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RESUMO

Mudancas climéaticas como a seca, consistem em um dos fatores abioticos mais
limitantes a produtividade das culturas, diante desse cenario a producéo de alimento
torna-se mais desafiadora. O tomate miniatura Micro-Tom (MT) € um modelo ideal
para explorar 0s possiveis mecanismos bioquimicos para tolerancia ao estresse. Este
trabalho teve como objetivo compreender como as muta¢cdes hormonais dos
tomateiros sob déficit hidrico manifestam toleréncia a seca, bem como, validar os
efeitos do Selénio (Se) e Silicio (Si) sob deficiéncia hidrica: no crescimento,
compostos osmoprotetores, sistema antioxidante e produtividade. A pesquisa foi
relizada em dois experimentos conduzidos em delineamento inteiramente
casualizados com 16 repeticdes. O experimento | foi disposto em esquema fatorial 4
x 4, sendo quatro mutantes hormonais de tomateiro [Micro-Tom (MT) sem alteragbes
hormonais, Notabilis (Not) deficiente em acido abscisico (ABA), Never-ripe (Nr) baixa
sensibilidade ao etileno, Epinastic (Epi) alta producéo de etileno] e quatro condi¢des
hidricas (20%, 40%, 60% e 80% da capacidade de campo no solo - CAD). E o
experimento Il disposto em esquema fatorial 4 x 4, sendo 0s quatro mutantes de
tomateiro (MT, Not, Nr e Epi) e trés formas de aplicacédo de elementos benéficos (Se,
Si, Se+Si e controle). Todos 0s gendtipos apresentaram maiores concentracées
acucares totais e sacarose para o tratamento 20% da CAD. A maior produtividade foi
para 80% CAD para os genétipos MT, Not e Nr e para 60% da CAD para Epi. A
suplementacdo de Se+Si, foi o melhor tratamento tendo maior influéncia positiva,
principalmente aumentando os pigmentos fotossintéticos, reduzindo o nivel de H20:2
para Not, alta atividade para CAT, APX e uma alta produtividade. A deficiéncia de ABA
€ mais marcante nas respostas de crescimento e desenvolvimento que a baixa/alta
sintese de etileno. O Se e Si tem um alto potencial relacionados a defesa, producdo

de enzimas antioxidantes e compostos osmoprotetores.

Palavras-Chave: tolerancia a seca; hormonios; selénio; silicio; produtividade.



ABSTRACT

Climate change, such as drought, is one of the most limiting abiotic factors to crop
productivity; in this scenario, food production becomes more challenging. The Micro-
Tom (MT) miniature tomato is an ideal model for exploring possible biochemical
mechanisms for stress tolerance. This work aimed to understand how hormonal
mutations in tomato plants under water deficit manifest drought tolerance, as well as
to validate the effects of Selenium (Se) and Silicon (Si) under water deficit on growth,
osmoprotective compound, antioxidant system and productivity. The research was
carried out in two experiments conducted in a completely randomized design with 16
replications. Experiment | was arranged in a 4 x 4 factorial scheme, with four tomato
hormonal mutants [Micro-Tom (MT) without hormonal changes, Notabilis (Not)
deficient in abscisic acid (ABA), Never-ripe (Nr) low sensitivity to ethylene and
Epinastic (Epi) high ethylene production] and four water conditions (20%, 40%, 60%
and 80% of soil field capacity - SFC). And experiment Il was arranged in a 4 x 4
factorial scheme, with four tomato mutants (MT, Not, Nr and Epi) and three forms of
application of beneficial elements (Se, Si, Se+Si and control). All genotypes showed
higher total sugar and sucrose concentrations for the 20% SFC treatment. The highest
productivity was 80% SFC for the MT, Not and Nr genotypes and 60% SFC for Epi.
Se+Si supplementation was the best treatment, having the greatest positive influence,
mainly increasing photosynthetic pigments, reducing the level of H202 to Not, high
activity for CAT, APX and high productivity. ABA deficiency is more marked in growth
and development responses than low/high ethylene synthesis. Se and Si have a high
potential related to defense, production of antioxidant enzymes and osmoprotective

compounds.

Keywords: drought tolerance; hormones; selenium; silicon; productivity.
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1 INTRODUCAO

A seguranca alimentar € uma questao global de crescente preocupacao (Gu et
al., 2019). Isso é motivado pelo aumento projetado de 2,3 bilhdes da populacéo
mundial em 2050, uma tarefa que se torna mais desafiadora pelas mudancas
climaticas que influenciam o regime de distribuicdo das chuvas, expansao das &reas
aridas e consequentemente a producdo mundial de alimentos (FAO, 2018; Trinka et
al., 2015).

Os episddios de seca estdo se tornando mais frequentes e graves, e desafiara
cada vez mais o crescimento e a produtividade das plantas. Na década passada, a
seca foi responsavel por £ 30 bilhdes de ddlares em perdas globais (Gupta; Rico-
Medina; Cafo-Delgado, 2020). O déficit hidrico é o fator ambiental que mais limita a
produtividade das culturas (Basu; Rabara, 2017).

Desse modo, existe um grande interesse na producéo de culturas tolerantes a
seca e com alto rendimento para atender a demanda crescente da populacdo por
alimentos. A cultivar de tomate miniatura Micro-Tom (MT) tem se tornado uma planta
modelo, adequada em estudos experimentais para entender os efeitos isolados e/ou
combinados de estresses abioticos/bidticos na tolerancia e produtividade das plantas
(Carvalho et al., 2011).

Estudos realizados em resposta ao déficit hidrico, mostram que o aumento da
severidade da seca, ocasiona a reduc¢des na assimilacdo de CO2 e na condutancia
estoméatica (Drake et al., 2017; Santos et al., 2018), reducdes em processos
fotoquimicos (Bhusal et al., 2020) e diminuicdo dos teores de pigmentos
fotossintéticos (Bayramov; Guliyev 2014), resultando em impactos negativos na
fotossintese. Além disso, a seca desequilibra a sintese e a degradacao de espécies
reativas, levando a um aumento repentino nos niveis intracelulares e peroxidacéo
lipidica (Halliwell; Gutteridge, 2015).

Por meio de caracteristicas adaptativas a biossintese de metabdlitos
responsivos a seca, como: prolina, glicina, betaina, trealose e manitol, regulam o
equilibrio osmotico e minimizando o estresse oxidativo (Choudhury et al., 2017)

Os hormoénios acidos abscisico e etileno sdo muito estudados por regularem o
crescimento, o desenvolvimento e principalmente as respostas ao estresse das

plantas (Chen et al.,, 2020; Binder 2020). Assim, suas concentracées mudam


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosynthetic-pigment
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosynthetic-pigment
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847223001703#bib7
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/proline
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/betaine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/trehalose
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mannitol
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress
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constantemente o que leva a alteracdes nas vias metabdlicas, pois sdo considerados
fatores iniciais para a expressao de genes de resisténcia (CHANDLER, 2018).

Estudos recentes mostraram que a aplicacdo de selénio (Se) em baixas
concentracfes pode aumentar a toleréncia de plantas expostas a varios estresses
abidticos (Reis et al., 2017; Reis et al., 2018; Andrade et al., 2018; Ravello et al., 2022).
Além deste elemento, nas Ultimas décadas, o silicio (Si) também ganhou atencéo
consideravel, pois demonstrou melhoria do crescimento, de parametros morfolégicos,
processos fotossintéticos, qualidade e produtividade da cultura sob condi¢cdes de
estresses bidticos e abidticos (Coskun et al., 2019; Mir et al., 2020).

Mediante o exposto, 0 aumento da populacdo e as mudancgas climéticas € um
desafio para promover e manter uma agricultura eficiente, com alto rendimento e
gualidade. Evidenciando-se assim, a importancia na compreensao dos mecanismos

subjacentes as respostas das plantas frente as condi¢bes adversas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Papel da seca naregulacdo hormonal

Os hormoénios vegetais sdo compostos biomoleculares necessarios em
pequenas quantidades (Fahad et al., 2015), para regular o crescimento e
desenvolvimento, a relacéo fonte e dreno e a alocacdo de nutrientes para diferentes
orgaos com base na necessidade de adaptar a planta ao ambiente (Wani et al., 2014).
Eles incluem giberelina (GA), auxina (AUX), citocinina (CK), acido abscisico (ABA),
etileno (ET), acido salicilico (SA) e acido jasmdnico (JAS).

Essas moléculas organicas estdo envolvidas em diferentes atividades de
regulacdo do estresse direta ou indiretamente, formando complexas cascatas de
sinalizacdo desde a percepcao de estimulos até a expressao de genes responsivos
ao estresse que culminam na tolerancia (Azevedo; Kumar, 2012; Rachappanavar et
al., 2022).

As vias de sinalizagcao dos fitohormonios séo conhecidas por interagir entre si
em diversas situacdes. Os hormonios vegetais ndo agem solitariamente, a maioria das
respostas de horménios vegetais a sinais de estresse sdo acompanhadas por

interacOes antagobnicas e/ou sinérgicas (Altaf et al., 2023).
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O nivel ou concentracdo endogena de qualquer horménio vegetal em uma
célula direciona a acéao fenotipica que auxilia na sobrevivéncia sob estresse (Altaf et
al., 2023), permitindo que as plantas mantenham a plasticidade mesmo sob condi¢des
de estresse (Xu et al., 2016; Khan et al., 2020). As plantas, avaliam constantemente
se os sinais ambientais sdo favoraveis ao crescimento/desenvolvimento ou néo, e
redirecionam seus recursos para 0 crescimento ou para a defesa contra o estresse
(Dubois; Broeck; Inzé, 2018).

O hormonio Etileno (ET), € amplamente reconhecido nas respostas de defesa
a patdgenos, entretanto estudos recentes em destacam seu papel na regulacdo sob
estresse abidtico (Dubois; Broeck; Inzé, 2018). A biomolécula de etileno é sintetizada
por todos os organismos da arvore da vida, varias vias bioquimicas de biossintese de
etileno foram descritas para bactérias, por exemplo, Pseudomonas syringae
(NAGAHAMA et al., 1991; Weingart; Volksch, 1997) e para fungos, por exemplo,
Penicillium digitatum, Fusarium oxysporum (Young; Pratt; Biale, 1951; Hottiger; Boller,
1991).

As plantas podem sintetizar ET em quase todos os 6rgados. A biossintese de
ET envolve a conversdo do aminoacido metionina em S-adenosilmetionina (SAM) pela
enzima S-adenosilmetionina sintetase com gasto de energia (Houben; Van de Poel,
2019; Pattyn; Vaughan-Hirsch; Van De Poel, 2021).

O SAM é usado como substrato pela enzima l-aminociclopropano-1-
carboxilase sintase (ACS) para a sintese do aminoacido ndo proteico acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e 5-desoxi -5'metiltioadenosina (MTA). ACC
na presenca de ACC oxidase (ACO) ocorre clivagem oxidativa para sintetizar ET, COo,
e cianeto, enquanto o MTA é readenilado e hidrolisado para gerar metionina por meio
do ciclo Yang, permitindo altas taxas de sintese de ET sem diminuir o pool endégeno
de metionina nas plantas (Adams; Yang, 1979; Houben; Van Poel, 2019).

Em condi¢cdes normais, as plantas sintetizam niveis muito baixos de ET, no
entanto, estagios de desenvolvimento (senescéncia, amadurecimento) pode haver
aumento substancial na producdo de ET. Durante varios eventos de estresse (calor,
sombra, exposicdo a metais pesados e alto teor de sal, baixa disponibilidade de
nutrientes e deficiéncia de agua) (Ghosh et al., 2013, Xu et al., 2014; Hao et al., 2018;
Gill et al., 2023). O ET também é um regulador chave das respostas abidticas ao
estresse e é acumulado em diferentes niveis em resposta a estimulos ambientais
(Sharma et al., 2022).
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A regulacdo a resposta a seca € realizada a partir da ativacdo de varios genes
dependentes e independentes relacionados a reacdo de adversidade por meio da
resposta ao ABA e ET (Chandler, 2018; Liu et al., 2021). O ponto onde as cascatas
de transducado de sinal mediadas por diferentes fitohorménios se cruzam é referido
como crosstalk (Basu; Rabara, 2017).

ABA e ET regulam dinamicamente o evento fisiolégico de fechamento
estomatico. E relatado que o fechamento dos estdmatos nas folhas, estimulado pelo
ABA, é dificultado pelo aumento do nivel de ET (Tanaka et al., 2006). No entanto, 0s
possiveis efeitos dos movimentos estomaticos mediados por ET na tolerancia a seca
requerem mais investigagao (Kazan, 2015).

O &cido abscisico (ABA) é um fitohorménio proeminente na sinalizacdo de
estresse e a maioria das vias de sinalizacdo de estresse sdo divididas em
dependentes e independentes de ABA (Shinozaki; Yamaguchi-Shinozaki, 2007). O
ABA é um dos principais mensageiros que tem ganhado mais atencdo no que diz
respeito a adaptacéo e tolerancia ao estresse abiotico (O’brien; Benkova, 2013).

Durante o déficit hidrico, o ABA regula as respostas das plantas reduz a
transpiracdo, fotossintese, reprograma o metabolismo para acumular osmolitos
(Munemasa et al., 2015), bem como, inibe o crescimento promovendo a dorméncia,
senescéncia e abscisdo foliar, através de uma rede de sinalizacdo especifica
composta por receptores, fosfatases e cinases que medeiam as respostas desse
horménio (Rehman et al., 2021; Ali et al., 2022).

A sintese desse hormonio ocorre em diferentes 6rgaos vegetais, no entanto, a
producdo € mais eficiente no mesofilo das folhas. Sob condi¢bes de seca, o ABA é
sintetizado principalmente nas raizes e transportado para as folhas através do xilema
para mediar o fechamento estomatico (Kazan, 2015).

Aplicagbes exdgenas de hormonios vegetais sdo uma estratégia usada como
meétodo para melhorar a produtividade das culturas e a eficiéncia do uso da agua em

condicOes de seca (Hussain et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/stomatal-movement
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/drought-tolerance
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352407317300458#bb0535
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352407317300161#bb0280
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/water-use-efficiency
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844022002651#bib36

19

Figura 1 - Vias de transducao de sinal responsivas ao estresse a seca, integradas
para adaptar a alocacdo de recursos entre defesa, crescimento e

reproducao.
Sinaliza¢io Transdugao Respostas
ABA ~
A Traducio Adaptacao
AS Néﬁ':('( Transporte
Etileno de ion
: Defesa
Déficit EROs SnRK3 Metabolismo Crescimento
Hidrico Ca** SnRK2 Transcri¢ao Reproducio
Lipidios SnRK1 MicroRNAs
Aglcares TOR-1 Cromatina
Aminoacidos

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: ABA (acido abscisico); EROs (espécies reativas de oxigénio); JA (&cido jasmdnico); SA (4cido
salicilico); Ca 2+ (Célcio); MAPK (proteina quinase ativada por mitogénio); CPK (proteina quinases
dependentes de Ca2 +); SnRK (proteina quinase ndo fermentativa relacionada com sacarose); TOR-1

(alvo da rapamicina).

2.2 Respostas da seca nas células guardas

Na epiderme abaxial das folhas, estdo presentes os estbmatos. Sao pequenos
poros circundados por um par de células-guarda (CGs), tendo como principal funcéo
controlar as trocas gasosas entre as folhas e a atmosfera, como a absorcéo de diéxido
de carbono (CO2) para a fotossintese e a liberacdo de vapor d'agua durante a
transpiracdo (saito; Uozumi, 2019). Cada par de CGs controla a abertura ou
fechamento do poro estomatico, delimitada por mudancas de volume impulsionadas
pelo turgor (Murata; Mori; Munemasa, 2015; Lawson; Matthews, 2020).

A atividade desempenhada pelos estdbmatos nas respostas das plantas ao
estresse hidrico atraiu muita atencéo na Ultima década (Li-Li et al., 2022). Pois quando
as plantas sentem a seca ou a salinidade, o fechamento estomatico € a primeira
resposta para evitar a perda de agua, no entanto o fechamento dos estdmatos € um
dos principais limitantes para fotossintese, ja que reduz o CO:2 influxo e disponibiliza
mais elétrons para a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (farooq et al.,
2009).

