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RESUMO

Peroxido de hidrogénio (H202), espécie reativa de oxigénio, apesar de potencialmente
danoso, atua na sinalizagcéo de diversos processos no metabolismo vegetal, como
crescimento e respostas a estresses abibticos, como a seca. Objetivou-se neste
trabalho verificar se a aplicagdo exdgena de H20: interfere no desempenho
fotossintético, producdo de biomassa e no ajuste metabdlico de tomateiro submetido
ou ndo a periodo de seca. O experimento foi conduzido no delineamento em blocos
casualizados, em esquema fatorial 2x3, sendo duas condicBes hidricas: plantas
regadas e plantas submetidas a seca, e trés aplicacdes foliares: zero, uma ou duas
aplicagbes foliares de 1 mM de H202. As avaliagdes foram realizadas em dois
momentos, primeiro, durante o periodo em que parte das plantas estavam submetidas
a seca, e segundo, apés essas plantas estarem recuperadas pelo retorno da rega.
Foram realizadas avaliacGes de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, curva de
carboxilagédo da RuBisCo, analise de crescimento, acumulo de massa seca, contetido
relativo de agua, potencial agua da folha, carboidratos, perfil quimico de acucares,
pigmentos foliares, peroxidacéo lipidica, concentracfes foliares de perdxido de
hidrogénio, fendis e prolina e atividade de enzimas antioxidantes. Concluiu-se que
aplicacdo exdgena de H20: incrementa o desempenho fotossintético de plantas
cultivadas sob regime normal de rega e na seca e ajustes metabdlicos dependem do
namero de aplicacdes de H202, assim como aplicacdo exdégena de H202 incrementa
a producdo de biomassa de plantas cultivadas sob regime normal de rega, tendo
atuado na sinalizacdo de reacdes fotossintéticas e protecdo ao déficit hidrico, com

potencial uso para aclimatacao sistémica adquirida.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio; aclimatagcdo sistémica adquirida;

metabolismo primario; promoc¢ao de crescimento, ajuste osmatico.






ABSTRACT

Hydrogen peroxide (H20:2), a reactive oxygen species, although potentially harmful,
acts in the signaling of several processes in plant metabolism, such as growth and
responses to abiotic stresses, such as drought. The aim of this work was to verify if the
H202 exogenous application interferes in the photosynthetic performance, biomass
production and in the metabolic adjustment of tomato plants submitted or not to a
period of drought. The experiment was conducted in a randomized block design, in a
2x3 factorial scheme, with two water conditions: watered plants and plants subjected
to drought, and three foliar applications: zero, one or two foliar applications of 1 mM
H20:2. The evaluations were carried out in two moments, first, during the period in which
part of the plants were subjected to drought, and second, after these plants were
recovered by the return of watering. Were evaluated the chlorophyll a fluorescence,
gas exchange, RuBisCo carboxylation curve, growth analysis, dry mass accumulation,
relative water content, leaf water potential, carbohydrates, chemical profile of sugars,
leaf pigments, lipid peroxidation, foliar concentrations of hydrogen peroxide, phenols
and proline and activity of antioxidant enzymes. It was concluded that exogenous H20:2
application increases the photosynthetic performance of both plants cultivated under
normal watering regime and in drought, and metabolic adjustments depend on the
number of H202 applications, as well as exogenous H202 application increases the
biomass production of plants cultivated under irrigation, having acted in the signaling
of photosynthetic reactions and protection against water deficit, with potential use for

acquired systemic acclimation.

Keywords: reactive oxygen species; acquired systemic acclimation; primary

metabolism; growth promotion; osmotic adjustment.
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INTRODUCAO GERAL

A producéo de tomate no Brasil é de relevante importancia econémica e social.
Segundo dados de CEPEA/ESALQ, (2020), o tomate se destaca entre 60 hortalicas
produzidas no pais, sendo o fruto mais produzido e o que mais contribui com
distribuicdo de renda nas lavouras. Os valores atrelados a sua comercializacdo
alcancaram 3,5 biln6es de reais em 2019. A producdo de tomate é amplamente
distribuida no territério nacional, sendo aproximadamente 63% destinado ao

segmento de mesa, para consumo in natura, e o restante para industria.

