7. Disponivel em: http://www.anatomiavegetal.ib.ufu.br/pdf
recursosdidaticos/morfvegetalorgaRAIZ.pdf >. Acesso em 15 ago. 2019.

Linkohr BI, Williamson LC, Fitter AH, Leyser OHM (2002) Nitrate and phosphate
availability and distribution have different effects on roo system architecture of
Arabidopsis. The Plant Journal. 29: 751-760. doi.org/10.1046/j.1365-313x.2002.
01251.x


http://www.anatomiavegetal.ib.ufu.br/pdf-recursos
http://www.anatomiavegetal.ib.ufu.br/pdf-recursos

36

Liu J, Na X, Cheng L, Chen F, Bao J, Yuan L, Zhang F, Mi G (2010) Auxin transport
in maize roots in response to localized nitrate supply. Annals of Botany. 106:
1019-1026. doi: 10.1093/aob/mcg202

Liu KH, Niu Y, Konishi M, Wu Y, Du H, Chung HS (2017) Discovery of nitrate—CPK—
NLP signalling in central nutrient—growth networks. Nature. 545: 311-316. doi:
10.1038/nature22077

Liu KH, Tsay YF (2003) Switching between the two action modes of the dual-affinity
nitrate transporter CHL1 by phosphorylation. The Embo Journal. 22: 1005-1013.
doi.org/10.1093/emboj/cdg118

Luo J, Zhou JJ (2019) Growth performance, photosynthesis, and root characteristics
are associated with nitrogen use efficiency in six poplar species. Environmental
and Experimental Botany. 164: 40-51. ISSN:0098-8472

Lynch J (1995) Root architecture and plant productivity. Plant Physiology.109: 7-
13. doi.org/10.1104/pp.109.1.7

Ma W, Li J, Qu B, He X, Zhao X, Li B, Tong Y (2014) Auxin biosynthetic gene TAR2
is involved in low nitrogen-mediated reprogramming of root architecture in
Arabidopsis. The Plant Journal. 78: 70-79. dx.doi.org/10.1111/tpj.12448

Marschner H. (2012) Mineral nutrition of higher plants. 3. ed. Oxford: Elsevier,
643 p.

Meissner R, Jacobson Y, Melamed S, Levyatuv S, Shaley G, Ashri A, EIkind Y, Levy
A (1997) A new model system for tomato genetics. Plant Journal. 12: 1465-1472.
doi.org/10.1046/].1365-313x.1997. 12061465.x

Mendes AFS, Cidade LC, Otoni WC, Soares-filho WS, Costa MGC (2011) Role of
auxins, polyamines and ethylene in root formation and growth in sweet orange.
Biologia Plantarum. 55: 375-378.

Michalke W, Katekar GF, Geissler AE (1992) Phytotropin-binding sites and auxin
transport in Cucurbita pepo: evidence for two recognition sites. Planta. 187254—
260.


https://dx.doi.org/10.1093%2Faob%2Fmcq202

37

Mounier E, Pervent M, Ljung K, Gojon A, Nacry P (2014) Auxin - mediated nitrate
signalling by NRT1.1 partcipates in the adaptive responde of Arabidopsis root
architectute to the spatial heterogeneity of nitrate availability. Plant, Cell and
Environment. 37: 162-174. doi: 10.1111/pce.12143.