O ABA é o hormdnio mais critico na regulacdo da abertura estomética sob
estresse hidrico (Merilo et al., 2015; Qi; Torii, 2018). As concentra¢des de ABA podem

aumentar até 30 vezes em condi¢Oes de déficit hidrico em comparagéo com os niveis
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normais, incluindo o transporte das raizes para os brotos através da seiva do xilema
(Outlaw; William, 2003). Como consequéncia ocorre a alcalinizacdo do favorece para
a liberacdo de ABA do mesofilo células no fluxo apoplastico, o que pode sustentar/ou
amplificar a sinalizagcdo ABA transmitida pelo xilema durante a seca (Wilkinson et al.,
1995).

Como um sinal de longa distancia regula toda a planta sob estresse hidrico, o
ABA também tem um efeito de longo prazo nos padrées de expressdo génica para
regular o desenvolvimento da planta (Hsu et al., 2021; Liu et al., 2021), melhorando
assim a adaptacédo das plantas a seca. No entanto, esses beneficios das funcdes de
ABA sob estresse hidrico sdo de curto prazo, pois se transformardo em efeitos
negativos no crescimento da planta sob estresse hidrico de longo prazo, por exemplo
prejudicando a fotossintese e, finalmente, reduzindo o crescimento ou a produtividade,
acelerando para a fase de senescéncia (Agurla et al., 2018).

Em relacdo a detecgdo dos sinais do estresse hidrico, moléculas de
sinalizacdo, como mensageiros secundarios, sédo transmitidas intracelularmente. Tais
sinais ativam a via de sinalizacdo ABA, que aumenta a tolerancia a seca (Yang et al.,
2020; Zhou et al., 2019).

As enzimas de biossintese de ABA (por exemplo, NCED3, ABA2 e AAO3) sédo
preferencialmente localizadas em feixes vasculares nas folhas, o que sugere que 0
ABA é transportado ativamente do tecido vascular para os locais de acao (Seo et al.,
2011). As células guardas apresentam proteinas receptoras para ABA: Resisténcia a
Pirrabactina (PYR), Pyr-Like (PYL) e Componentes Regulatérios do Receptor de Aba
(RCAR), que controlam a atividade de uma subfamilia de trés proteinas quinases
relacionadas ao SNF1 (SnRK2 quinases) em resposta ao estresse ambiental
(Munemasa, 2015).

Em resposta ao déficit hidrico, os niveis de ABA podem aumentar atingindo
niveis micromoleculares. Estes direcionam a formacdo de um complexo ligante
receptor que inibe subsequentemente atividade das proteinas fosfatases do clado A
da familia PP2Cs, que incluiu ABI1, ABI2, HAB1, HAB2, PP2CA e AHG1, que séo
reguladores negativos da sinalizacdo ABA (PARK et al., 2009). A inibicao do PP2Cs
ativa as proteinas quinases ndo fermentativa-1 (SNF1) relacionadas a sacarose, que
provocam fechamento estomético por fosforilacédo e ativacdo de canais aniénicos do

tipo S para desencadear fluxo aniénico e fechamento estomatico (Brandt et al., 2012).
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Estresses abidticos regulam positivamente a atividade da enzima RBOH/
NADPH oxidase, pois a condicdo de estresse catalisa o transporte de elétrons do
NADPH citoplasmatico para Oz para produzir Oz que pode ser posteriormente
dismutado em H20:2 pela atividade de SOD (Steinhorst; Kudla, 2013). As EROs
demonstram funcionar como segundos mensageiros desencadeando uma cascata de
sinalizacdo complexa para induzir o fechamento estomatico (Sierla et al., 2016).

No entanto varios fitohorménios entre eles: (AUX), (CKS), (ET), (BR), (JAs) e
(SA) (Murata; Mori; Munemasa, 2015), foram identificados como envolvidos na
regulacdo estomatica em condi¢des de estresse. Estudos mostraram que o IAA tem
um efeito positivo na abertura dos estdmatos, embora altas concentracdes de 1AA
exégeno inibam a abertura dos estdbmatos (Lohse; Hedrich, 1992). E altas
concentracbes de CKs na seiva do xilema podem diminuir a sensibilidade dos
estbmatos ao ABA do xilema e aumentar a abertura estoméatica (Wilkinson Et Al.,
1995).

Em um estresse hidrico de curto prazo, as plantas podem aumentar sua
eficiéncia de uso de agua (EUA), reduzindo a abertura estomatica e, portanto, sua
taxa de transpiragdo, minimizando assim a perda potencial de rendimento sob déficit
hidrico (Martin-Stpaul et al., 2017). No entanto, em algumas espécies de culturas, um
rendimento relativamente baixo é geralmente correlacionado com uma diminuicao na
fotossintese como consequéncia do fechamento estoméatico causado por estresse

hidrico severo ou de longo prazo (Mafakheri et al., 2010).
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Figura 2 - Esquema sobre a sinaliza¢&do hormonal para o Acido abscisico na seca e
os efeitos do ABA na planta.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: Em resposta a estresses ambientais, como a seca, o ABA se acumula rapidamente e se liga
aos receptores da familia de proteinas PYR1 / PYL / RCAR. O complexo do receptor ABA-PYL
subsequentemente inibe a familia PP2C. A inibicdo de PP2C libera sacarose ndo fermentadora-1
(SNF1) relacionada a proteina quinase-2 s (SnRK2s), fosforila efetores para iniciar respostas

protetoras, como fechamento estomatico.

2.3 Papel da seca na cuticula de folhas

A transicao das plantas do habitat aquatico para o habitat terrestre ocorreu a
450 milhBes anos atras e vem com uma série de fatores estressores que séo
especificos e/ou particularmente severos em terra. Os desafios abiéticos em terra tém
uma dinamica dupla: rapidez e severidade (Poel; Vries, 2023).

Os desafios abiéticos incluem mudancas rapidas e drasticas de temperatura,
alta irradiancia, disponibilidade de agua (Poel; Vries, 2023). Para responder a desafios
abidticos, as plantas terrestres tiveram que desenvolver um amplo repertorio na sua
fisiologia e morfologia para garantir a sua sobrevivéncia e uma colonizagdo bem-
sucedida em um ambiente adverso (Kondo et al., 2016).

Dessa maneira, evidéncias fosseis sugerem que o desenvolvimento do
revestimento da cuticula foi uma das adaptagfes primarias que permitiram as plantas
colonizar a terra (Niklas; Kutschera, 2010). Presente em todos os embriéfitos (Budke;

Goffinet; Jones, 2012), este revestimento serve como uma barreira defensiva para
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limitar a perda de agua (Beisson; Li-Beisson; Pollard, 2012; Yeats; Rose, 2013),
prevenir a fusdo de 6rgaos durante o desenvolvimento (Voisin et al., 2009).

A cuticula fornece protecéo as plantas contra radiacdes ultravioleta (UV) de alta
intensidade, temperatura, danos mecanicos, quimicos por varios fitopatégenos, evita
a evaporacdo da agua e a penetracdo de poluentes (Chen et al., 2020). Ela é
sintetizada nos estagios iniciais do desenvolvimento do embrido e é continuamente
mantida durante o crescimento e desenvolvimento da planta (Li; Chang, 2021).

A cuticula € um de mondmerosd e cutina (Pollard; Beisson; Ohlrogge, 2008),
cutan, polissacarideos, compostos fendlicos (derivados do acido cinamico, ferulico e
cafeico) (Fich; Segerson; Rose, 2016), terpenoides (Samuels; Kunst; Jetter, 2008) e
ceras cuticulares (epicuticulares e intracuticulares) (Buschhaus; Jetter, 2011). Sendo
a cutina e cera epicuticular (EW) os dois principais componentes da cuticula da folha.

A composicéo dos componentes da cuticula varia entre as espécies de plantas,
partes morfoldgicas, estadgios de desenvolvimento e condicdes ambientais. No
entanto, a presenca de dois componentes principais, ou seja, cutina e ceras,
permanece constante (Fernandez et al., 2017; Sharma et al., 2020).

Em resposta as condicbes adversas, as plantas exibem varias mudancas
morfologicas e fisioldgicas (Zingaretti et al., 2013). Entre essas tem o aumento dos
lipidios cuticulares das folhas ou alterac6es nas propor¢cdes de mondmeros de cutina
e ceras cuticulares, o que é frequentemente associado a uma resposta tolerancia a
deficiéncia hidrica (Kosma et al., 2009; Seo et al., 2011).

Em estudos com Arabidopsis, tabaco de arvore (Nicotiana glauca), algodao
(Gossypium hirsutum) e gergelim (Sesamum indicum) sob condicbes de estresse
hidrico produziram aproximadamente 100%, 100%, 70% e 30% maiores quantidades
de cera cuticular, respectivamente, em comparacdo com as plantas cultivadas em
condi¢cBes normais (Kim; Park; Jenks, 2007; Kosma et al., 2009). Tanto o genotipo
gquanto o ambiente sdo conhecidos por afetar a cerosidade da folha, mas sua
associacdo com a perda de agua da superficie da folha € muito complexa e precisa
de mais investigacao (Grunhofer et al., 2022).

Foi relatado que a composicdo e acumulo de cera, bem como os niveis de
expressao de genes associados a cuticula, séo significativamente induzidos por déficit
hidrico e pelo teor de umidade do solo em diversas culturas, como café (Coffea
arabica) e brocolis (Brassica oleracea) (Lee et al., 2015; Mofatto et al., 2016; xu et al.,
2016).
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Estudos sobre manipulacdo genética indicam um ndamero crescente de genes
envolvidos na biossintese da cuticula, dessa maneira, torna-se claro que tanto as
ceras quanto a cutina sdo importantes para a manutencao do estado hidrico da planta
(Li-Li Et Al., 2022), funcionando como uma interface entre as partes aéreas das

plantas e seu ambiente externo.

2.4 Resposta da seca na fotossintese

O ambiente é altamente dindmico. Com mudancas nas condi¢cdes de
crescimento, como temperatura, umidade, luz ou presenca de patdgenos/herbivoros
em um periodo muito curto (Suzuki; Mittler, 2012).

As plantas, sdo organismos sésseis, apresentam alta plasticidade para
sobreviver a episodios de estresse severo. Essa habilidade € retransmitida por varios
mecanismos intercelulares e intracelulares, incluindo sinalizacdo hormonal e vias
retrogradas organelas nucleares que permitem que as plantas percebam e respondam
a estresses bioticos e abioticos (Taiz et al., 2017).

As plantas cultivadas exigem solos bem drenados para o crescimento e
desenvolvimento para obter o nivel maximo de produtividade, caso a drenagem for
deficiente mesmo por um periodo curto, isso pode afetar significativamente a
produtividade (Fahad et al., 2015).

O crescimento da planta é altamente sensivel ao déficit hidrico, devido a
inibicdo do alongamento celular. Plantas com estresse hidrico sdo mais baixas e com
menor area foliar, o que reduz a quantidade de radiacdes fotossintéticas ativas
absorvidas pelas folhas, a taxa de fotossintese e, finalmente, a produtividade (Fahad
et al., 2015).

Os efeitos gerais do estresse hidrico dependem predominantemente da
espécie, genotipo, idade e bem como sua duracéo e severidade do estresse (Taiz et
al., 2017). A seca prejudica significativamente o processo fotossintético, pois causa
um desequilibrio no metabolismo do carbono, sendo a principal fonte de carboidratos,
levando ao fechamento parcial dos estbmatos gerando uma menor disponibilidade de
diéxido de carbono (Rizwan et al., 2015).

O fechamento estomatico ndo reduz apenas a perda de agua, mas também
limita a difusdo de CO2 nos espagos intercelulares das folhas, diminuindo a

assimilacao do carbono e resultando na interrup¢cdo da homeostase celular. Assim as
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plantas devem ajustar constantemente a condutancia estomatica para permitir a
entrada suficiente de CO:2 e evitar perda desnecessaria de agua durante o estresse
(Taiz et al., 2017).

Em condi¢cdes de déficit hidrico, os estdbmatos podem reduzir as taxas
fotossintéticas em 50% (Lawson; Matthews, 2020). Portanto, um delicado equilibrio
entre abertura e fechamento dos estomatos de acordo com a condigdo ambiental
circundante é fundamental para o crescimento da planta e aclimatacdo ao estresse
(Lawson; Matthews, 2020).

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, o contetddo de clorofila reflete
diretamente sua capacidade fotossintética (Filimon; Rotaru; FILIMON, 2016), os
carotendides desempenham um papel na mitigacdo dos danos causados por espécies
reativas de oxigénio pelo estresse hidrico (Wang et al., 2020). Estudos mostram que
a regulacao negativa do teor de clorofila causada pelo déficit hidrico € principalmente
devido ao acumulo de uma grande quantidade de H202 nas folhas, o que leva a sérios
danos a membrana celular e aumenta a permeabilidade da membrana celular, que
2016).

No processo fotossintético, o oxigénio gerado nos cloroplastos se associa aos
elétrons e, ao passar pelos fotossistemas, resulta na formacdo de radicais
superoéxidos. Portanto, a clorofila triplet e a cadeia de transportadora de elétrons no
cloroplasto sédo as principais fontes de producdo de EROS na forma de oxigénio
singleto (*O2), peroxido de hidrogénio (H202) e superéxido (O27) como subproduto da
fotossintese (Suzuki et al., 2012). Normalmente, o fluxo de elétrons é direcionado dos
fotossistemas excitados para o NADP* que é reduzido a NADPH que entra no ciclo de
Calvin-Benson para reduzir o aceptor final de elétrons, COo..

O déficit hidrico limita fechamento estomatico e a disponibilidade de CO: para
ribulose-1,5 bifosfato carboxilase/oxigenasse (RuBisCo) (Haworth et al., 2018)
diminuindo a taxa fotossintética liquida (Zandalinas et al., 2018; Killi; Raschi; Bussotti,
2020) e devido ao fechamento estomético e, assim, aumenta a producdo de EROs
como Oz~ e 102 em cloroplastos (Kleine; Leister, 2016; Mignolet-Spruyt et al., 2016).

A producao de EROs durante o estresse também pode equilibrar a distribuicdo
de energia entre PSIl e PSI e afetar a estequiometria do fotossistema (Pesaresi;

Hertle; Pribil, 2009). A producdo de Oz em cloroplastos também pode causar
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hY

reprogramagdo da expressao génica nuclear levando a clorose e morte celular

programada (Kleine; Leister, 2016).

2.5 Respostas da seca naformacédo de EROs e metabolismo antioxidante

A evolucgdo das plantas, ocorreu na presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que apareceram na Terra junto com as primeiras moléculas de oxigénio
atmosférico cerca de 2,2-2,7 bilhdes de anos atras (Mittler et al., 2011).

O termo EROs descreve um grupo de moléculas derivadas do oxigénio
molecular (Oz2). Enquanto o Oz geralmente ndo é reativo em relagdo a maioria dos
componentes celulares, as EROs séo formas parcialmente reduzidas ou excitadas de
oxigénio atmosférico e sdo continuamente produzidas em diferentes organelas como
um subproduto do metabolismo aerébio (Foyer; Noctor, 2013) e podem causar a
oxidacdo de lipidios, proteinas, DNA, RNA e muitas outras moléculas (Halliwell;
Gutteridge, 2015).

As principais formas de EROs nas células, variam muito em suas propriedades
e reatividade quimica, nos cloroplastos € produzido principalmente oxigénio singlete
(*!O?), peréxido de hidrogénio (H202) e superéxido (O2) como subproduto da
fotossintese (Sharma et al., 2012), nas mitocondrias produz principalmente O2 e H20>
como um subproduto da respiracdo, em peroxissomos produz principalmente H20:2
como subproduto da fotorrespiracdo (Suzuki et al., 2012; Sandalio et al., 2013) e no
apoplasto produz principalmente O2 e subsequentemente H202 (Vaahtera et al.,
2014).