Apesar da expansao do cultivo de tomate em ambiente protegido apresentar
possibilidade de controle das condicbées do ambiente, a maior parte da producao
ocorre a campo, onde a cultura depende principalmente da oferta hidrica decorrente
de precipitacdes. Dessa forma, no contexto atual de alteragdes climaticas, eventos
climaticos extremos, como periodos de seca mais prolongada e fora de sua
previsibilidade normal devem ocorrer com maior frequéncia (IPCC, 2022) e estudos
gue contribuam com alternativas para reduzir prejuizos nas lavouras sao de grande

relevancia.

E fundamental para o desenvolvimento de novas técnicas que possam
incrementar o desempenho de plantas cultivadas, o conhecimento do metabolismo da
planta e suas respostas a condicdes ambientais desfavoraveis, como o déficit hidrico,
primariamente detectado na raiz, levando por meio da sinalizacéo raiz-folhas, via
xilema, ao fechamento estomatico, o que reduz a transpiracao, mas também a fixacao
de COg, principal dreno de elétrons, acarretando alteracdes no fluxo de elétrons e no
sistema enzimatico (SALAZAR; HERNANDEZ; PINO, 2015). A sinalizagdo ocorre
principalmente pela acdo do horménio ABA, que induz a primeira resposta fisiologica
a seca nas folhas, que é o fechamento estomatico e consequente reducao da perda

de agua pela transpiragéo.

A sinalizagédo pelo ABA nas células guarda ocorre em fungdo da abertura de
canais de calcio e pela liberacao de célcio de reservas internas como do vacuolo. O
aumento do calcio citosdlico leva a desativacdo de bombas proténicas da membrana
plasmatica e de canais de influxo de potassio, mas ativam canais de efluxo de anions.

Isso acaba levando a despolarizacdo da membrana, que ativa canais de efluxo de
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potassio. A continuidade do efluxo de anions e potassio contribuem para a reducao
do potencial osmoético externamente as células guarda com consequente
movimentacdo de agua e perda de turgor destas células, que leva ao fechamento
estomatico (SCHROEDER et al., 2001).

A percepcdo do ABA ocorre por sua ligacao aos receptores citosolicos (proteinas
PYR/PYL/RCAR), o que inibe por ligacdo direta proteinas fosfatase do tipo 2C, que
séo reguladoras negativas da proteina quinase SnRK2 (OST1). Dessa forma, OST1 é
ativada, com efeito positivo sobre uma proteina de membrana, a NADPH oxidase
(RBOH), que gera H202 (HSU et al., 2021).

O H20:2 desencadeia a abertura de canais ibnicos da membrana plasmética que
sdo permeaveis ao calcio, permitindo sua entrada na célula. O aumento na
concentracao de calcio por sua vez leva a ativacao de proteinas quinase dependentes
de calcio (CPKs), que também ativam proteinas RBOH e canais de efluxo anidnicos,
aumentando o fechamento estomético (HSU et al., 2021). Como a abertura estomética
€ necessaria para o suprimento celular e a consequente transformacao do CO2, fica
evidente o impacto nos processos de crescimento da planta, por reducdo da

fotossintese.

Paralisacdo do crescimento e outras alteracdes metabodlicas comecam a ocorrer
guando a seca se prolonga. A seca eleva o nivel de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nos compartimentos celulares como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. Os danos oxidativos podem comecar ocorrer caso a eliminagao das

ERO supere a capacidade do sistema antioxidativo (ISHIBASHI et al., 2011).