Mravec J, Kubes M, Bielach A (2008) Interaction of PIN and PGP transport
mechanisms in auxin distribution-dependent development. Development 135:
3345-3354. doi.org/10.1242/dev.021071

Muday GK, Brunn SA, Haworth P, Subra-Manian M (1993) Evidence for a single
naphthylphthalamic acid binding site on the zucchini plasma membrane. Plant
Physiol. 103: 449-456. doi.org/10.1104/pp.103.2.449

Mufios S, Cazettes C, Fizames C, Gaymard F, Tillard P, Lepetit M, Lejay L, Gojon
A (2004) Transcript profiling in the chl1-5 mutant of Arabidopsis reveals a role of the
nitrate transporter NRT1.1 in the regulation of another nitrate transporter, NRT2.1.
Plant Cell. 16, p. 2433-2447. doi.org/10.1105/tpc.104.024380

Nil L, Liao W (2016) Hydrogen Peroxide Signaling in Plant Development and Abiotic
Responses: Crosstalk with Nitric Oxide and Calcium. Front Plant Sci. 4:7:230. doi:
10.3389/fpls.2016.00230

Noguero M, Lacombe B (2016) Transporters Involved in Root Nitrate Uptake and
Sensing by Arabidopsis. Frontiers in Plant Science. 7: 1391.

Orozco-Cardenas ML, Narvaez-Vasquez J, Ryan CA (2001) Hydrogen peroxide
acts as a second messenger for the induction of defense genes in tomato plants in
response to wounding, systemin, and methyl jasmonate. Plant Cell. 13: 179-191. P

Pei ZMY, Murata G, Benning S, Thomine B, Klusener G J, Allen E (2000) Calcium
channels activated by hydrogen peroxide mediate abscisic acid signalling in guard
cells. Nature. 406: 731-734. doi.org/10.1038/35021067

PRADO, R. M. (2008) Nutricao de plantas. Editora Unesp.
Qin F, Liu G, Huang G, Dong T, Liao Y, Xu X (2018) Zinc application alleviates the

adverse effects of lead stress more in female Morus alba than in males. Environ.
Exp. Bot. 146: 68-76. DOI: 10.1016/j.envexpbot.2017.10.003



38

Rincon A, Priha O, Sotta B, Bonnet ML, Tacon F (2003) Comparative effects of
auxin transport inhibitors on rhizogenesis and mycorrhizal establishment of spruce
seedlings inoculated with Laccaria bicolor. Tree Physiol. 23: 785-791.
doi.org/10.1093/treephys/23.11.785

Ristova D, Carre C, Pervent M (2016) Combinatorial interaction network of
transcriptomic and phenotypic responses to nitrogen and hormones in the
Arabidopsis thaliana root. Sci. Signal. 9: rs13. doi.org/10.1126/scisignal. aaf2768

Rodrigues O, Reshetnyak G, Grondin A, Saijo Y, Leonhardt N, Maurel C, Verdoucq
L (2017) Aquaporins facilitate hydrogen peroxide entry into guard cells to mediate
ABA-and pathogen-triggered stomatal closure. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 114: 9200-9205. doi:org/10.1073/pnas.1704754114.

Rubery PH. 1990. Phytotropins: receptors and endogenous ligands. Symposia of
the Society for Experimental Biology 44: 119-146.

Rubio V, Bustos R, Irigoyen LM, Cardona-Lopez X, Rojas-Triana M, Paz-Ares J
(2009) Plant hormones and nutrient signaling. Plant Molecular Biology. 69: 361-
373. doi: 10.1007/s11103-008-9380-y.

Saniewski M, Goraj J, Wegrzynowicz-Lesiak E, Miyamoto K, Ueda J (2014)
Differential effect of auxin transport inhibitors on rooting in some Crassulaceae
species. Acta Agrobot. 67: 85-92. doi.org/10.5586/aa.2014.028

Saniewski M, Goéraj-Koniarska J, Gabryszewska E, Miyamoto K, Ueda J (2017)
Differential effects of N-1- naphthylphthalamic acid (NPA) and 2,3,5-triiodobenzoic
acid (TIBA) on auxin control of swelling of the shoots of Bryophyllum calycinum
Salisb. Acta Agrobot. 70: 1723. doi.org/10.5586/aa.1723

Santos LCN (2016) Uso de um mutante em auxina no estudo da desordem
nutricional de nitrogénio em tomateiro. Tese (doutorado) - Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Jaboticabal.
http://hdl.handle.net/11449/150819