Em resposta ao dano oxidativo dessas moléculas, as plantas desenvolveram
um sistema de defesa antioxidante bem integrado para regular os niveis das EROs no
organismo, apresentando dois mecanismos: enzimatico e 0 ndo enzimatico, os quais
sdo conhecidos como sistemas antioxidantes candnicos, uma vez que atuam
especificamente em um tipo de EROs e moléculas individuais (Barbosa et al., 2014).

O mecanismo enzimatico inclui enzimas antioxidantes como superéxido
dismutase (SOD); ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT); peroxidase (POD);
glutationa redutase (GR); glutationa peroxidase (GPX); glutationa- S - transferase
(GST). O ndo enzimético inclui &cido ascorbico (ASA); glutationa (GSH); tocoferdis, -
caroteno, compostos fendlicos e aminoacidos ndo proteicos, que estdo presentes na

grande maioria dos compartimentos subcelulares (Barbosa et al., 2014).
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A seca desequilibra a sintese e a degradacao de EROs, levando a um aumento
repentino nos niveis intracelulares de EROs, e a estrutura da membrana é destruida
e 0 vazamento relativo de eletrdlito aumenta (peroxidacéo lipidica) ocorrendo um
acumulo de malondialdeido (Choudhury et al., 2017). O estresse a seca limita a
fixacdo de CO: reduzindo a regeneracdo de NADP* através do ciclo de Calvin,
provocando assim uma reducdo excessiva da cadeia fotossintética de transporte de
elétrons (Carvalho, 2008).

Durante a fotossintese o PSI transfere elétrons para Oz, produzindo assim Oz~
(reacdo de Mehler), que pode ser convertido em H20:2 pela enzima superdxido
dismutase (SOD) (Asada, 1999). A conversdo de acido glicolico em acido glioxilico
durante a fotorrespiracdo também produz H202 (Fahnenstich et al., 2008). A estrutura
da membrana é destruida e o vazamento relativo de eletrélito aumenta (peroxidacéo
lipidica) ocorrendo um acumulo de malondialdeido, causando danos celulares
(Choudhury et al., 2017).

Uma das estratégias para superar os efeitos adversos da seca, € 0 ajuste
osmotico, as plantas diminuem o potencial osmatico nas células, absorvendo grandes
quantidades de solutos osmoticamente ativos (prolina, agucar solluvel e proteina
soltvel), promovendo a manutencdo do turgor celular (Choudhury et al., 2017) de
modo a manter as funcdes celulares normais (Xu et al., 2022).

Outras respostas do metabolismo das plantas para enfrentarem o estresse
hidrico é o aumento do teor de acucar solluvel € resultado principalmente pela
aceleracdo da hidrolise do amido e pela diminuicdo da utilizacéo do aglcar, o aumento
do teor de proteina sollvel e o aumento da quantidade de prolina, que € um importante
soluto compativel eliminador de EROs (Liu et al., 2021).

A geracdo de EROs de nivel basal em condi¢cdes favoraveis é incapaz de
causar danos nos niveis celulares, pois 0 excesso é eliminado por varias moléculas
antioxidantes (Das; Roychoudhury, 2014), porém, em situacdes de intensificacdo do
estresse, a capacidade de eliminacdo de EROs altamente reativos e tOxicos é
excedida pela sua biossintese que, por sua vez, podem reagir nas estruturas celulares
e causar danos oxidativos, as membranas (peroxidacdo lipidica), pigmentos
fotossintéticos, desnaturacdo de proteinas e acidos nucleicos, levando a morte celular
(Choudhury et al., 2017).

As EROs apresentam diferentes graus de reatividade em relagcdo aos

compartimentos celulares (Mignolet-Spruyt et al., 2016). Portanto, um aumento nas
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atividades das enzimas antioxidantes é geralmente considerado como um mecanismo
importante para induzir a toleréncia das plantas ao estresse oxidativo (He; Zhang; Liu,
2018).

As EROs, séo consideradas subprodutos toxicos do metabolismo aerébio e que
devem ser desintoxicadas para a manutencdo da homeostase redox. Entretanto,
abordagens genéticas e bioquimicas demonstraram que as enzimas especificas que
produzem EROs, estdo sob controle preciso de horménios ou pelo desenvolvimento
vegetal para iniciar ou propagar vias de sinalizacdo (Martinez et al., 2018). Nesse
aspecto é razoavel acreditar que varios processos de desenvolvimento e fisioldgicos
estdo intimamente ligados a EROs, pois a vida na Terra se desenvolveu com a
influéncia de EROs ha pelo menos 3,8 a 3,6 bilhdes de anos (Inupakutika et al., 2016).

Os mecanismos de sinalizacdo das EROs indicam que as plantas
desenvolveram a capacidade de atingir um alto grau de controle sobre a toxicidade de
EROs. A quantidade de EROs nas células, portanto, precisa ser mantida acima de um
nivel citostatico baixo, porém abaixo de um nivel citotoxico alto (Mittler; Blumwald,
2015).

A regulacao dos niveis das EROs permite que elas funcionem com seguranca
como moléculas de transducado de sinal que medeiam muitos processos nas células.
Entre esses destaca-se as respostas estomaticas, ativacdo de respostas de
aclimatacao ao estresse abidtico, ativacao de respostas de defesa contra patégenos,
ativacdo de diferentes programas de desenvolvimento e coordenacdo de respostas
sistémicas da planta a diferentes estimulos ambientais (Mittler; Blumwald, 2015;
Schmidt; Schippers, 2015).

2.6 Respostas da seca na perda de produtividade agricola

Existe uma grande preocupacdo, para atender a crescente demanda por
alimentos e alcancar uma agricultura sustentavel (Gu et al., 2019). Isso € motivado
pelo aumento projetado de 2,3 bilhdes para a populagcdo mundial em 2050, uma tarefa
gue se torna mais desafiadora pelas mudancas climaticas que influenciam o regime
de distribuicdo das chuvas, expanséo das areas aridas, o risco de incéndios, surtos
de pragas e patdgenos que destroem a vegetacao indiretamente (Nolan; Chen; Yin,

2019; Wang et al.,, 2022). Essa problematica podera afetar profundamente os
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principais processos ecoldgicos nos agroecossistemas, e consequentemente a
producdo mundial de alimentos (FAO, 2018; Trinka; Hlavinka; Semenov, 2015).

Embora dindmicas no espaco-tempo atribuidas as mudancas climaticas sejam
dificeis de prever e variam dependendo da regido (Olesen et al., 2011) concorda-se
gue os efeitos gerais serdo geralmente negativos para a agricultura (Ortiz-Bobea, et
al., 2021). A seca é um dos fatores ambientais que mais prejudicam a produtividade
agricola em todo o mundo, causando uma queda entre 50% e 70% na produtividade
das lavouras.

As regides do mundo mais afetadas pela seca incluem Asia do Sul e Central,
América do Sul, Europa Central e sudeste dos Estados Unidos (Carrao; Naumann;
Barbosa, 2016). Eventos de seca também podem estar associados a fendbmenos de
variabilidade climatica como o El Nifio-Oscilacdo Sul (ENOS), gerando periodos de
seca mais frequentes e intensos (Zambrano-Mera; Vera; Pérez-Martin, 2018;
ONATE-Valdivieso; Uchuari; Ofiate-Paladines, 2020), como por exemplo as secas
repentinas com déficit de umidade do solo na india afetaram seriamente 10% a 15%
da area de plantio de arroz e milho nas estac6es das monc¢des (Mahto; Mishra, 2020).

Desta forma, nos ultimos anos, muitos eventos de seca severa ocorreram pelo
mundo, em 2011, uma seca de longa duragéo provocou fome, migracdo em massa e
perda de vidas na Etiépia (Viste; Korecha; Sorteberg, 2013), a seca repentina no
centro dos Estados Unidos em 2012 reduziu o rendimento das culturas em 26%
(Hoerling et al., 2014), em 2010 varias regides da China foram impactadas com a
seca, mais de 4 milhdes de hectares de terras agricolas foram afetadas e um quarto
delas ndo produziram colheita, dificultando a produc&o de alimentos em grande escala
(LG et al., 2012).

As restricdes climaticas podem ocorrer de forma independente ou em conjunto
(como com o calor e a aridez) e, em ambos 0s casos, reduzem o nivel de produtividade
(Bailey-Serres et al., 2019). Assim em muitos paises da Europa Central e do Norte em
2018, passou por uma extensa onda de calor e seca (Climate, 2018). O que faz 2018
se destacar em comparacdo com as ondas de calor e secas anteriores do século XXI
(especificamente em 2003 e 2015) é a sua longa duracdo, o que levou a perdas
agricolas (Thompson et al., 2020).

O fenbmeno mais amplo da seca é considerado um dos perigos naturais mais
prejudiciais em termos de custo econdémico (Wilhite, 2007) e, regionalmente, em

termos de problemas sociais, como fome, migracdo em massa e perda de vidas (Lonn,
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2015), portanto compreender como as plantas percebem e respondem as sugestdes
ambientais é, portanto, importante para uma agricultura sustentavel (Burrell; Evans;
Kauwe, 2020).

A resposta dos ecossistemas as secas € altamente complexa. Por exemplo, as
diferencas de clima, tipos de vegetagcédo e intervencdes humanas podem levar a
diferentes mecanismos de resposta ao déficit hidrico (Xu et al., 2022).

Durante o periodo da seca, quando a radiacdo ou o aumento da temperatura
acima de um limite, pode prejudicar o crescimento da vegetacao (Taiz et al., 2017) e
com o aumento de um grau Celsius na temperatura média da superficie da Terra ir4
gerar uma queda de 6% na produtividade em uma das principais culturas como trigo
e milho (Lobell; Gourdiji, 2012).

O déficit hidrico altera o metabolismo causando danos as fungdes celulares que
acabam afetando o crescimento e desenvolvimento, pois causa uma redugdo na
abertura estomética da folha para evitar a dissipacdo da agua (Nguyen et al., 2022),
consequentemente ocorre uma absorc¢éao insuficiente de 4gua para o crescimento das
plantas, resultando numa taxa de crescimento lento, afetando assim a produtividade
e a qualidade das plantas (Xu et al., 2022).

A seca no estagio vegetativo induz a germinacdo precoce, altura da planta,
comprimento relativo da raiz, didmetro da raiz, biomassa total de folhas e raizes,
namero de folhas/plantas, niumero de ramos/planta, senescéncia foliar, reducédo da
fotossintese, restricdo da expansao foliar e perfilhamento, crescimento atrofiado das
plantas e, eventualmente, reducdo da producdo de gréos (Bunnag; Pongthai, 2013).
Por exemplo, sob estresse hidrico, as perdas de rendimento de milho, trigo, arroz, soja
e girassol podem atingir 63%-87%, 57%, 53%-92%, 46%-71% e 60%,
respectivamente (Fahad et al., 2015).

A 4gua é essencial para a germinacao das sementes; no entanto, o estresse
hidrico inibe a embebicdo das sementes e, consequentemente, dificulta a germinagao
e nos estagios iniciais do desenvolvimento da cultura, ela se manifesta através da
germinacao reduzida das sementes, resultando em um estabelecimento deficiente do
estande ou acaba por inibir a embebicdo das sementes.

A seca é um dos eventos naturais mais impactantes para a agricultura, ela se
desenvolve lentamente, deixando efeitos duradouros mesmo apos sua interrupgao

(You et al., 2022). Além disso, os danos causados pelo estresse hidrico as plantas
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podem diferir em cada espécie e cultivar, mesmo em cada estagio de crescimento e
desenvolvimento e processos fisioloégicos de uma espécie.

As plantas podem frequentemente suportar condi¢cdes limitadas de agua, mas
ao custo de perda substancial de biomassa total e produtividade, dificultando a
manutencdo de um sistema agricola sustentavel em todo o mundo. Para garantir a
producdo vegetal, acredita-se que o manejo razoavel do cultivo e o melhoramento
genético sao vitais para a resposta a estresses abioticos, que exigem a decodificacdo

dos mecanismos subjacentes a resposta a seca (Li-Li et al., 2022).

2.7 Concluséo: Perspectivas futuras na pesquisa

Sendo uma caracteristica multigénica, elucidar a base molecular de resposta a
tolerancia a seca exige um esfor¢o continuo. A capacidade das plantas para tolerar a
seca € necessaria para se obter safras com maior eficiéncia no uso da agua e manter
a sustentabilidade ambiental, principalmente considerando a elevada severidade da
seca causada pelas mudancas climaticas e a incerteza sobre o abastecimento futuro
de &gua para agricultura.

Observacdes criticas de varios trabalhos de pesquisa as respostas das plantas
a seca surgerem que os hormdnios vegetais podem ser o fator inicial para a expressao
de genes de resisténcia, pois condi¢cdes adversas alteram o equilibrio dos horménios,
e levam a alteracGes nas vias metabdlicas, resultando na ativacéo e expressao de
genes de resisténcia.

A pesquisa atual propde avancos na elucidacdo dos receptores das proteinas
gue sao excelentes alvos para manipular a sensibilidade ao ABA e otimizar o uso da
agua e a edicdo de genes envolvidos na biossintese ou sinalizacdo de horménios
vegetais, também é utilizada a edicdo de genes mediada por CRISPR/Cas9, o RNAI
para direcionar os genes desejados, afim de decifrar suas funcdes nas respostas das
plantas as condi¢des de estresse abibtico, e a manipulacdo de osmalitos reguladores
para mitigar o efeito da seca e assim aumentar a produtividade em regides aridas.

O aumento da populacéo e seu impacto no meio ambiente € um desafio para o
funcionamento ecossistema e para promover e manter uma agricultura eficiente
(rendimento e qualidade) sendo, portanto, necessario compreender 0s mecanismos
subjacentes as respostas das plantas a seca, por ser o sendo principal fator limitante

para a alta produtividade.
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3 CAPITULO |. RESPOSTA ANTIOXIDANTE DE MUTANTES DE TOMATEIRO
AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO
A seguranca alimentar € uma questdo global devido ao aumento populacional. O
déficit hidrico € o fator abidtico que mais limita a produtividade. O objetivo desta
pesquisa foi compreender como as muta¢cdes hormonais dos tomateiros interagem
com todo o sistema da planta sob o déficit hidrico para manifestar alteracbes
fisiolégicas e morfologicas para tolerancia a seca. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC) com 16 repeticdes. Disposto em esquema fatorial 4 x
4, sendo quatro mutantes hormonais de tomateiro [Micro-Tom (MT) sem alteracdes
hormonais, Notabilis (Not) deficiente em &cido abscisico (ABA), Never-ripe (Nr) baixa
sensibilidade ao etileno e Epinastic (Epi) alta producao de etileno] e quatro déficits
hidrico (20%, 40%, 60% e 80% da capacidade de campo no solo - CAD). Quanto aos
pigmentos, Not apresentou maiores concentragbes em todos os tratamentos. Os
gendtipos MT, Not, Nr e Epi apresentaram maiores concentragdes de agucares totais
e sacarose para o tratamento de 20% CAD, no entanto o genétipo Not apresentou as
menores concentracdes acgucares e para prolina. Para o estresse oxidativo, o genétipo
Not independente do tratamento de restricdo hidrica apresentou maior concentracao
de H202, quanto as enzimas apresentaram baixa atividade, curiosamente para
proteinas sollveis totais apresentou alta concentragcdo em ambos os tratamentos. O
genadtipo Not apresentou menor acumulo de biomassa. A maior produtividade foi na
CAD de 80% para os genétipos Not, MT e Nr e na CAD de 60% para Epi. A deficiéncia
de ABA, se mostrou mais marcante nas respostas de crescimento e desenvolvimento
gue a baixa/alta sintese de etileno. Este estudo pode gerar informa¢des importantes
sobre o melhoramento genético de tomates, entre outras plantas para a tolerancia a

Seca.