Os estudos que contemplam ERO em plantas sob condi¢des de estresse, bidtico
ou abidtico, normalmente abordam o potencial destrutivo dessas moléculas e suas
implicagbes com dano oxidativo excessivo ou irreparavel, no entanto trabalhos mais
recentes tém destacado a essencialidade de ERO produzida nos cloroplastos como
molécula sinalizadora para inUmeros mecanismos importantes para a manutencédo do
equilibrio redox celular necessario para a obtengcdo e utilizacdo de energia, na
fotossintese e na respiracdo (FOYER, 2018). A deteccdo de ERO nos cloroplastos
ocorre principalmente por grupos tidis em proteinas como cisteina, e € importante para
coordenar as taxas de geracdo de NADP e ATP com a utilizagdo dessas moléculas
nos processos de assimilagdo fotossintética do carbono, por intermédio de
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tioredoxinas. Essa regulacdo permite respostas rapidas do organismo vegetal as
condicbes ambientais flutuantes, mas outras modificacbes pos-traducionais séo
desencadeadas, especialmente reac6es de fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas
que também regulam processos que ocorrem nos tilacoides e estroma. Tioredoxinas
participam de vias responsaveis pela ativacao induzida pela luz de enzimas do ciclo
de Calvin-Benson, como frutose 1-6 bifosfatase (FBPase) (FOYER, 2018).

Comumente, a energia recebida nos fotossistemas de plantas sob déficit hidrico
excede a capacidade de sintese organica, pois a reducao na oferta de CO2 devido ao
fechamento estomatico limita a fotossintese e aumenta formas de dissipacdo da
energia, tanto como fluorescéncia, calor ou drenos alternativos para elétrons
(WILHELM; SELMAR, 2011). Outras mudancas no metabolismo incluem maior
atividade de enzimas antioxidantes, para combater radicais formados principalmente
nos cloroplastos. O acumulo de prolina e agucares podem auxiliar na remocao de ERO
e atuar como osmorreguladores, e com avanco do periodo de estresse, € maior o teor
de H20:2 celular devido a prejuizos na atividade fotossintética e peroxidacao de lipidios,

com reducao na concentracao de pigmentos foliares (HATZIG et al., 2014).

Em tomateiros tolerantes a seca, verifica-se que a producdo de moléculas que
atuam na desintoxicacdo por ERO é maior. Esse metabolismo especializado tem
como principais produtos fenois e polifendis (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011),
mas também enzimas como a superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e catalase (CAT) (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012). A maior concentracéo
de acucares redutores e prolina nos tecidos de tomateiro submetidos a seca também
mostra um mecanismo adaptativo da planta para manter ajuste osmético (PATANE,
2011).

ERO, como superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto
(*O2) e radical hidroxila (OH) sé&o os principais responsaveis por danos celulares, mas
também sdo importantes moléculas sinalizadoras envolvidas na resposta a eventos
estressantes, além de essenciais em processos de desenvolvimento como divisdo e
diferenciacdo celular, gravitropismo, crescimento radicular e morte celular
programada, entre outros (SINGH et al., 2016). H20:2 induz a oxidag&o de residuos de
cisteina, conhecido interruptor molecular, envolvido em diversas vias de sinalizac¢ao.

Isso leva a formacéao de dissulfetos mistos com glutationa, que séo considerados
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formas protetoras de proteinas contra oxidac&o adicional, modulando as funcées das
proteinas que interagem com o DNA. A regulacdo na expressao génica permite uma
resposta rgpida sem a necessidade da sintese de novos RNAs mensageiros e sua
exportacdo do nucleo (QURESHI et al., 2022).

O envolvimento de H202 na sinalizagcdo de plantas ao estresse abiotico tem sido
estudado, e sugere possibilidade de sua utilizacdo, de forma exégena, no treinamento
do metabolismo para eventos futuros, o que é conhecido como aclimatacéo sistémica
adquirida. Trata-se da preparacdo da defesa, ou seja, capacidade de resposta mais
eficiente ao estresse, apos sinalizacao inicial (CHOI et al., 2017). Segundo Czarnocka;
Karpinski, (2018) ERO, embora potencialmente prejudicial as células vegetais, deve
ser considerada mensageiro benéfico, que em cooperacdo com outras moléculas
sinalizadoras podem levar a melhor desempenho de culturas em condi¢des

desfavoraveis.

