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RESUMO

Os tricomas, estruturas responsaveis pela producdo de uma variedade de metabolitos
secundarios, tém sido implicados na resposta antiherbivoria em vegetais. O sulfeto de
hidrogénio (H»S) ¢ uma molécula gasosa que emergiu recentemente como importante
sinalizador em vérios processos do desenvolvimento e nas respostas de plantas a estresses.
Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito de um doador de H,S (NayS) e o pH de
sua solugdo na formagdo de tricomas em plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom
(MT) e o hibrido Get. Plantas com o primeiro par de folhas expandidas foram aspergidas
com Na,S a 0, 50, 100 ou 200 uM (pH 11,0) por um periodo de 15 dias. Paralelamente,
estresse mecanico foi promovido nas folhas que foram aspergidas com H,S a 100 uM (pH
6,4). O crescimento das plantas e o nimero de folhas produzidas ndo foram afetados pelo
H,S exdgeno. O numero de tricomas na face adaxial de folhas novas tratadas com Na,S
(pH 11,0) foi 30% menor que aquele de folhas novas de plantas controle,
independentemente do genoétipo estudado. Contudo, o uso de Na,S (pH 6,4) promoveu um
acréscimo de 80 e 48% no numero de tricomas da face adaxial de folhas de MT e de Get,
respectivamente. Esse tratamento também estimulou o aumento da propor¢do de tricomas
glandulares em ambos os genétipos. Sabe-se que o dano mecanico pode provocar estresse
oxidativo, bem como induzir a formagao de tricomas em folhas novas. Contudo esse dano
ndo afetou o nimero de tricomas e nem o conteido de H,O, em folhas novas apds 21 dias
de tratamento. O Na,S (pH 6,4) restabeleceu a atividade superoxido dismutase de plantas
de MT danificadas aos niveis encontrados nas plantas controle. A aplicagdo da solugdo de
pH 11,0 pode ter alterado o pH das folhas dos tomateiros e essa alteracdo pode ter
culminado na inibi¢do e/ou atraso da formacao de tricomas em folhas novas. Dessa forma,
o pH da solu¢ao de doador de H,S ¢é crucial para observar os efeitos reais desse gas na
planta. O gés sulfidrico sinaliza processos celulares que podem desencadear a inducdo da

formagdo de tricomas em folhas jovens de tomateiros.
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ABSTRACT

Trichomes are structures responsible for the production of a variety of secondary
metabolites that are implicated in plant response to herbivory. Hydrogen sulfide (H,S) is a
gas that has emerged as a signaling molecule during plant growth and development and in
response to stress. This work focused on the investigation of the effect of an H,S donor
(NayS) under two pH conditions on the trichome formation in Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom (MT) and the hybrid Get. Plants bearing the first fully expanded leaf pair were
sprayed with Na,S at 0, 50, 100 or 200 uM (pH 11.0) for 15 days. In another experiment,
mechanical stress was imposed in plant leaves followed by treatment with 100 uM Na,S
(pH 6.4). Plant growth and leaf production were not affected by the treatments. The
number of trichomes on the adaxial face of young leaves treated with Na,S (pH 11.0) was
30% lower than that of young leaves of control plants, regardless of the genotype.
However, the use of Na,S (pH 6.4) promoted trichome formation on adaxial face of MT
and Get young leaves by 80% and 48%, respectively. This treatment also stimulated the
increment of glandular trichome proportion in both genotypes. Mechanical damage is
known to cause oxidative stress and induce trichome formation in new leaves. However,
this damage neither affected the number of trichomes nor the H,O, content in young leaves
after 21 days of treatment. The treatment with Na,S (pH 6.4) reestablished the activity of
superoxide dismutase to control levels in MT injured plants. Application of Na,S at pH
11.0 may have changed the pH of the leaves and this alteration may have culminated in the
inhibition and/or delay of trichomes formation in young leaves. Thus, the pH of H,S donor
solution was found to be pivotal for the actual effects of this signaling molecule in plants.
The H,S signals cellular processes that, in turn, may trigger the induction of trichome

formation in young leaves of tomato plants.
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1. Introducio

1.1. Tricomas

Os tricomas sdo protuberancias de células epidérmicas, amplamente distribuidas no
reino vegetal. Podem ser uni ou multicelulares e variam consideravelmente em forma,
tamanho e densidade (Schilmiller et al., 2008; Kang et al., 2009). O critério mais utilizado
para classifica-los ¢ a presenca ou ndo de atividade secretora. Os tricomas glandulares sdo
aqueles que possuem a capacidade de sintetizar, armazenar e secretar metabolitos
biologicamente ativos especializados (Kang et al., 2009; McDowell et al., 2011). Os
tricomas nao glandulares sdo desprovidos de atividade secretora e nao produzem
substancias. Atuam, principalmente, como uma barreira fisica da planta que previne a
perda de agua, protege o organismo contra altas temperaturas e ataque de herbivoros e
patogenos (Werker, 2000). Os tricomas podem exercer funcdes biolodgicas importantes
como desencorajar herbivoria, atrair polinizadores e proteger contra varios tipos de estresse
(Werker, 2000; Wagner et al., 2004) e muitas destas fun¢des sdo o resultado da natureza
especializada dos tricomas glandulares (Kang et al., 2009; McDowell et al., 2011).