Palavras-chave: déficit hidrico; tomateiro; resposta hormonal; produtividade.
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ANTIOXIDANT RESPONSE OF TOMATO MUTANTS TO WATER DEFICIT

ABSTRACT
Food is a global issue due to increasing population security. Water deficit is the abiotic
factor that most limits productivity. The objective of this research was to understand
how hormonal mutations in tomato plants interact with the entire plant system under
water deficit to manifest physiological and morphological changes for drought
tolerance. The experimental design was randomized (DIC) with 16 replications.
Arranged in a 4 x 4 factorial scheme, with four tomato hormonal mutants [Micro-Tom
(MT) without hormonal changes, Notabilis (Not) deficient in abscisic acid (ABA), Never-
ripe (Nr) low sensitivity to ethylene and Epinastic (Epi) high ethylene production] and
four water deficits (20%, 40%, 60% and 80% of soil field capacity - SFC). As for
pigments, Not showed higher concentrations in all treatments. The MT, Not, Nr and
Epi genotypes presented higher concentrations of total sugars and sucrose for the 20%
SFC treatment, however the Not genotype presented the lowest sugar and proline
concentrations. For oxidative stress, the Not genotype regardless of the water
restriction treatment showed a higher concentration of H202, while the enzymes
showed low activity, interestingly for total soluble proteins it showed a high
concentration in both treatments. The Not genotype showed lower biomass
accumulation. The highest productivity was at 80% SFC for the Not, MT and Nr
genotypes and 60% SFC for Epi. ABA deficiency was more marked in growth and
development responses than low/high ethylene synthesis. This study can generate
important information about the genetic improvement of tomatoes, among other plants,

for drought tolerance.

Keywords: water deficit; tomato; hormonal response; productivity.
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3.1 INTRODUCAO

Evidéncias apontam para um aumento global na ocorréncia, intensidade e
duracéo das secas (Schwalm et al., 2017; Chiang; Mazdiyasni; Aghakouchak, 2021;
Pokhrel et al.,, 2021), o que pode causar mortalidade generalizada de culturas e
aumento na frequéncia de pragas e doencas (Qiu et al., 2022). O déficit hidrico é o
fator ambiental mais limitante na produtividade das culturas (Basu; Rabara, 2017).

A seguranca alimentar é um assunto de interesse global de extrema
preocupacdao (Gu et al., 2019), isso € motivado pelo aumento projetado de 2,3 bilhdes
para a populagdo mundial em 2050. Uma tarefa que se torna mais desafiadora pelas
mudancas climéticas que influenciam a distribuicdo das chuvas, expanséo das areas
aridas e consequentemente para promover e manter uma agricultura mundial eficiente
(rendimento e qualidade) (Trinka; Hlavinka; Semenov, 2015; FAO, 2018).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o déficit hidrico afeta
a subsisténcia de cerca de 55 milhGes de pessoas em todo o mundo anualmente,
sendo aproximadamente 40% da populacdo mundial afetada pela seca, e estima-se
que cerca de 700 milh6es de pessoas estardo em risco de deslocamento até 2030
(OMS, 2023).

A agua é um elemento fundamental para o crescimento das plantas, pois
mantém o turgor celular e impulsiona a expanséao celular. E a sua falta afeta quase
todos os aspectos do desenvolvimento da planta, incluindo alteracées morfoldgicas,
fisiol6gicas e bioquimicas e a regulacéo de varios genes (Joshi et al., 2016; Hussain
et al., 2018).

Sabe-se que a fotossintese é afetada diretamente (Cano; Lopez; Warren, 2014;
Santos et al., 2018), estudos realizados em resposta ao déficit hidrico de curto prazo,
foram associadas a redu¢des na assimilacdo de CO:2 e na condutancia estomética
(Drake et al.,, 2017). Com o aumento da severidade da seca, o déficit hidrico
prolongado reduzira a fotossintese diminuindo os processos fotoquimicos, como a
eficiéncia maxima do rendimento quantico, eficiéncia real do rendimento quantico
(Prsi) e taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax) (Resco et al., 2008; Misson et
al., 2010; Bhusal et al., 2020). Além que os teores de clorofila, Rubisco e outros
pigmentos fotossintéticos diminuem sob seca, apresentando impactos negativos na

fotossintese (Farzad et al., 2007; Bayramov; Guliyev, 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896972205598X#bb0030
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A fim de suportar o estresse oxidativo induzido pelo estresse abittico, as
plantas mantém o seu equilibrio por meio, de modificacdes coordenadas por uma
intrincada rede de sinais moleculares e bioquimicos (Zafar; Ashraf; Saleem, 2020): (I)
aumentando o volume do solo que pode ser acessado, as plantas aumentam a
alocacado de biomassa nas raizes e, assim, a eficdcia da captacdo de agua; (Il)
regulacdo dos fluxos ibnicos das células através de vias de sinalizacdo de fito-
horménio, promovendo assim o fechamento estomatico para reduzir a perda de agua
(lll) estabilizacdo da subestrutura celular e homeostase através da sintese e
mobilizacdo de osmdlitos reguladores como prolina e trealose e (IV) o aumento da
capacidade de eliminacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), reducao do dano
oxidativo celular e manutencdo da homeostase redox celular, aumentando a atividade
do sistema antioxidante enzimatico e nao enziméatico (York et al., 2016; Dinneny, 2019;
Chen et al., 2020; Zulfigar; Akram; Ashraf, 2020; Wang et al., 2022).

Portanto, ha um grande interesse na compreensdo das respostas de
sinalizacao celular a escassez de agua, pois é a chave para esclarecer os problemas
agricolas desse século (Eshed; Lippman, 2019).

A cultivar de tomate miniatura Micro-Tom (MT) apresenta um ciclo de vida curto
e crescimento limitado, tornando-se uma planta modelo adequada para estudos
agrondmicos (Meissner et al., 1997). Principalmente no que diz respeito a abordagens
experimentais para entender os efeitos isolados e/ou combinados de estresses
abioticos/bidticos na toleréncia e produtividade das plantas (Carvalho et al., 2011).
Além da abundéancia de mutantes (hormonais e fotomorfogenéticos) disponiveis no
tomate, outra caracteristica vantajosa desta planta modelo.

Sabe-se que os hormdnios vegetais desempenham papéis importantes na
regulacdo das respostas a varios estimulos. A hipétese desse trabalho € que os
mutantes hormonais de tomateiro frente ao déficit hidrico, irdo ter respostas
fisiologicas e bioguimicas diferentes no enfrentamento do estresse, devido as suas
mutacdes alta/baixa producédo de hormdnios de &cido abscisico e etileno.

Assim, objetivo desse estudo é compreender como as muta¢des hormonais dos
tomateiros interagem com todo o sistema da planta sob o déficit hidrico para

manifestar alteracdes fisioldgicas e morfologicas para tolerancia a seca.
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Para o estudo foram utilizados quatro mutantes hormonais introgredidos da

cultivar de Micro-Tom (MT) (Meissner et al., 1997; Carvalho et al., 2011) como

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo de mutantes hormonais introgredidos na cultivar de Micro-Tom

utilizado nesse estudo

Mutantes hgrlrisosr?al Efeito Z%?ﬁf: Fendtipo Referéncia
Frutos ndo
. . amadurecem
Never-ripe . Baixa Defectivo para totalmente. Retencdo  Wilkinson et
(Nr) Etileno receptor de
sensibilidade etiFI)eno de pétalas e anteras al., 1995
néo senescentes
Epinastic Epinastia severa,
(Epi) Etileno Alta Funcgéo génica caules e peciolos Fujino et al.,
producéo desconhecida dilatados e raizes muito 1988
ramificadas
Folhas pequenas que
Defectivo para tendem a murchar sob
Notabilis Acido enzima. NCpED 0 sol seco e ensolarado  Burbidge et
(Not) . Deficiente . levando a necrose, al., 1999
abscisico a qual cliva o
carotenoides principalmente nas
margens
micro-Tom Tamanho anso Carvalho et
(MT) al., 2011

Legenda: Never- ripe (Nr), Epinastic (Epi), Notabilis (Not) e Micro-Tom (MT).

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.2 Condigdes de crescimento e desenho experimental

Sementes de todos 0s gendtipos descritos na Tabela 1 foram germinadas em

uma mistura 1:1 de substrato e vermiculita expandida (Carvalho et al., 2011) em

bandejas de isopor apos 10 dias da emergéncia das mudas, essas foram

transplantadas para vasos com capacidade de 415 ml e passaram por um periodo de

adaptacao na capacidade de campo (CAD) de 80% por 10 dias.

Apbs o periodo de adaptacédo, foram realizados os tratamentos de déficit hidrico
(20%, 40%, 60% e 80% (CAD)) até o final do ciclo de vida do tomateiro de 90 a 120
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dias. As plantas foram cultivadas em camara de crescimento a 25°C, fotoperiodo de
12 horas e 80% de umidade.

A adubacdo de macro-nutrientes foi realizada de acordo com o boletim 100
(1988) para tomate estaqueado, em dois momentos o primeiro no transplantio e o
altimo no florescimento. Com as seguintes medidas: ureia 0.026 g N/vaso, super
fosfato simples 0.94 g de P/vaso e cloreto de potassio 0,1 g K/vaso foi realizada.

As andlises bioquimicas para o gendtipo Not foram realizadas em 10 dias e
para os demais em 21 dias de tratamento, enquanto para produtividade foram
realizadas no final do ciclo de vida.

O solo foi coletado na area experimental da Universidade Estadual Paulista,
campus Tupd de acordo com a analises fisico-quimicas (Tabela 2) e de textura
(Tabela 3), o solo utilizado é do tipo arenoso a correcao do pH foi realizada utilizando
o calcario calcitico de acordo com o boletim 100 (Tabela 4). Todo solo utilizado no
experimento foi seco em estufa a 60 °C, a fim de retirar toda a umidade para a

conducao do experimento.

Tabela 2 - Analise fisico-quimica do solo

g/dm3  aCl2 mmolc/dm3 %
MO pH H+Al Al SB CTC \% Ca/CTC Mg/CTC M
13 4.6 18 3 9,4 27,4 34 15 15 24
mmolc/dm3 mg/dm3
K Ca Mg P-resina S-S0O4 B Cu Fe Mn Zn
1,4 4 4 4 2 0,05 0,6 40 14,2 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 3 - Analise de textura do solo

Areia

: Argila Silte Umidade Texturado Solo
Grossa Fina Total (g Kg?)

- - 915 38 48 - Arenosa

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4 - Boletim técnico 100. Recomendacfes de Adubacao mineral para o Estado
de S&o Paulo. Tomate estagueado, com espacamento de 1,0 x 0,8m

P resina, mg/dms3 K* trocavel, mmolc/dms3
Nitrogénio
0-25 26-60 >60 0-1,5 1,6-3,0 >3,0
(N, kg/ha) _ _
PzOs, kg/ha Kzo, kg/ha
60 800 500 300 300 200 100
B, mg/dms3 Zn, mg/dms3
0-0,20 0,26-0,60 >0,60 0-0,5 0,5-1,2 >1,2
B, kg/ha Zn, kg/ha
3 1 0 5 3 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observagdes: Aplicar calcario para elevar a saturacdo por base a 80% e o teor de magnésio ao minimo
de 9 mmolc/dm3; empregar de 20 a 30t/ha de esterco de curral de bem curtido ou composto, ou 5 a 8
t/ha de esterco de galinha curtido. Acrescentar & adubacédo de plantio 20 a 40 kg/ha de S. Adubacéo
mineral de cobertura: Aplicar de 200 a 300 kg/ha de N e 120 a 240 kg/ha de K20, parcelado de 4 a 6

vezes, comintervalo de 15 a 20 dias entre as aplicacdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 16
repeticdes. Disposto em esquema fatorial 4 x 4, sendo quatro mutantes hormonais de
tomateiro (MT, Not, Nr e Epi) e quatro déficit hidrico (20%, 40%, 60% e 80% da

capacidade de campo no solo).

3.2.3 Variaveis analisadas

3.2.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Para quantificar os pigmentos fotossintéticos, 0,5 g de folhas frescas foram
misturadas com 5 mL de acetona 80% (v/v). Os tubos foram mantidos a 4°C por 24
horas. A concentragao de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e feofitinas
foram quantificadas pelo método espectrofotométrico proposto por (Lichtenthaler,

1987), utilizando material vegetal fresco armazenado em extrato acetona 80%.

3.2.3.2 Anadlise de enzimas antioxidantes e estresse oxidativo

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas solUveis e atividade da

superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX),
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aproximadamente 0,25 g de material vegetal congelado foi pesado, moido e
macerados em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado,
1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM pH 7,5 contendo 1 mM de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) foi adicionado e misturado com a amostra vegetal,
utilizando a metodologia descrita por Silva et al. (2018). O material foi homogeneizado
em vortex e depois centrifugado a 9000 rpm por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para quantificacdo de proteina solivel e determinacdo das atividades de
SOD, CAT e APX.

3.2.3.3 Atividade de superoéxido dismutase (SOD, EC: 1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi medida conforme descrito por
Giannopolitis e Ries (1977). Uma camara de reacéo foi usada sob uma lampada
fluorescente de 15 W a 25°C. Para a reag¢ao enzimatica, 50 yL do sobrenadante foi
misturado com 2 mL de 50 mM de tampao de fosfato de potassio pH 7,8 (50 mM), 250
pL de 13 mM de metionina (13 mM), 200 yL de 75 mM de nitroazul de tetrazdélio (NBT)
(75 mM), 200 uL de 0,1 mM EDTA (0,1 mM) e 250 uL de 2 pM de riboflavina (2 pM).
As amostras foram homogeneizadas por vortex e mantidas dentro da caixa iluminada
por 25 min. Em seguida, as amostras foram novamente homogeneizadas e
registradas para leitura de absorbancia em A = 560 nm em espectrofotdbmetro. Os

resultados foram expressos em proteina U SOD mg™.

3.2.3.4 Atividade da catalase (CAT, EC: 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando a degradacao do H202 de
acordo com o meétodo descrito por Beers e Sizer (1952). Para medir a reacéo
enzimatica, 20 yL de sobrenadante foi misturado com 3 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,5 (100 mM) e 25 uL de 30% (v/v) H202 (30%). A solucéo foi
imediatamente homogeneizada e a decomposicdo do H20:2 foi determinada a 25°C
usando um espectrofotdmetro a A = 240 nm. Os resultados foram expressos em pmol

H202 min ~'mg ~' de proteina.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib29
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3.2.3.5 Atividade de peroxidase de ascorbato (APX, EC: 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada de acordo com Nakano e
Asada (1981). Para medir a reagao enzimatica, 100 yL de sobrenadante foi misturado
com 600 pL de tampao fosfato de potassio 80 mM, pH 7,0, 100 pyL de ascorbato 5 mM,
100 yL de EDTA 1 mM com posterior incubagdo em banho-maria a 30 °C por 5 min
no escuro, entdo 100 puL de 1 mM H20:2 foi adicionado com uma leitura de absorbancia
imediata em A = 290 nm. Os resultados foram expressos em pmol H202 min~' mg™ de

proteina.

3.2.3.6 Proteinas sollveis totais

A concentracgao de proteinas soluveis foi determinada de acordo com (Bradford;
Hsiao, 1982) para calcular a atividade especifica de SOD, CAT e APX. A
determinacao foi feita misturando 20 L de sobrenadante com 1 mL de reagente de
Bradford. Apds 10 minutos de espera, uma leitura de absorbancia foi feita em A = 595.
A concentracao de proteina foi calculada com base em uma curva padrdo de BSA
(“albumina de soro bovino”), os resultados foram expressos em mg g~' MF (massa

fresca).

3.2.3.7 Peroxido de hidrogénio

A concentracao de peroxido de hidrogénio (H202) foi determinada de acordo
com (Alexieva et al., 2001). Aproximadamente 200 mg de material vegetal congelado
tiveram sua massa aferida e moidos em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido.
No material vegetal macerado triturado foi adicionado misturado com 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e mantido em tubo Eppendorf. O material foi
homogeneizado por vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. Em seguida,
200 uL de sobrenadante foi coletado e misturado com 200 pL de tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,5 (100 mM) e 800 uL de iodeto de potassio (1 M). As amostras
foram colocadas no gelo por 1 h. Apés aquecimento a temperatura ambiente, as
leituras de absorbéancia foram feitas em A = 390 nm em um espectrofotdmetro. A
concentragédo de H202 foi calculada com base em uma curva padréao e os resultados

expressos em ymol g~ MF.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521421003392?via%3Dihub#bib0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521421003392?via%3Dihub#bib0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib2
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3.2.3.8 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi medida de acordo com Heath e Packer (1968).
Amostras de folhas (0,2 g) foram moidas em almofariz de porcelana com nitrogénio
liguido. O material moido foi misturado com 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1%
(m/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 20% (m/v). O material foi homogeneizado por
vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. A reacdo foi realizada misturando
250 pL de sobrenadante com 1 mL de solucdo de acido tricloroacético a 20% (m/v) +
acido tiobarbiturico a 0,5% (m/v). As amostras foram mantidas em banho seco a 95°C
por 30 minutos, depois transferidas para uma caixa contendo gelo por 10 minutos. Em
seguida, o material foi novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. As leituras
das amostras foram feitas em A = 535 e 600 nm. As leituras das amostras foram feitas
em A =535 e 600 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos em nmol MDA
g ' MF.