Basicamente um estimulo estressante, como alta incidéncia luminosa,
temperatura ou estresse osmotico acarreta sinalizagdo do estresse que € distribuido
por toda planta. A planta reage ao estresse com a expressao de genes que levam ao
maior funcionamento do metabolismo especializado, como sintese de enzimas e
moléculas com acao antioxidante. Essa resposta € aprendida pela planta, e caso um
evento subsequente leve ao mesmo tipo de sinalizacdo, o sistema de defesa podera
ser mais efetivo em sua acao, permitindo melhor performance da planta mesmo em
condicbes adversas (CHOI et al., 2017; CZARNOCKA; KARPINSKI, 2018).

A sinalizacao, para promover um efeito sistémico, precisa ser passada de célula
para célula, assim como de tecido para tecido no corpo vegetal. O estudo de Gilroy et
al., (2014) indica que existe interconexao entre producéo de H20:2 e os niveis de Ca?*
nas ceélulas, e a transmissao de sinais deflagrados por algum evento de estresse. Para
sinalizacdo a longas distancias, ondas provocadas apenas por mudancas na
concentracédo dessa ERO e do Ca?* ndo seriam eficientes, visto que a taxa de difusdo
de ambos € baixa, e existem diversos mecanismos celulares para remocéo dessas
moléculas, como agentes antioxidantes e compartimentalizagcdo no vacuolo. Dessa
forma, a producdo de H20:2 nas células pode desencadear uma alteracdo nos niveis
citosoélicos de Ca?*, provocado principalmente pela acédo nos canais carreadores deste

jon.
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A alteracdo nos niveis de Ca?* por sua vez age sobre quinases que fazem com
que proteinas RBOH (NADPH oxidase), produtora de H202, aumentem a
concentracdo dessa ERO, em um processo de retroalimentagdo do circuito. Esses
eventos sdo passados de célula a célula, fazendo com que ocorra uma mudanca no
potencial de membrana das células, provocando uma onda que pode se propagar de

maneira rapida e eficiente.

A sinalizacdo por ERO é um dos mecanismos conhecidos de percepcao de
estresse pelas plantas, porém as modificacdes que ocorrerdo no metabolismo apds
essa sinalizacdo ainda néo estdo elucidadas para as diversas espécies de plantas
(SINGH et al., 2016). O H202, por exemplo, esta envolvido no processo de fechamento
estomatico, intimamente ligado ao status hidrico da planta e do solo. A movimentacéo
estomatica é apenas a primeira resposta visual ao déficit hidrico. Ishibashi et al.,
(2011) verificaram que a aplicacdo de H202 em plantas de soja, anteriormente ao
déficit hidrico, aumentou a resisténcia da planta ao estresse subsequente, pelo
aumento da concentracdo de acucares solUveis nas células, resultando em uma

melhor condi¢éo hidrica.

Ja o estudo de de Azevedo Neto et al., (2005) de Azevedo Neto et al., (2005)
mostrou que o H202 fornecido a plantas de milho posteriormente submetidas ao
estresse salino resultou em um melhor desenvolvimento dessas plantas, comparadas
aguelas que néo receberam o pré-tratamento. Nesse caso, melhor desempenho foi
explicado por maior atividade de enzimas antioxidantes, como CAT, SOD, GPX e
APX, que refletiram em menor peroxidacao lipidica de componentes celulares. Essas
diferencas de respostas metabdlicas entre a aplicacdo de H202 em plantas indica que
ainda ha lacunas para entender o papel das ERO nos processos de sinalizagdo e

mediacao de eventos de estresse.