Scott JW, Harbaugh BK (1989) Micro-Tom: a miniature dwarf tomato. Florida:
Florida Agricultural Experimental Station Circular, 1989, 6 p. (University of Florida,
Agricultural Experimental Station, S-370).


http://dx.doi.org/10.1093/treephys/23.11.785
https://doi.org/10.5586/aa.1723
http://hdl.handle.net/11449/150819

39

Sewelam N, Kazan K, Schenk PM (2016) Global plant stress signaling: reactive
oxygen species at the cross-road. Frontiers in plant science. 7:187. doi:
10.3389/fpls.2016.00187.

SiT,Wang X, Zhao C, Huang M, Cai J, Zhou Q, Jiang D (2018) The role of hydrogen
peroxide in mediating the mechanical wounding-induced freezing tolerance in
wheat. Frontiers in plant science. 9:327. doi: 10.3389/fpls.2018.00327

Sies H (2017) Hydrogen peroxide as a central redox signaling molecule in
physiological oxidative stress: oxidative eustress. Redox biology. 11: 613-619. doi:
10.1016/j.redox.2016.12.035.

Sozzani R, Lyer-Pascuzzi A (2014) Postembryonic Control of root meristema growth
and development. Current Opinion in Plant Biology. 17: 7-12.
doi.org/10.1016/j.pbi.2013.10.005

Sun CH, Yu JQ and Hu D G (2017) Nitrate: a crucial signal during lateral roots
development. Front Plant Sci. 8: 485. doi.org/10.3389/fpls.2017.00485

Sun J e Zheng N (2015) Molecular mechanism underlying the plant NRT1.1 dual-
affinity nitrate transporter. Front Physiol. 6: 386. doi.org/10.3389/fphys.2015.00386

Sussman MR, Goldsmith MH (1981) The action of specific inhibitors of auxin
transport on uptake of auxin and binding of N-1-naphthylphthalamic acid to a
membrane site in maize coleoptiles. Planta. 152: 13-18.

Tamaki V, Mercier H (2007) Cytokinins and auxin communicate nitrogen availability
as long-distance signal molecules in pineapple (Ananas comosus). Journal of
Plant Physiology. 164: 1543 —1547. doi.org/10.1016/}.jplph.2007.01.010

Teale W, Palme K (2018) Naphthylphthalamic acid and the mechanism of polar
auxin transport. Journal of Experimental Botany. 69: 303 - 312.
doi:10.1093/jxb/erx323

Tewari RK, Kumar P, Tewari N, Srivastava S, Sharma PN (2004) Macronutrient
deficiencies and differential antioxidant responses - Influence on the activity and
expression of superoxide dismutase in maize. Plant Science 166: 687— 694.
DOI: 10.1016/j.plantsci.2003.11.004


https://www.researchgate.net/journal/1873-2259_Plant_Science
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1016%2Fj.plantsci.2003.11.004

40

Trevisan S, Trentin AR, Ghisi R, Masi A, Quaggiotti S (2019) Nitrate affects
transcriptional regulation of UPBEAT1 and ROS localization in roots of Zea mays L.
Physiologia Plantarum. 166: 794-811. doi.org/10.1111/ppl.12839

Tsay YF, Chiu CC, Tsai CB, Ho CH, Hsu PK (2007). Nitrate transportes and peptide
transporters. FEBS Letters. 581: 2290-2300. doi.org/10.1016/j.febslet.2007.04.047

Tsay YF, Schroeder JI, Feldmann KA, Crawford NM (1993) The herbicide sensitivity
gene CHL1 of Arabidopsis encodes a nitrate-inducible nitrate transporter. Cell. 72:
705-713. doi.org/10.1016/0092-8674(93)90399-b

Veal E, Day A (2011) Hydrogen Peroxide as a Signaling Molecule. Antioxidants &
redox signaling. 15: 1. doi.org/10.1089/ars.2011.3968