3.2.3.9 Aclcar total e sacarose

Para andlise de sacarose e acucares totais, amostras de folhas foram extraidas
de acordo com Bieleski e Turner (1966). Para a extracao, 0,125 g de material vegetal
foi moido em almofariz e pildo de porcelana e misturado com 1,25 mL de solucéo de
MCW (60% metanol, 25% cloroférmio e 15% agua) e mantido em geladeira por 24
horas a 4 °C. O material foi agitado em vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Em outro tubo, 4 mL de sobrenadante de extrato de MCW foi
transferido e misturado com 1,5 mL de agua deionizada e 1 mL de cloroférmio. Apoés
a separacdo de fases, a concentracdo de acucares totais, sacarose, nitrato e
aminoacidos foram determinadas usando a fase soluvel em agua.

Para quantificar os acucares totais, 10 yL de sobrenadante foi misturado com
250 pL de fenol a 5% (m/v) e 1 mL de acido sulfarico concentrado (DuBois et al. 1956).
A mistura foi agitada em vortex e apos resfriamento até a temperatura ambiente, a
absorbancia das amostras foi lida em A = 490 nm. Os resultados foram expressos em
mg g ~' MF.

Para quantificar a sacarose, 10 yL de sobrenadante foi misturado com 250 uL
de 30% (m/v) KOH e 1 mL de &acido sulfarico concentrado (Van Handel 1967). A


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib3
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mistura foi agitada em vortex e aquecida em estufa a 100 °C por 10 min. Apés
resfriamento até a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em A =490 nm usando
um espectrofotdbmetro. Ambas as quantificagdes foram realizadas usando uma curva
padréo de sacarose. Os resultados para agucares totais e sacarose foram expressos

em mg g ' MF.

3.2.3.10 Aminoéacidos

A concentracdo total de aminoécidos livres foi medida de acordo com Yemm,
Cocking e Ricketts (1955). Do extrato solivel em agua de MCW, uma aliquota de 60
ML foi removida e misturada com 100 pL de citrato de sddio 0,2 M, 40 pL de 5% (m/v)
de ninidrina em éter monometilico de etileno glicol e 200 pL 0,2 mM KCN. A solugao
foi misturada foi incubada aquecida a 100°C por 15 min e depois resfriada por 10 min
em agua. Em seguida, 200 pL de alcool etilico a 60% (v/v) foi adicionado para
interromper a reacao e lido em A = 570 nm registrado usando um espectrofotdmetro
em A = 570 nm. Os aminodacidos soluveis totais foram calculados com base em uma
curva de calibragéo padréo de metionina de metionina. Os resultados foram expressos

em pmol g ~' MF.

3.2.3.11 Prolina

Tecidos foliares 0,5 g (penultimo trofélio) foram moidos com nitrogénio e
homogeneizados em 10 mL de acido sulfosalicilico a 3% (p/v). Apds as reacdes
qguimicas, a quantificacdo de prolina foi realizada pela leitura da absorbancia a 520
nm, em espectrofotbmetro, as leituras foram plotadas em uma planilha com curva
padrao de prolina, e os resultados sdo expressos em umol prolina g ~' de massa fresca

de acordo com o método descrito por (Bates; Waldren; Teare, 1973).

3.2.3.12 Produtividade

No final do ciclo de vida dos tomateiros, os frutos foram colhidos e pesados a

fim de avaliar a produtividade dos genétipos nos diferentes tratamentos
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3.2.3.13 Determinacao de biomassa

Ao final do experimento, foram determinadas as massas secas da parte aérea
e radicular, para tanto, as plantas foram retiradas dos vasos e lavadas para separacao

completa do solo, utilizando a balanga de precisao.

3.2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Outlier de Gurbbs e
de normalidade de Shapiro-Wilk. As analises estatisticas foram calculadas no software
MinitabLLC (2021) e a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (em P< 0,05) no software AgroEstat® (Barbosa; Maldonado, 2009) e
os gréficos foram elaborados no software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Ins, San
Jose, CA, USA).

3.3 RESULTADOS

Para os pigmentos fotossintetizantes o genoétipo Not apresentou maiores
concentracdes, para clorofila a de 125 a 225 ug g MF, Clorofila b de 50 a 100 ug g
MF e carotenoides de 50 a 100 ug g* MF, ocorrendo as menores concentracdes no
tratamento de maior déficit hidrico (20%), enquanto para os outros gendtipos néo

apresentaram diferengas marcantes nos diferentes tratamentos (Figura 3).
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Figura 3 - Efeitos do déficit hidrico sobre os pigmentos fotossintéticos, clorofila a,
clorofila b, clorofila total, feofitina a, feofitina total e carotendides em folhas
de gendtipos de tomateiro

Fonte: Elaborado pelo autor
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Legenda: (A) clorofila a, (B) clorofila b, (C) clorofila total, (D) feofitina a, (E) feofitina total e (E)
carotenoides. O erro padrdo da média (n = 4) € indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas

correspondem aos genotipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao
tratamento da CAD.
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Em resposta ao déficit hidrico as plantas comumente reduzem a pressao
osmatica intracelular acumulando substancias de ajuste osmético (osmolito), o
genadtipo MT apresentou uma queda nos valores totais de acucares totais, sacarose,
conforme aumentou a disponibilidade hidrica de 100 a 40 mg g* MF (Figura 4), ja para
0 gendtipo Not apresentou concentracdo menor que 20 mg g MF em todos os
tratatamentos. Ja para aminoacidos ndo apresentaram diferencgas significativas entre

0S genotipos e tratamentos.

Figura 4 - Efeitos do déficit hidrico sobre acucar total, aminoacidos, sacarose e
aminoacidos em folhas de gendétipos de tomateiro
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Legenda: A) aclcar total aminoacidos, B) sacarose e C) aminoacidos em folhas de genétipos de

Fonte: Elaborado pelo autor

tomateiro. O erro padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P =< 0,05). As letras minusculas
correspondem aos genotipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao

tratamento da CAD.
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Para prolina no tratamento (20%), por exemplo os genoétipos MT e Nr
aumentaram significativamente de 10 a 12 umol g! MF, quando comparado ao
tratamento (80%) (Figura 5).

Figura 5 - Efeitos do déficit hidrico sobre prolina em folhas de genétipos de tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: O erro padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenga entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas
correspondem aos genétipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao

tratamento da CAD.

Quanto ao estresse oxidativo para peroxido de hidrogénio (H202), o gendtipo
Not apresentou maior concentracado independente do tratamento em relagdo aos
outros genotipos (Figura 6A), no entanto a maior concentragao foi para o tratamento
(40%) com valores préximo a 0,6 pug g* MF, quanto a peroxidacéo lipidica (MDA) para
0s genaotipos Nr e Epi no tratamento (20%) aumentou significativamente de 4 a 6 ug
g MF (Figura 6B), quando comparado ao tratamento (80%) que apresentou valores
entre 4 a 3 ug g* MF.
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No que se refere ao sistema antioxidante enzimatico a superéxido dismutase
apresentou no tratamento (20%) alta atividade para o genoétipo Epi 200 pmol min mg-
! proteina (Figura 6C), ja para o gendétipo Not para catalase apresentou baixa atividade
menor que 100 pmol min mg* proteina em todos os tratamentos, enquanto para MT
a maior atividade foi para o tratamento (80%) com valores acima de 500 pmol min mg-
! proteina (Figura 6D) enquanto a enzima ascorbato peroxidase o genétipo MT
apresentou uma alta atividade no tratamento (20%) com 12 pumol min mg proteina e
para o tratamento (40%) o gendtipo Nr apresentou valores proximo a 8 umol min mg-
! proteina (Figura 6E). Para proteinas solliveis totais o genétipo Not apresentou altas
concentragdes em ambos os tratamentos, a maior concentracgao foi para o tratamento
(20%) com 2,0 mg g* MF.

Figura 6 - Efeitos do déficit hidrico no metabolismo antioxidante, concentracao de
peroxido de hidrogénio, concentracdo de malondialdeido, atividade de
superéxido dismutase, atividade de catalase, atividade de ascorbato
peroxidase e concentracdo de proteina soluvel nas folhas de genétipos de
tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: (A) concentracdo de perdxido de hidrogénio, (B) concentracdo de malondialdeido, (C)

atividade de superdxido dismutase, (D) atividade de catalase, (E) atividade de ascorbato peroxidase e
(F) concentracdo de proteina soltvel. O erro padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro.
Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As

letras minUsculas correspondem aos genétipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas

correspondem ao tratamento da CAD.

Para as analises de crescimento, o gendtipo Not apresentou menor acumulo
de biomassa seca 1g planta em comparacdo com outros genétipos e sem diferenca
estatistica entre os tratamentos (Figura 7A), e para o tratamento (20%) as plantas
morreram em 60 dias apds o inicio do tratamento (Figura 7B), enquanto para MT

apresentou maior biomassa cerca de 10g planta.

Figura 7 - Efeitos do déficit hidrico no crescimento nos genotipos de tomateiro
biomassa seca, florescimento nos gendétipos de tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: (A) biomassa seca, B) florescimento nos genétipos de tomateiro. O erro padrdo da média (n

= 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com
o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos gendtipos em diferentes

tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento da CAD.

Para plantas submetidas ao tratamento (20%) apenas MT conseguiu produzir

frutos (Figura 8C), porém a maior produtividade foi para o tratamento (80%) para os
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genaotipos MT e Nr com respectivamente 13g e 10g (Figura 8A e Figura 8B) e nenhum
dos frutos coletados do experimento apresentaram sinais de podridao apical (Figura
8C).

Figura 8 - Efeitos do déficit hidrico na produtividade dos genotipos de tomateiro
namero de frutos, peso de frutos e produtividade
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) numero de frutos, B) peso de frutos e C) produtividade. O erro padrdo da média (n = 4)
€ indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o
teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos genétipos em diferentes

tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento da CAD.
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No teste de correlacdo Pearson, na (Figura 9D) para Notabilis notamos que o

nivel de associacao foi negativa entre os pigmentos fotossintéticos.

Figura 9 - Mapa indicando as correlagdes de Person (p < 0,005) entre os parametros
fisioldgicos e bioquimicos em resposta ao déficit hidrico em tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Legenda: A) MT B) Epi C) Nr D) Not. Abreviaturas: Chl_a - clorofila a, Chl_b - clorofila b, Chl_total -
clorofila total, Feo_a - feofitina a, Feo_b - feofitina b, Feo_total - feofitina total, Carot - carotendides,
MDA - malondialdeido, H202- peréxido de hidrogénio, CAT - catalase, SOD - superdxido dismutase,

APX - perdxido de ascorbato, Tp- proteinas totais, Sac- sacarose, At- acucar total, Amin- aminoécidos,

Pro- prolina, NF - nimero de frutos, Bio - Biomassa, PF- peso de frutos.

3.4 DISCUSSAO

Sabe-se que os fitohorménios desempenham um papel importante na influéncia

da tolerancia aos estresses abidticos por meio da modulacao de varios processos

fisiologicos e mecanismos bioquimicos, nesse sentido € muito comum utilizar
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mutantes hormonais para estudar o caminho da sinalizacdo hormonal. Os efeitos do
déficit hidrico podem variar substancialmente entre os diferentes genaétipos, visto que
existem multiplos mecanismos de respostas e altamente dinamicas.

No estudo o gendtipo Not no tratamento (20%) apresentou baixos teores de
pigmentos fotossintéticos (Figura 3), jA que em situacdes adversas por exemplo, a
deficiéncia hidrica, leva a efeitos diretos e indiretos no desempenho do mecanismo
fotossintético (Hazrati et al., 2016; Hazrati et al., 2017) como: a diminui¢éo de clorofilas
(Moran et al., 1994; Thomas; Howarth, 2000). Em estudos de Abdalla e Khoshiban
(2007) e Hazrati e colaboradores (2016) € relatado a diminui¢cdo na concentracédo de
Clorofila (a, b e total) em condic6es ambientais desfavoraveis. No entanto, este estudo
mostrou que o gendtipo Not apresentou altos teores quando comparado com outros
gendtipos em todos os tratamentos, foi sugerido que o gendtipo Not inibiu a diminuicao
do teor de clorofila sob o déficit hidrico.

Varios estudos demonstraram que a atividade fotossintética induz a producao
de acucar como também o metabolismo de carbono, apresentando interacdes entre
acucares e horménios. Dessa maneira, 0s agUcares regulam a expressao de vias
responsivas a fitohorménios (MA et al., 2016) e, inversamente, os fitohormonios
regulam a expresséao de alguns genes que codificam possiveis componentes das vias
de resposta a acgUcar.

Em resposta a condi¢des adversas as plantas sintetizam e acumulam osmalitos
celulares para compensar a perda de pressdao de turgescéncia, estabilizar as
estruturas subcelulares e manter a homeostase (Blum, 2017). No tratamento (20%) o
estresse promoveu acumulo de acgucar total e sacarose em todos os genotipos (Figura
4). Respostas de defesa ao estresse estdo intimamente associadas as mudancas no
status do acucar, afetando diretamente o metabolismo do carbono primério no qual a
regulacdo hormonal est4 envolvida (Wingler; Roitsch, 2008; Poor et al., 2011).

O acido abscisico promove a biossintese e a regulacéo de acucares em plantas
sob condicbes de estresses abidtico (Gurmani et al., 2011; Pattanagul et al., 2011;
Kumar et al., 2012; Karimi; Ershadi, 2015). Os niveis de glicose e frutose aumentam
durante condi¢des de déficit hidrico, acompanhados por atividade vacuolar invertase
aumentada, e a expresséo génica da enzima invertase (IVR2) é aumentada por ABA
(Pelleschi et al., 1999; Trouverie et al., 2003; Trouverie et al., 2004). No entanto para
0 genotipo Not, apresentou menor teor quando comparado com 0S outros genotipos

(Figura 4) isso pode ser explicado ja que carrega uma mutacédo frameshift no gene
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LeNCEDL1 (Burbidge et al., 1999), isso leva a uma mutacdo nula e a uma diminuicao
da atividade de 9-cis epoxicarotendide dioxigenasel (NCED1), a enzima que catalisa
a primeira etapa da biossintese de ABA (Qin et al., 1999; Taylor; Burbidge; Thompson,
2000).

Em resposta ao déficit hidrico todos os gendtipos no tratamento de 20%,
apresentaram alto teor de prolina (Figura 3). Normalmente, a prolina se acumula em
guantidades maiores do que outros aminoacidos em plantas estressadas.

A prolina elimina as EROS reduzindo o oxigénio singleto (‘O2) e o radical
hidroxila (-OH) e causando mudancas no equilibrio redox pela substituicdo do
suprimento (Huang et al., 2020). Estudos indicam uma correlacdo positiva entre o
conteuldo de prolina e a atividade do sistema antioxidante (HOQUE et al., 2007; Hoque
et al., 2008, Islam Et Al., 2009;Kaushal et al., 2011).

No estudo de Stewart e Voetberg (1987) relatou que o acimulo de ABA nao é
necessario para o acumulo de prolina, induzido pelo murchamento de tomate mutante
flacca deficiente em ABA. Xu e colaboradores (2022), em mudas de tomate controle
tipo selvagem e Not o estresse salino-alcalino aumentou o teor de prolina em
comparacao ao grupo controle. Estudo esse que corrobora com nossos dados de
prolina para o genétipo Not (Figura 5).