Plantas cultivadas sob condi¢cdes hidricas normais, sem estresse aparente,
também podem ser beneficiar do fornecimento exdégeno de H202, pois essa molécula
é capaz de promover crescimento, como verificaram Jamaludin et al., (2020) e Rashid
et al., (2021). Aplicacao foliar de 100 umol de H202 em plantas de quinoa aumentou
conduténcia estomatica, conteudo de clorofila, carotendides, antocianinas, acido
ascorbico, proteinas soluveis e prolina, enquanto reduziu MDA, o que, segundo 0s

autores resultou em maiores acumulo de biomassa, producéo e qualidade nutricional
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de grdos (RASHID et al., 2021). Jamaludin et al., (2020) observaram que aplicacéo
foliar de 15 e 20 mM de H20:2 duas vezes por semana durante 45 dias aumentou o
crescimento de Ficus deltoidea Jack var. Deltoidea, uma planta de crescimento lento,
atribuido a baixa taxa fotossintética e sua incapacidade de sobreviver sob luz solar
direta. Os autores verificaram que essas doses de H20: fornecidas aumentaram o
desempenho fotossintético da planta, com maior expressao do gene rbcL, de origem
do DNA plastidico, que codifica subunidades da enzima RuBisCO, verificada por teste
RT-PCR.

H20:2 é a espécie reativa de oxigénio mais estavel e por isso na planta exerce acéo
sinalizadora sobre processos como fotossintese, respiracdo, translocacdo e
transpiracdo (ISMAIL et al.,, 2015). A promoc¢do de crescimento obtida pelo
fornecimento de H202 exdgeno é atribuida quase exclusivamente a alteracdes no
metabolismo fotossintético. Segundo revisdo de Khan; Yusuf; Fariduddin, (2018),
H202 pode alterar o estado de ativacdo da RuBisCO e resultar em elevacdo no
rendimento quantico efetivo do FSII. Os autores também compilaram resultados de 14
estudos com fornecimento de H20:2 para diversas espécies de plantas, com variacao
no modo de aplicacdo (aplicacgao foliar, via irrigacéo e tratamento de sementes), com
resultados semelhantes quanto ao estimulo do metabolismo fotossintético.

Dessa forma, levantamos a hip6tese de que a aplicacdo exdégena de H202 em
tomateiro promove aclimatacdo em plantas submetidas a seca, e favorece a
recuperacdo apoés retorno da rega, com reducdo nos danos causados pela falta de

agua.

Objetivou-se neste trabalho verificar se a aplicagdo foliar de H20: interfere no
desempenho fotossintético, producdo de biomassa e no ajuste metabolico de
tomateiro submetido a periodo de seca e posterior recuperacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados demonstraram que aplicacdo foliar de peroxido de
hidrogénio (H202) em tomateiro foi eficaz para provocar modificacdes no metabolismo
fotossintético e compostos relacionados a defesa vegetal. Aplicacéo foliar de 1 mM de
H202 pode ser utilizada para aumentar o acimulo de massa seca em tomateiro
cultivado sob regime hidrico normal e acarretar aclimatagdo por meio da utilizacdo de
drenos alternativos para dissipacdo de energia nao fotoquimica em plantas
submetidas ao déficit hidrico, especialmente quando aplicado de modo sequencial (2x
H20:2). Desse modo, essa pratica pode ser considerada no manejo de tomateiro como
forma de reducdo de danos perante eventos de seca ou aproveitando o melhor
desempenho do sistema fotossintético.

Aplicacao foliar de H202 pode ainda contribuir com estratégias, como aclimatacéo
sistémica adquirida, para enfrentamento de periodos de déficit hidrico ndo previstos,
decorrentes inclusive dos novos desafios impostos pelas mudancas climaticas, visto
gue plantas submetidas ao déficit que receberam H202 apresentaram menor dano
oxidativo durante a restricdo hidrica, com alterac6es metabdlicas que resultaram em
sinalizacdo para producdo de compostos relacionados a defesa vegetal, como a
enzima APX, fendis, arabinose e manose. Plantas cultivadas sob regime hidrico
normal que receberam aplicacdo foliar de H202 ndo revelaram prejuizos,
apresentando inclusive maior desempenho fotoquimico e melhor eficiéncia do uso da
agua, otimizando os recursos luminoso e hidrico. Esperamos que nossos achados
contribuam e despertem novas pesquisas sobre estimulagdo de sinalizagcdo por
espécies reativas de oxigénio para modificagcbes no metabolismo de plantas com
maior produtividade, aclimatacao frente a situacdes adversas e até mesmo sintese de

compostos bioativos.
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