Vidal EA, Alvarez JM, Moyano TC, Gutiérrez RA (2015) Transcriptional networks in
the nitrate response of Arabidopsis thaliana. Curr. Opin. Plant Biol. 27: 125-132.
doi.org/10.1016/j.pbi.2015.06.010

White PJ, George TS, Gregory PJ, Bengough AG, Hallett PD, McKenzie BM (2013)
Matching roots to their environment. Ann Bot. 112: 207-222.
doi.org/10.1093/aob/mct123

Wojtyla L, Lechowska K, Kubala S, Garnczarska M (2016b) Molecular processes
induced in primed seeds—increasing the potential to stabilize crop yields under
drought conditions. Journal of plant physiology. 203:116-126. doi:org/
10.1016/j.jplph.2016.04.008

Won C, Shen X, Mashiguchi K, Zheng Z, Dai X, Cheng Y (2011) Conversion of
tryptophan to indole-3-acetic acid by TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASES OF
ARABIDOPSIS and YUCCAs in Arabidopsis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 108:
18518-18523. doi.org/10.1073/pnas.1108436108

Xu G, Fan X, Miller AJ (2012) Plant nitrogen assimilation and use efficiency. Annual
Review of Plant Biology. 63: 153-182. doi.org/10.1146/annurev-arplant-042811-
105532

Ye YJ, Tian WH, Jin CW (2019) A reevaluation of the contribution of NRT1.1 to
nitrate uptake in Arabidopsis under low-nitrate supply. Federation of European
Biochemical Societies. doi.org/10.1002/1873-3468.13473


https://doi.org/10.1111/ppl.12839

41

Yu LH, Miao ZQ, Qi GF, Wu J, Cai XT, Mao JL (2014) MADS-Box transcription factor
AGL21 regulates lateral root development and responds to multiple external and
physiological signals. Mol. Plant. 7: 1653-1669. doi.org/10.1093/mp/ssu088

Zhao FY, Han MM, Zhang SY, Wang K, Zhang CR, Liu T, Liu W (2012) Hydrogen
peroxide-mediated growth of the root system occurs via auxin signaling modification
and variations in the expression of cell-cycle genes in rice seedlings exposed to
cadmium stress. Journal of Integrative Plant Biology. 54: 991-1006.
doi.org/10.1111/j.1744-7909. 2012.01170.x

Zhou L, Hou H, Yang T, Yuke Lian Y, Sun Y, Zhiyuan Bian Z, Wang C (2018)
Exogenous hydrogen peroxide inhibits primary root gravitropism by regulating auxin
distribution during Arabidopsis seed germination. Plant Physiology and
Biochemistry. 128: 126-133. doi.org/10.1016/j.plaphy.2018.05.014

Zhu J, Hui F, Li M, Ma Y, Yu H, Jiang W (2015) Effect of different nitrogen
concentrations on roots architecture and nitrogen use efficiency in potting tomato
seedling. Transactions of the Chinese Society of Agricultural Engineering. 31:
131-137. doi.org/10.11975/).issn.1002-6819.2015.23.017

8. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos neste trabalho e considerando que eles
servem de base para linear novas hipoteses e perguntas sobre esse complexo
mecanismo da intera¢des entre NOgz", auxinas e H202 para que ocorra a modulacao
e o controle hormonal e nutricional do crescimento do sistema radicular das plantas,
fator de extrema importancia para producédo agricola, € muito importante que com
base no que foi evidenciado, novos estudos sejam realizados, buscando por meio
de técnicas e ferramentas como o uso do sistema de genes reporte DR5:GUS para
auxinas, deteccao de H20:zin situ, andlises referente a transducao de sinais e bases
genéticas e proteomica, deixar mais claro os mecanismos bioquimicos e

moleculares envolvidos nessas respostas.