No entanto Not e flacca ndo sao definitivamente prejudicados em sua
capacidade de sintetizar ABA, aproximadamente 47% e 21% do tipo selvagem,
respectivamente (Herde et al.,1999). O gendtipo Not tem concentracao foliar de ABA
semelhante ao tipo selvagem sob condi¢bes nédo estressadas, mas acumula pouco
ABA em resposta ao estresse (Mulholland et al., 2003).

Os horménios enddgenos, estdo envolvidos na transducdo de sinais de
estresse, entre eles o etileno (ET) esta envolvido no acimulo de osmalitos (para ajuste
osmotico) e outras caracteristicas relacionadas ao estresse hidrico (Vishwakarma et
al., 2017; Ullah et al. 2018; Sharma et al., 2019), acumulo de prolina (Igbal et al., 2015;
Wang et al., 2022). Porém no estudo o genoétipo Nr apresentou 0s mesmos teores que
o gendtipo Micro-Tom (Figura 5), o que podemos inferir que a sintese de prolina nédo
é influenciada apenas pelo ET existem outros mecanismos. O gendtipo Nr, apresenta
uma mutacdo no dominio de ligacdo ET do receptor de etileno. Assim, o receptor
mutante ndo pode se ligar a ET e, como consequéncia, a sinalizacdo de ET, que
depende da inativacdo do receptor pela ligacéo do ligante, € bloqueada. (Zhong; Lin;
Grierson, 2008).
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Em resposta a baixa disponibilidade de &gua no solo, pode desencadear
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROSs) no nivel celular, afetando assim a
homeostase redox da planta (Choudhury et al., 2017) e para monitorar espécies
reativas de oxigénio, MDA e H202 sédo considerados bons biomarcadores para
detectar estresse oxidativo em plantas, atuando como mensageiros do estresse
ambiental (Silva et al., 2018).

O aumento do estresse oxidativo foi observado de maneira proeminente em
todos os tratamentos do gendtipo Not (Figura 6A), afetando assim seu crescimento e
o desenvolvimento, resultando na morte das plantas do tratamento de 20% em menos
de 60 dias (Figura 6A e Figura 6B). O peréxido de hidrogénio, é uma molécula reativa
com meia-vida relativamente longa (1 ms), tem a capacidade de atravessar
membranas celulares (Gratdo et al., 2005), assim seu dano é disseminado entre as
células vegetais (Silva et al., 2018).

Em relacdo a atividade antioxidante enzimatica o gendétipo Not em todos 0s
tratamentos foi muito baixa em relacdo aos outros genotipos, as enzimas (CAT) e
(APX), que realizam a degradacéo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua e a
enzima (SOD) principalmente no tratamento de maior restricdo hidrica ficaram
bastante sobrecarregadas (Figura 6C, Figura 6D e Figura 6E) , pois o déficit hidrico
severo também pode reduzir a atividade de algumas enzimas chave no processo de
eliminacdo das EROs (Peng et al., 2016), o que pode ter afetado o crescimento e 0
desenvolvimento dessas plantas (Figura 7 e Figura 8).

A relacdo entre a atividade antioxidante e o ABA bem conhecido como um
hormoénio vegetal envolvido em coordenar as respostas ao estresse, particularmente
em estresses abibticos pode explicar sua resposta genotipica, pois a a falta da
regulacdo positiva da biossintese de ABA pode ser responsavel pela atividade
antioxidante reduzida consequentemente sua capacidade limitada de remocéo de
EROs sob estresse severo (Luo et al., 2016; Petrovic et al., 2021).

A maior atividade para SOD foi observada para Epi para o tratamento 20%,
enquanto para CAT a maior atividade foi para os genaétipo Nr tanto tratamento 40% e
60%, e 0s gendtipos MT e Nr tratamento 20% e 40%, também apresentaram aumento
na atividade de APX, segundo Silva e colaboradores (2018) as enzimas SOD, CAT e
APX tem a capacidade de reduzir EROs pela desmutacdo de oxigénio singleto em
H20:2 pela SOD, e posteriormente, a CAT e APX acelera a quebra do H202 em H20 e

gas oxigénio devido a alta afinidade com este substrato, a atividade de APX foi mais
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de 100 vezes maior do que CAT em todos os gendtipos. O estresse hidrico severo
muitas vezes aumenta a atividade das enzimas SOD, APX e CAT, bem como a
atividade antioxidante em plantas de tomate (Yuan et al., 2016; Landi et al., 2017).

Nesse estudo, os genoétipos MT, Nr e Epi, apresentaram baixas concentracdes
para proteinas totais em resposta ao déficit hidrico, pois a deficiéncia hidrica pode
promover a diminuicdo da concentracdo proteinas sollUveis totais no tecido vegetal
(Bista et al., 2018), e isso esté relacionado a vérios fatores incluindo: (1) diminui¢éo
na assimilacdo de nitrogénio (Christophe et al., 2011; Rouphael et al., 2012); (2)
diminuicdo da sintese proteica (Bradford; Hsiao, 1982; Gutschick; Bassirirad, 2003)
aumentos na degradacdo de proteinas devido ao aumento do estresse oxidativo
monitorado pelo aumento de MDA e H202, resultando na degradacdo da proteina
solavel (Hernandez et al., 2012), porém, para Not apresentou altas concentracées em
resposta a baixa disponibilidade de agua no solo.

Em relacdo ao crescimento, no tratamento de 20% todos 0s genoétipos
apresentaram menor acumulo de biomassa (Figura 7A), pois o déficit hidrico afeta o
metabolismo das plantas, principalmente pela reducdo da atividade fotossintética,
respiracdo e absorcdo de nutrientes, o que resultando em menor acumulo de
biomassa (Furlan et al., 2020).

Quando a disponibilidade de agua se torna limitada ao redor das raizes, o ABA
envia um sinal para as folhas para evitar a perda de agua diminuindo a transpiracao
pelo fechamento dos estématos (Khatri; Rathore, 2019). Entretanto para o genaétipo
Not ndo conseguiu completar seu ciclo de vida (Figura 7B e Figura 7B), ja que o
mutante tem um fendtipo sensivel ao estresse devido a deficiéncia de ABA e nao
fechar seus estdbmatos (Burbidge et al., 1999).

No experimento, observamos que os frutos do genoétipo Not, apresentaram
tamanho menor, quando comparado independente de outros genétipos e tratamentos
(Figura 8C). Sabe-se que o crescimento do fruto &, regulado pelos horménios de
crescimento (citocininas e auxinas), sendo estas Ultimas importantes para a expansao
celular (Gillaspy; Ben-David; Gruissem, 1993). No estudo de Nitsch e colaboradores
(2012) com mutantes duplos flacca/Not, os niveis de IAA nao foram significativamente
diferentes dos mutantes simples (Not e flacca) em comparagdo com os tipos
selvagens, pode-se afirmar que niveis mais baixos de ABA nas frutas ndo se

correlacionaram com mudancgas nos hiveis de auxinas.
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No estudo de Sharp e colaboradores (2000) foi relatado que o crescimento
vegetativo reduzido em Not e flacca € causado por niveis aumentados de etileno. O
mesmo aconteceu para os mutantes duplos do experimento de Nitsch, isso sugere
que, o ABA estimula o crescimento celular durante o crescimento por meio de um
efeito negativo na sintese de etileno (Sharp et al., 2000; Spollen et al., 2000; Rodriguez
et al., 2010).

Os frutos coletados no experimento, ndo apresentaram sinais de podridao
apical (Figura 8C), sendo bastante comum a incidéncia em tomates em situacao de
deficit hidrico, pois as principais causas da absorcéo limitada de calcio dos frutos pelas
raizes (Atkinson, 2014).

De acordo com o estudo que se utilizou de mutantes hormonais de tomateiro
na sinalizacdo hormonal nas respostas ao déficit hidrico, podemos concluir que a
deficiéncia de acido abscisico prejudica o crescimento/desenvolvimento/produtividade
da planta, visto que este hormonio participa de uma teia de regulacbes importantes
para o funcionamento das plantas. Enquanto para o etileno importante horménio nas

respostas ao estresse, a sua falta ndo foi tdo expressiva quanto ao do ABA.

4.5 CONCLUSOES

Em mutantes de tomateiro, o ABA manifesta alteracfes para tolerancia a seca,
mediante um efeito negativo na sintese de etileno. Sob restricdo hidrica, o mutante
Epinastic € mais produtivo quando comparado aos outros, podendo ser utilizado em
programas de melhoramento genético. Além disso, as respostas fisiolégicas e
morfologicas identificadas neste estudo fornecem informacdes importantes para

futuras pesquisas sobre a resposta antioxidante em plantas.
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4 CAPITULO 1. RESPOSTA DE MUTANTES DE TOMATEIRO COM
APLICACAO FOLIAR DE SELENIO E SILICIO AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO

Os efeitos positivos da aplicacao foliar de Selénio (Se) e Silicio (Si) em plantas sob
condicdo de déficit hidrico sdo de grande relevancia, pois ocasiona melhoria dos
atributos fisico-bioquimicos, sistemas de defesa antioxidante, crescimento e
produtividade das culturas. Essa pesquisa teve como obijetivo validar os efeitos de Se
e Si separados e em conjunto sob uma condic¢ao de deficiéncia hidrica no crescimento,
composto osmoprotetor, sistema antioxidante e produtividade em mutantes hormonais
de tomateiro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 16
repeticdes. Disposto em esquema fatorial 4 x 4, sendo quatro mutantes hormonais de
tomateiro [Micro-Tom (MT), Notabilis (Not), Never-ripe (Nr) e Epinastic (Epi)] e trés
formas de aplicacdo de elementos benéficos [selénio (Se), silicio (Si), (Se+Si) e
controle]. Em comparacdo com o controle seria apenas o déficit hidrico sem a
suplementacao de Se, Si e Se+Si, o déficit hidrico (P < 0,05) reduziu significativamente
0s pigmentos fotossintéticos, no entanto aumentou para Epi, o nivel de acgUcares
soluveis foi alto para o Nr e prolina para Not. A suplementacdo com Se+Si, influenciou
de forma positiva, aumentando os pigmentos fotossintéticos, reduzindo o nivel de
H202 para Not, apresentando alta atividade para CAT, APX e alta produtividade.
Portanto, este tratamento combinado é recomendado para aliviar os efeitos do déficit
hidrico. O Se e Si tem um alto potencial relacionados a defesa, producédo de enzimas
antioxidantes e compostos osmoprotetores.

Palavras-Chave: horménios; selénio; silicio; produtividade.
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RESPONSE OF TOMATO MUTANTS TO WATER DEFICIT WITH FOLIAR
APPLICATION OF SELENIUM AND SILICON

ABSTRACT
The positive effects of foliar application of Selenium (Se) and Silicon (Si) on plants
under water deficit conditions are of great relevance, as it leads to improvements in
physical-biochemical attributes, antioxidant defense systems, crop growth and
productivity. This research aimed to validate the effects of Se and Si separately and
together under a condition of water deficiency on growth, osmoprotective compound,
antioxidant system and productivity in tomato hormonal mutants. The experimental
design was completely randomized (DIC) with 16 replications. Arranged in a 4 x 4
factorial scheme, with four tomato hormonal mutants [Micro-Tom (MT), Notabilis (Not),
Never-ripe (Nr) and Epinastic (Epi)] and three forms of application of beneficial
elements [selenium (Se), silicon (Si), (Se+Si) and control]. Compared to the control,
only the water deficit without Se, Si and Se+Si supplementation, the water deficit (P<
0.05) significantly reduced photosynthetic pigments, however it increased for Epi, the
level of soluble sugars was alto for Nr and proline for Not. Supplementation with Se+Si
had a positive influence, increasing photosynthetic pigments, reducing the level of
H20:2 to Not, showing high activity for CAT, APX and high productivity. Therefore, this
combined treatment is recommended to alleviate the effects of water deficit. Se and Si
have a high potential related to defense, production of antioxidant enzymes and

osmoprotective compounds.

Keywords: hormones; selenium; silicon; productivity.
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4.1 INTRODUCAO

As plantas cultivadas séo frequentemente expostas a condi¢cdes adversas que
afetam seu crescimento e produtividade. Dentre os diversos tipos de estresses
ambientais, a seca é considerada a mais impactante, geralmente se desenvolve
lentamente, deixando efeitos permanentes mesmo apods sua interrupcao (You et al.,
2022).

A frequente ocorréncia de secas tornou-se um problema ambiental de grande
destaque no mundo, pois limita a produtividade das culturas e consequentemente
afeta a seguranca alimentar global (Gupta, Rico-Medina; Cafo-Delgado 2020; Xu,
Guo; Liu, 2022). Acredita-se que as pressdes ambientais adversas diminuam a
produtividade das culturas em 50-70% (Kumar et al., 2012), que podem chegar a
bilhdes de dblares anualmente em todo o mundo (Tardieu et al., 2014; Aon, 2015).

O Selénio (Se) € um microelemento utilizado por animais (Rayman, 2012), e
em relacéo a essencialidade do Se em plantas ainda nao foi confirmada (Germ, Kreft;
Osvald, 2005). No entanto, efeitos benéficos ocorreram em concentracfes
adequadas, como: aumento da produtividade (Boldrin et al., 2013); acuamulo de
biomassa e carboidratos (Lara et al., 2019); maior atividade de enzimas antioxidantes
(Feng et al., 2016; Ravello et al., 2022), aumento da taxa fotossintética (Andrade et
al., 2018). Além desses efeitos, estudos recentes mostraram que a aplicacdo de Se
em baixas concentracdes pode aumentar a tolerancia de plantas expostas a diversos
estresses abioticos (Kumar et al., 2012; Reis et al., 2017; Reis et al., 2018; Andrade
et al., 2018; Ravello et al., 2022).

Nas ultimas décadas, o Silicio (Si) também ganhou atencdo consideravel, pois
demonstrou aumentar a tolerancia das plantas a estresses bidticos e abioticos
(Coskun et al., 2019). O Si apresenta papéis versateis na melhoria do crescimento
das plantas, melhorando os parametros morfolégicos, processos fotossintéticos,
fixacdo de nitrogénio, qualidade e produtividade da cultura (MIR et al., 2020).

O Si foi classificado como um elemento benéfico pelo International Plant
Nutrition Institute (IPNI) com base no papel pragamatico que desempenha nas
plantas. Esse elemento atenua o déficit hidrico em varias culturas, como arroz, trigo,
milho, tomate, sorgo, cana-de-acucar e fava (Gong; Chen 2012; Liu et al., 2014,
Desoky et al., 2020; Khan et al., 2020a; Khan et al., 2020b; Verma et al., 2020), o que
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se deve em grande parte por ajuste osmotico e estimulagcdo do sistema de defesa
antioxidante (Tripathi et al., 2017; Zhang et al., 2018).

No estudo realizado por Ahmed, Asif e Hassan (2014) a aplicacdo de Si na
forma K2SiOs em sorgo melhorou notavelmente o crescimento, o potencial hidrico
foliar, o indice de é&rea foliar, o conteido SPAD de clorofila e a taxa de transpiracéo,
sugerindo que o Si pode ser praticado como um nutriente significativo para mitigar o
estresse abidtico. No entanto, 0 mecanismo exato de acdo do Si nao foi claramente
definido até agora. De acordo com Chen et al. (2018), o Si pode contribuir para iniciar
processos permitindo que a planta supere barreiras na absor¢cdo de agua ou
elimine perdas excessivas de agua.

Portanto, estudos que demonstrem os efeitos positivos da aplicacao foliar de
Se e Si em plantas sob condi¢do de déficit hidrico sdo de grande relevancia. Este
estudo teve como objetivo validar os efeitos de Se e Si separados e em conjunto sob
uma condicdo de deficiéncia hidrica no crescimento, composto osmoprotetor, sistema

antioxidante e produtividade em mutantes hormonais de tomateiro.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Materiais vegetais

Para o estudo foram utilizados quatro mutantes hormonais introgredidos da

cultivar de Micro-Tom (MT) (Meissner et al., 1997; Carvalho et al., 2011) como

descritos na Tabela 4.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942821003144#bib66
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942821003144#bib71
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942822000493#bib11
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/water-loss
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Tabela 5 - Relacdo de mutantes hormonais introgredidos na cultivar de Micro-Tom
utilizado nesse estudo

Classe

Funcéao

Mutantes Efeito o Fenotipo Referéncia
hormonal génica
Frutos néo
amadurecem
VRO ien | Bwa  Pehoma Gamere wiknson
sensibilidade P ~etene al. 1995
etileno pétalas e anteras
ndo senescentes
Epinastic Epinastia severa,
(Epi) Etileno Alta Funcdo génica caules e peciolos  Fujino et al.
produgéo desconhecida  dilatados e raizes 19882
muito ramificadas
Folhas pequenas
gue tendem a
Notabilis - Defgctwo para  murchar sob o sol Burbidge et
Acido - enzima NCED seco e ensolarado
(Not) P Deficiente ; al. 1999
abscisico a qual cliva levando a necrose,
carotenoides  principalmente nas
margens
Micro-tom Tamanho ando Carvalho et
(MT) al. 2011

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Never- ripe (Nr), Epinastic (Epi), Notabilis (Not) e Micro-Tom (MT).

4.2.2 Condicbes de crescimento e desenho experimental

Sementes de todos os genoétipos descritos na Tabela 4 foram germinadas em

uma mistura 1:1 de substrato e vermiculita expandida (Carvalho et al., 2011) em
bandejas de isopor, 10 dias da emergéncia das mudas, essas foram transplantadas
para vasos com capacidade de 415 ml e passaram por um periodo de adaptacédo na
capacidade de campo (CAD) de 80% por 15 dias.

Apbs o periodo de adaptacao, realizou-se a aplicacdo foliar de atenuantes,
Na:SeOas (selenato de sédio) 5mg/L Se, K203Si (silicato de potassio) 1g/L Si e
selénio+silicio (as mesmas doses da aplicagéo individual em conjunto) e logo sucedeu
aos tratamentos de déficit hidrico de 40% (CAD) com 16 repeticbes-foram realizados
ate o final do ciclo de vida do tomateiro de 90 a 120 dias. As plantas foram cultivadas
em camara de crescimento a 25°C, fotoperiodo de 12 horas e 80% de umidade.

A adubacdo de macronutrientes foi realizada de acordo com o boletim 100

(1988) para tomate estaqueado, em dois momentos o primeiro para o transplantio e o
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altimo no florescimento. Com as seguintes medidas: ureia 0.026 g N/vaso, super
fosfato simples 0.941 g de P/vaso e cloreto de potassio 0,1 g K/vaso.

Apos 17 dias de tratamento de déficit hidrico foi realizada a segunda aplicacao
foliar dos atenuantes. As analises bioquimicas foram realizadas em 21 dias de
tratamento, enquanto para produtividade foram realizadas no final do ciclo de vida.

O solo foi coletado na &rea experimental da Universidade Estadual Paulista,
campus Tupd de acordo com a analises fisico-quimicas (Tabela 5) e de textura
(Tabela 6), o solo utilizado é do tipo arenoso a correcao do pH foi realizada utilizando
o calcario calcitico de acordo com o boletim 100 (Tabela 7). Todo solo utilizado no
experimento foi seco em estufa a 60 °C, a fim de retirar toda a umidade para a

conducao do experimento.

Tabela 6 - Analise fisico-quimica do solo

g/dmé  aCl2 mmolc/dm3 %
MO pH H+Al Al SB CTC \% Ca/CTC Mg/CTC M
13 4,6 18 3 9,4 27,4 34 15 15 24
mmolc/dm3 mg/dm3
K Ca Mg P-resina S-S04 B Cu Fe Mn Zn
1,4 4 4 4 2 0,05 0,6 40 14,2 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 7 - Analise de textura do solo.

Areia . _ _
Argila Silte Umidade Texturado Solo

Grossa Fina Total (g Kg?)
- - 915 38 48 - Arenosa

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 8 - Boletim técnico 100. Recomendacfes de Adubacao mineral para o Estado
de S&o Paulo. Tomate estagueado, com espacamento de 1,0 x 0,8m

P resina, mg/dms3 K* trocavel, mmolc/dms3
Nitrogénio
0-25 26-60 >60 0-1,5 1,6-3,0 >3,0
(N, kg/ha) _ _
PzOs, kg/ha Kzo, kg/ha
60 800 500 300 300 200 100
B, mg/dms3 Zn, mg/dms3
0-0,20 0,26-0,60 >0,60 0-0,5 0,5-1,2 >1,2
B, kg/ha Zn, kg/ha
3 1 0 5 3 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observagdes: Aplicar calcario para elevar a saturacdo por base a 80% e o teor de magnésio ao minimo
de 9 mmolc/dm?; Empregar de 20 a 30t/ha de esterco de curral de bem curtido ou composto, ou 5 a 8
t/ha de esterco de galinha curtido. Acrescentar & adubacao de plantio 20 a 40 kg/ha de S. Adubacéo
mineral de cobertura: Aplicar de 200 a 300 kg/ha de N e 120 a 240 kg/ha de K20, parcelado de 4 a 6

vezes, comintervalo de 15 a 20 dias entre as aplicacdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 16
repeticdes. Disposto em esquema fatorial 4 x 4, sendo quatro mutantes hormonais de
tomateiro [Micro-Tom (MT), Notabilis (Not), Never- ripe (Nr) e Epinastic (Epi)] e trés
formas de aplicacdo de elementos benéficos [selénio (Se), silicio (Si), (Se+Si) e
controle]. A interacdo dos papéis defensivos do selénio (Se), silicio (Si) e (Se+Si) e
controle foram aplicados nos gendtipos de tomateiro cultivados todos sob deficit
hidrico com 40% da capacidade de campo (CAD).

4.2.3 Variaveis analisadas

4.2.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Para quantificar os pigmentos fotossintéticos, 0,5 g de folhas frescas foram
misturadas com 5 mL de acetona 80% (v/v). Os tubos foram mantidos a 4 °C por 24
horas. A concentragao de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e feofitinas
foram quantificadas pelo método espectrofotométrico proposto por (Lichtenthaler,

1987), utilizando material vegetal fresco armazenado em extrato acetona 80%.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib18
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4.3.3.2 Andlise de enzimas antioxidantes e estresse oxidativo

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas sollUveis e atividade da
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX),
aproximadamente 0,25 g de material vegetal congelado foi pesado, moido e
macerados em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No material macerado,
1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM pH 7,5 contendo 1 mM de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) foi adicionado e misturado com a amostra vegetal,
utilizando a metodologia descrita por Silva et al. (2018). O material foi homogeneizado
em vortex e depois centrifugado a 9000 rpm por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para quantificacdo de proteina solivel e determinacdo das atividades de
SOD, CAT e APX.

4.3.3.3 Atividade de superéxido dismutase (SOD, EC: 1.15.1.1)

A atividade da superéxido dismutase foi medida conforme descrito
por Giannopolitis e Ries (1977). Uma camara de reacao foi usada sob uma lampada
fluorescente de 15 W a 25°C. Para a reacao enzimatica, 50 yL do sobrenadante foi
misturado com 2 mL de 50 mM de tampao de fosfato de potassio pH 7,8 (50 mM), 250
ML de 13 mM de metionina (13 mM), 200 pyL de 75 mM de nitroazul de tetrazdlio (NBT)
(75 mM), 200 pL de 0,1 mM EDTA (0,1 mM) e 250 pL de 2 uM de riboflavina (2 uM). As
amostras foram homogeneizadas por vortex e mantidas dentro da caixa iluminada por
25 min. Em seguida, as amostras foram novamente homogeneizadas e registradas
para leitura de absorbancia em A = 560 nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram

expressos em proteina U SOD mg .

4.3.3.4 Atividade da catalase (CAT, EC: 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada monitorando a degradacé&o do H20:2 de
acordo com o método descrito por Beers (1952). Para medir a reagcdo enzimatica, 20
ML de sobrenadante foi misturado com 3 mL de tampéao fosfato de potassio 100 mM
pH 7,5 (100 mM) e 25 uL de 30% (v/v) H202 (30%). A solucdo foi imediatamente
homogeneizada e a decomposicdo do H202 foi determinada a 25°C usando um


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521421003392?via%3Dihub#bib0015
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espectrofotdbmetro a A = 240 nm. Os resultados foram expressos em pmol H202 min ™

mg ~' de proteina.

4.3.3.5 Atividade de peroxidase de ascorbato (APX, EC: 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada de acordo com Nakano e
Asada (1981). Para medir a reagao enzimatica, 100 uL de sobrenadante foi misturado
com 600 uL de tampao fosfato de potassio 80 mM, pH 7,0, 100 uL de ascorbato 5 mM,
100 uL de EDTA 1 mM com posterior incubagdo em banho-maria a 30°C por 5 min no
escuro, entdao 100 uL de 1 mM H20: foi adicionado com uma leitura de absorbancia
imediata em A = 290 nm. Os resultados foram expressos em pmol H202 min™"mg™" de

proteina.

4.3.3.6 Proteinas sollveis totais

A concentracdo de proteinas solaveis foi determinada de acordo com
(BRADFORD; HSIAO, 1982) para calcular a atividade especifica de SOD, CAT e APX.
A determinacéo foi feita misturando 20 yL de sobrenadante com 1 mL de reagente de
Bradford. Apds 10 minutos de espera, uma leitura de absorbancia foi feita em A = 595.
A concentracdo de proteina foi calculada com base em uma curva padrdo de BSA
(“albumina de soro bovino”), os resultados foram expressos em mg g ' MF (massa

fresca).

4.3.3.7 Peroéxido de hidrogénio

A concentracao de perdxido de hidrogénio (H202) foi determinada de acordo
com Alexieva et al. (2001). Aproximadamente 200 mg de material vegetal congelado
foram pesados e moidos em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido. No
material vegetal macerado triturado foi adicionado misturado com 2 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e mantido em tubo Eppendorf. O material foi
homogeneizado por vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a4 °C. Em seguida,
200 uL de sobrenadante foi coletado e misturado com 200 pL de tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,5 (100 mM) e 800 uL de iodeto de potassio (1 M). As amostras

foram colocadas no gelo por 1 h. Apds aquecimento a temperatura ambiente, as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521421003392?via%3Dihub#bib0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521421003392?via%3Dihub#bib0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib2
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leituras de absorbancia foram feitas em A = 390 nm em um espectrofotdmetro. A
concentracéo de H20:2 foi calculada com base em uma curva padrdo e os resultados

expressos em ymol g ~' MF.

4.3.3.8 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi medida de acordo com Heath e Packer
(1968). Amostras de folhas (0,2 g) foram moidas em almofariz de porcelana com
nitrogénio liquido. O material moido foi misturado com 2 mL de &cido tricloroacético
(TCA) a 0,1% (m/v) + polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 20% (m/v). O material foi
homogeneizado por vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C. A reacao
foi realizada misturando 250 pyL de sobrenadante com 1 mL de solugcdo de &cido
tricloroacético a 20% (m/v) + acido tiobarbittrico a 0,5% (m/v). As amostras foram
mantidas em banho seco a 95°C por 30 minutos, depois transferidas para uma caixa
contendo gelo por 10 minutos. Em seguida, o material foi novamente centrifugado a
10.000 rpm por 10 min. As leituras das amostras foram feitas em A =535 e 600 nm. As
leituras das amostras foram feitas em A = 535 e 600 nm, respectivamente. Os

resultados foram expressos em nmol MDA g ~' MF.

4.3.3.9 Acucar total e sacarose

Para andlise de sacarose e acucares totais, amostras de folhas foram extraidas
de acordo com Bieleski e Turner (1966). Para a extragao, 0,125 g de material vegetal
foi moido em almofariz e pildo de porcelana e misturado com 1,25 mL de solucéo de
MCW (60% metanol, 25% cloroformio e 15% agua) e mantido em geladeira por 24
horas a 4°C. O material foi agitado em vortex e centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Em outro tubo, 4 mL de sobrenadante de extrato de MCW foi
transferido e misturado com 1,5 mL de agua deionizada cloroférmio e 1 mL de
cloroférmio. Apos a separacéo de fases, a concentracdo de aglcares totais, sacarose,
nitrato e aminoacidos foram determinadas usando a fase soluvel em agua.

Para quantificar os acucares totais, 10 uL de sobrenadante foi misturado com
250 pL de fenol a 5% (m/v) e 1 mL de acido sulfurico concentrado (Dubois et al., 1956).

A mistura foi agitada em vértex e apos resfriamento até a temperatura ambiente, a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib8

87

absorbancia das amostras foi lida em A = 490 nm. Os resultados foram expressos em
mg g ' MF.

Para quantificar a sacarose, 10 uL de sobrenadante foi misturado com 250 pL
de 30% (m/v) KOH e 1 mL de &cido sulfurico concentrado (Van Handel, 1967). A
mistura foi agitada em vortex e aquecida em estufa a 100 °C por 10 min. Apés
resfriamento até a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em A =490 nm usando
um espectrofotdbmetro. Ambas as quantificagdes foram realizadas usando uma curva
padréo de sacarose. Os resultados para agucares totais e sacarose foram expressos

emmgg ' MF.

4.3.3.10 Aminoécidos

A concentracdo total de aminoécidos livres foi medida de acordo com Yemm,
Cocking e Ricketts (1955). Do extrato solivel em agua de MCW, uma aliquota de 60
ML foi removida e misturada com 100 pL de citrato de sddio 0,2 M, 40 pL de 5% (m/v)
de ninidrina em éter monometilico de etileno glicol e 200 yL 0,2 mM KCN. A solugao
foi misturada foi incubada aquecida a 100°C por 15 min e depois resfriada por 10 min
em agua. Em seguida, 200 pL de alcool etilico a 60% (v/v) foi adicionado para
interromper a reagao e lido em A = 570 nm registrado usando um espectrofotdmetro
em A = 570 nm. Os aminoacidos soluveis totais foram calculados com base em uma
curva de calibracao padréo de metionina de metionina. Os resultados foram expressos

em pmol g =1 MF.

4.3.3.11 Prolina

Tecidos foliares 0,5 g (penultimo trofélio) foram moidos com nitrogénio e
homogeneizados em 10 mL de acido sulfosalicilico a 3% (p/v). Apés as reacdes
quimicas, a quantificacdo de prolina foi realizada pela leitura da absorbancia a 520
nm, em espectrofotbmetro, as leituras foram plotadas em uma planilha com curva
padrdo de prolina, e os resultados sdo expressos em umol prolina g = de massa fresca

de acordo com o método descrito por (Bates; Waldren; Teare, 1973).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320307557?via%3Dihub#bib30
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4.3.3.12 Produtividade

No final do ciclo de vida dos tomateiros, os frutos foram colhidos pesados afins

de avaliar a produtividade dos gendtipos em diferentes tratamentos.

4.3.3.13 Determinacdo de biomassa

Ao final do experimento, foram determinadas as massas secas e frescas da
parte aérea e radicular, para tanto, as plantas foram retiradas dos vasos e lavadas
para separagao completa do solo, utilizando a balanga de preciséo, foi obtido a massa

das amostras vegetais dos tratamentos.

4.2 4 Andlise estatistica

Os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Outlier de Gurbbs e
de normalidade de Shapiro-Wilk. As andlises estatisticas foram calculadas no software
MinitabLLC (2021) e a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (em P< 0,05) no software AgroEstat® (Barbosa; Maldonado, 2009) e
os gréficos foram criados no software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Ins, San Jose,
CA, USA).

4.3 RESULTADOS

O conteudo dos pigmentos fotossintéticos no tratamento controle apresentaram
baixos teores para os genétipos (MT, Not e Nr) (Figura 10), enquanto para o genétipo
Epi apresentou altas concentracdes, como por exemplo 60 pug g ** MF na andlise em
clorofilas a com 60 g g * MF e para o tratamento de Se+Si o genétipo Not se destacou
por apresentar altas concentra¢cdes quando comparado com os demais genotipos e
com 0s outros tratamentos, como por exemplo na analise em clorofilas a com 100 ug
g 1 MF.
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Figura 10 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacéo foliar Se, Si e Se+Si sobre os
pigmentos fotossintéticos, clorofila a, clorofila b, clorofila total, feofitina a,
feofitina total e carotendides em folhas de gendétipos de tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) clorofila a, (B) clorofila b, (C) clorofila total, (D) feofitina a, (E) feofitina total e (E)

carotenoides em folhas de genétipos de tomateiro. O erro padréo da média (n = 4) é indicado por barras
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de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

As letras minUsculas correspondem aos gendtipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas

correspondem ao tratamento.
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Os teores de agucar soluvel e sacarose (Figura 11A e Figura 11B),
notavelmente, o gendtipo Nr apresentou maior nivel de acucares solluveis (por
exemplo, sacarose) em ambos os tratamentos, sendo 0 maior nivel para o tratamento
controle com 40 mg g* MF, enguanto para 0s outros genétipos as concentragdes ndo
foram maiores que 20 mg g MF. O nivel de aminoacidos (Figura 11C), para os
tratamento Se+Si, aumentou significativamente para os genotipos MT e Not entre 275

a 225 umol g* MF, enquanto para outros tratamentos/genétipos o nivel foi de 75 a 150
umol gt MF.

Figura 11 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacéo foliar Se, Si e Se+Si sobre acucar
total, sacarose, aminoacidos em folhas de gendétipos de tomateiro
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Legenda: A) agucar total, B) sacarose, C) aminoacidos em folhas de gendtipos de tomateiro. O erro
padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as
médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos gendétipos

em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento.

Ja para prolina (Figura 12), os resultados n&o diferiram entre os genaétipos (MT,
Nr e Epi) e os tratamentos. Por outro lado, para o genétipo Not no tratamento controle
apresentou maior conteado 45 pmol g1 MF e para os tratamentos com Si e Se+Si
apresentaram os menores conteldos 20 pmol g MF guando comparado com o

tratamento controle.

Figura 12 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacéo foliar Se, Si e Se+Si sobre prolina
em folhas de gendtipos de tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: O erro padrdo da média (n = 4) € indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam
diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas
correspondem aos genotipos em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao

tratamento.

Para H20:2 (Figura 13A), no tratamento Se o gendétipo Not apresentou cerca de
0,2 ug g* MF, enquanto para o genétipo Nr apresentou 1,0 ug g* MF e a peroxidacéo
lipidica, medido pelo MDA (Figura 13B) apresentou baixo conteudo para o genotipo
Epi em todos os tratamentos.

Para o sistema antioxidante enzimatico, a suplementacdo de Si e Se néo

apresentou diferenca marcante na atividade de SOD (Figural3D). A atividade de CAT
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(Figura 13E) mostrou um aumento acentuado sob déficit hidrico no tratamento Si para
0 gendtipo Epi com 12 mol min mg™? protein e no tratamento Se+Si para o gendétipo Nr
com 11 pmol min mg? protein. Ja para APX (Figural3F), o gendtipo Not apresentou

uma alta atividade com 0,7 pmol min mg -* protein no tratamento Se.

Figura 13 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacdo foliar Se, Si e Se+Si no
metabolismo antioxidante
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) concentracdo de perdxido de hidrogénio, (B) concentracdo de malondialdeido, (C)

concentracdo de proteina solavel, (D) atividade de superoxido dismutase, (E) atividade de catalase e
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atividade de ascorbato peroxidase (F) nas folhas de genotipos de tomateiro. O erro padrdo da média
(n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo
com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos genoétipos em diferentes

tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento.

Para o crescimento os dados de biomassa seca, parte aérea e radicular (Figura

14), ndo apresentaram diferencas significativas.

Figura 14 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacdo foliar Se, Si e Se+Si no
crescimento nos gendtipos de tomateiro
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) biomassa seca, B) Parte aérea C) Parte radicularf nos genétipos de tomateiro. O erro
padrdo da média (n = 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as
médias de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos genétipos

em diferentes tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento.
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J4 para producdo (Figura 15) ambos os gendtipos apresentaram baixa
produtividade para o tratamento controle quando comparado com os tratamentos com

a suplementacao de Se e Si.

Figura 15 - Efeitos do déficit hidrico com aplicacdo foliar Se, Si e Se+Si no
crescimento nos gendtipos de tomateiro para numeros de frutos, peso
(g) de frutos, produtividade, frutificacdo dos genotipos de tomateiro.
Efeitos do déficit hidrico com aplicagdo foliar Se, Si e Se+Si na
produtividade dos gendétipos de tomateiro produtividade
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) nimeros de frutos (B) gramas de frutos C) produtividade (D). O erro padrdo da média (n
= 4) é indicado por barras de erro. Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com
o teste de Tukey (P < 0,05). As letras minusculas correspondem aos genétipos em diferentes

tratamentos e as letras mailsculas correspondem ao tratamento.

4.4 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstra que a combinacdo de déficit hidrico com
aplicacao foliar de Se, Si e Se+Si em tomateiros mutantes hormonais induziram
respostas fisioldgicas especificas, jA que uma variedade de vegetais expressam
estratégias complexas para garantir a sua homeostase como forma de mitigar o
estresse (Xie et al., 2019).

Nossos resultados para pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b,
carotendides e pigmentos totais) para o tratamento controle ou seja para o “déficit
hidrico sozinho” apresentaram baixos teores, o que pode ser atribuido a

fotooxidacdo dos pigmentos e desnaturacdo da clorofila ou & formacdo da enzima
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proteolitica clorofilase (Farouk; Omar, 2020), contudo o genotipo Epi diferiu dos
demais, com altos teores.

Embora o etileno esteja intimamente relacionado as respostas da fisiologia do
estresse e ao mecanismo de defesa da planta (Keunen et al., 2016), papel este
particularmente importante do ponto de vista ecolégico e agricola, contudo é pouco
compreendido seu papel nos processos fotossintéticos, visto que fotossintese € um
dos processos menos referenciados da pesquisa etileno (Ceusters; Van De Poel,
2018).

Com relagdo ao tratamento Se+Si causaram aumentos significativos em varios
constituintes dos pigmentos fotossintéticos para o genotipo Not, sabe-se que o Se
pode proteger os cloroplastos, aumentar o teor de clorofila e regular as reacdes redox
(RADY et al., 2020) e sabe-se também que a aplicacao de Si melhora os processos
fotossintéticos em varias plantas expostas a diversos fatores de estresses abioticos,
indicando um papel significativo na fotossintese (Xu et al., 2023).

No estudo de Gong e Chen (2012) registraram que o Si aplicado exogenamente
aumenta a atividade das enzimas fotossintéticas em trigo sob déficit hidrico. Além
disso, a aplicagdo de Si permitiu que a planta de milho sob déficit hidrico mantivesse
alto potencial hidrico e clorofila, aumentando assim a taxa de fotossintese (Ning et al.,
2020).

Os pigmentos fotossintéticos sdo componentes importantes do metabolismo
energético e desempenham um papel crucial na adaptacdo em condicdes ambientais
indesejadas (Rangani et al., 2018).

O acumulo de solutos compativeis € uma estratégia adaptativa das plantas em
condicbes adversas, visto que contribuem para o ajuste osmotico celular,
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), manutencao da integridade
da membrana e estabilizacdo de enzimas/proteinas, sob diversos estresses abibticos,
como a seca (Du et al., 2020).

Nossos resultados demonstraram que o0 genotipo Nr apresentou maior nivel de
acucar total em ambos os tratamentos, sendo 0 maior nivel para o tratamento controle.
Estudos demostraram que as folhas das plantas sob déficit hidrico apresentam niveis
mais altos de acguUcar solluvel e sacarose (Ramasamy et al., 2022). Uma vez que 0
acumulo de acucar impede a oxidagdo da membrana celular sob deficiéncia hidrica

(Arabzadeh, 2012), também mantém a turgescéncia das folhas e previnem a
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desidratacdo de membranas e proteinas (Crowe; Hoekstra; Crowe, 1999; Sawhney et
al., 2002).

O nivel de aclcar aumentou para o genotipo Nr com a aplicacdo de Si quando
comparado com o tratamento com o Se é mais baixo que o controle, no estudo de Zhu
e colaboradores (2015), descobriram que o ajuste osmoético mediado por Si pode, em
parte, contribuir para a absorcdo de adgua aumentada em plantas de pepino sob
estresse salino, e o aumento do teor de acUcar solivel pode contribuir para a
diminuicao do potencial osmético do xilema da raiz com adicéo de Si.

Varios estudos sugeriram que a adi¢cao de Si pode aumentar a toleréncia a seca
e a salinidade nas plantas, regulando o contetdo de osmalitos e ajustando o potencial
osmotico (Rizwan et al., 2015). O Si mantém o status hidrico das plantas sob déficit
hidrico, por meio da formacdo de uma cuticula de silica de dupla camada sob a
epiderme foliar, reduzindo a transpiracao foliar (Luyckx et al., 2017).

Sob a condicao de seca, as plantas desenvolvem varios mecanismos de defesa
de acordo com suas necessidades, como também o aumento da sintese e acumulo
de aminoacidos especificos (Patel; Fatnani; Parida, 2021).

O tratamento Se+Si aumentou significativamente o nivel de aminoacidos para
0s gendtipos MT e Not, estudos constataram que o Se além de melhorar a qualidade
nutricional das plantas, pode aumentar o conteddo de aminoacidos, em tomate (Li et
al., 2022), e em aveia pelada (Li et al., 2021). A aplicacdo de silicio em amendoim,
sob condicdo de déficit hidrico apresentou um acumulo de reguladores osmoticos
como aminoacidos e agucares sollveis (Patel; Fatnani; Parida 2021).

Em muitas pesquisas realizadas sugere uma correlacdo positiva entre o
acumulo do aminoacido prolina na defesa da planta contra condi¢cdes adversas como
seca e salinidade (Martinez et al., 2018), atuando como um excelente antioxidante e
osmoprotetor (Hayat et al., 2012).

Era esperado que o contetdo de Pro fosse reduzido no mutante Not. Uma vez
que a rede de defesa é mediada por interacbes hormonais, onde o ABA ativa a
biossintese de osmodlitos compativeis, como Pro e chaperonas (Szabados; Savouré,
2009; Ismail, Takeda E Nick, 2014). Isso sugere que a biossintese de Pro pode ser
induzida por outros fatores além do ABA (por exemplo, por espécies reativas de
oxigénio) durante o estagio inicial de aclimatacdo ao déficit hidrico ou ao mesmo

tempo em que a degradacao de Pro é inibida (Poor et al., 2019).
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Nossos resultado corroboram com o estudo realizado por Poér e colaboradores
2019, o estresse salino induzido por NaCl 100 mM e 250 mM em tomate selvagem
Solanum lycopersicum L. cv. Rheinlands Ruhm e mutantes sitiens (sit) deficientes em
ABA, fez com aumentasse significativamente os niveis de Pro nas folhas sitem ambos
os tratamentos com NacCl.

A suplementacao de Se inibiu parcialmente o aumento de prolina para Not, o
que pode indicar que o Se aliviou os danos causados, quando comparado sob
condicao de déficit hidrico sozinho. Nossos dados corroboram os dados de Shuya e
colaboradores (2022) para tomate (S. lycopersicum L.) sob déficit hidrico. Atualmente
na literatura, a maioria dos estudos se concentram na funcdo do Se na reducédo do
acumulo e toxicidade de metais pesados nas plantas, enquanto os estudos sobre a
funcdo e o mecanismo do Se em plantas sob seca e estresse salino ndo séo
suficientes (Alves et al., 2020).

Muitos estudos indicam que a adi¢do de Sitambém pode aumentar a tolerancia
ao sal e a seca nas plantas, regulando o conteudo de osmdlitos e ajustando
o potencial osmético (Rizwan et al., 2015). A adicdo de Si inibiu parcialmente o
aumento da concentracdo de Pro em comparacdo com o déficit hidrico sozinho, o que
pode sugerir um alivio da lesdo por estresse. No estudo em radiculas de pepino, a
adicdo de Si inibiu parcial ou totalmente o aumento das concentracdes de Pro e
proteina, o que pode ser devido a um efeito de alivio da lesao por estresse (Gou et
al., 2020). Mas a ideia de que respostas reguladas por Si como o acumulo de Pro
podem participar da sinalizacdo hormonal é pouco demonstrada, o que precisa ser
testado em mais espécies de plantas (Zhu et al., 2020).

Uma das respostas instantdneas que as plantas apresentam quando
submetidas ao estresse hidrico € a sintese excessiva de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS). No entanto, no tratamento Se para o gendtipo Not a sintese de
H202, foi muito baixa, jA que o Se promove atividades de enzimas antioxidantes e
reduz os biomarcadores de estresse oxidativo a peroxidacéo lipidica (Emam et al.,
2014; Sattar et al., 2019).

No estudo o gendtipo Epi no tratamento Si, apresentou baixo contetido de MDA,
estudos sugerem que a aplicacéo de Si reduz H202 e peroxidacao lipidica em plantas
estressadas pela seca (Shi et al., 2014; Ma et al., 2016; Biju; Fuentes; Gupta, 2017)
pela dissipacdo de energia mediada por Si (Cao; Ma; Xu, 2020). Uma vez que as

membranas sdo 0s principais alvos de estresses abioticos, a preservacdo da
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integridade e estabilidade da membrana € um fator chave na tolerancia ao déficit
hidrico nas plantas (Malik et al., 2021).

No entanto, as plantas desenvolveram um mecanismo antioxidante complexo
para desintoxicar e eliminar o excesso de EROS, ajudando assim a manter a
homeostase celular. No entanto, a suplementacdo de Si e Se nao apresentou
diferenca marcante na atividade de SOD em ambos os genoétipos em relacdo a planta
tratada apenas com seca. Este resultado indica que o nivel de SOD ¢é
constitutivamente alto para o limiar para a desintoxicacdo do Oz induzido pela seca.

Além disso, a atividade de CAT mostrou um aumento acentuado sob déficit
hidrico no tratamento de Si para o genoétipo Epi e para o gendtipo Nr no tratamento
Se+Si. J& para APX, o gendétipo Not apresentou uma alta atividade no tratamento de
Se. As mudancas foram bastantes significativas, especialmente para essas duas
dltimas enzimas, o que fornece evidéncias de que esses elementos podem estar
diretamente envolvido na extincdo de EROS, mostrando o papel protetor desse
elemento em situacdes adversas, conforme relatado em trigo e girassol em condi¢cées
de déficit hidrico (Verma et al., 2020; Ahmad; Haddad, 2011).

Varios estudos mostraram que a suplementacéo de silicio e selénio durante o
déficit hidrico pode aumentar significativamente o crescimento. Nossos dados de
crescimento ndo apresentaram diferencas significativas para massa seca e parte
radicular, j4 para a parte aérea em ambos 0s genoétipos em todos os tratamentos as
diferencas ndo foram marcantes.

No estudo de Sonobe et al. (2010) a aplicacdo de Si durante o deficit hidrico
também ndo promoveu o crescimento das raizes. As razBes para essa diferenca no
crescimento podem estar relacionadas aos seguintes fatores: métodos de teste,
concentracdo do produto, periodo de aplicacdo. Ja para a producéo os tratamentos
com a aplicacédo de Se, Si e Se+Si, apresentaram uma maior producdo quando
comparado ao tratamento controle, mostrando que a acdo desses compostos,

influenciam em todo metabolismo da planta.
45 CONCLUSOES
A partir das discussdes gerais, pode-se resumir que existe varias vias de

sinalizacdo de horménios vegetais como (etileno e acido abscisico), Se e Si que

interagem durante o déficit hidrico, resultando em um aumento dos compostos
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osmoprotetores e maior atividades. O Se e Si tem um alto potencial relacionados a
defesa, producao de enzimas antioxidantes e compostos osmoprotetores.

A utilizacdo de atenuadores em relacdo a determinados estresses ambientais
ainda é uma area de pesquisa em aberto. Assim, 0 estudo destaca a sua utilidade

contra o0 estresse abidtico nas plantas, o que ajudara em pesquisas futuras.
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