Alguns processos que desencadeiam a formacgdo de tricomas nas plantas, os
estimulos que levam a sua producdo e o espacamento deles na lamina foliar sdo
conhecidos. Sabe-se que varios genes sdo responsaveis pela formacao dessas estruturas em
Arabidopsis thaliana, tais como os da familia GLABRA (GL1, GL2, GL3), TRANSPARENT
TESTA GLABRAI (TTG1), ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3), (Serna & Martin, 2006;
Dalin et al., 2008), responsaveis pela iniciagdo e pelo espacamento dos tricomas no limbo.
Contudo, A. thaliana possui apenas tricomas ndo glandulares. Estudos sugerem que a
formagdo de tricomas glandulares pode ter bases genéticas diferentes daquelas para
formag¢do de tricomas ndo glandulares. Além disso, os mecanismos que induzem a
formagdo dos tricomas em Arabidopsis sao analogos aqueles observados para espécies da
familia Solanaceae (Serna & Martin, 2006; Dalin et al., 2008).

Evidéncias apontam que, adicionalmente as bases genéticas, os hormonios vegetais
estdo envolvidos na formagdo dos tricomas. Estudos indicam que o acido jasmonico e
giberelinas ativas exdgenas proporcionam um aumento no nimero de tricomas em folhas
jovens (Traw & Bergelson, 2003). Também ha relatos de que danos mecanicos e aqueles
causados por herbivoros levam a um rapido aumento nos niveis de acido jasmonico

(Reymond et al., 2000) que, por sua vez pode estimular a formag¢do de tricomas. De outro
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modo, foi observado que a aplicacdo de 4cido salicilico leva a uma diminui¢do no nimero
de tricomas em folhas novas, inibindo a resposta ao acido jasmoénico (Penia-Cortés, et al.,
1993; Doares et al., 1995; Traw & Bergelson, 2003). Os niveis de 4cido salicilico nas
plantas também podem aumentar em resposta a danos causados por alguns herbivoros
(Stotz et al, 2002; Van Poecke & Dicke, 2002). Isto sugere que o aumento da produgdo de
tricomas varia de acordo com a identidade do herbivoro e parece depender do cross-talk

entre 4acido jasmonico e acido salicilico.

1.2. Gas sulfidrico

O sulfeto de hidrogénio, ou gas sulfidrico (H,S), ¢ uma molécula gasosa, de meia
vida curta (12 a 37 h) e reconhecida importancia para varios processos do desenvolvimento
e nas respostas de plantas a estresses. Os efeitos do H,S em plantas tém sido estudados ha
muitos anos, mas s6 recentemente foi sugerido que este gas atua como uma molécula
sinalizadora, a semelhanga do observado em células animais (Kimura, 2000; Wang, 2003;
Wang, 2012).

Os efeitos fisioloégicos do H,S sdo geralmente determinados a partir do uso de
substancias capazes de liberar este gas no meio (Wang, 2012). Um cuidado deve ser
tomado com relagdo ao pH das solucdes tendo em vista que o H,S ¢ um acido fraco em
solugdo aquosa com constante de dissociagdo (pKa) de 7,0 a 25 °C e 6,8 a 37 °C. O H,S
pode dissociar-se em H" e anion hidrossulfeto (HS") que, por sua vez, pode dissociar em H"
e anion sulfeto (S*) ao atingir a segunda constante de dissocia¢do (pKa >17), por meio da
seguinte reagio: H;S <> H' + HS <> 2 H + S*. Dessa forma, a dissociagdo dos doadores
de H,S, bem como do H,S em si, ¢ dependente de pH e podem ser geradas interpretacdes
equivocadas dos resultados em sistemas bioldgicos caso o pH da solucdo de doador de H,S
ndo seja devidamente ajustado (Wang, 2012).

Estudos iniciados na década passada revelam o papel sinalizador do H,S em varios
processos nas plantas, incluindo germinacdo de sementes, organogénese da raiz,
movimento das células-guarda e autofagia (Papenbrock et al., 2007; Zhang et al., 2008;
Zhang et al., 2009; Garcia-Mata et al., 2010; Alvarez et al., 2012; Lisjak et al., 2013).
Alguns estudos tem também relacionado esse gas com a defesa da planta a varios tipos de
estresse abidtico, principalmente por aliviar o estresse oxidativo, ao estimular a atividade
de enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato

peroxidase (APX) (Zhang et al., 2008; Yu et al, 2013). Contudo, poucos estudos
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relacionaram H,S a resposta de plantas a estresses bidticos (Hu et al., 2014; Shi et al.,
2014). Chen et al. (2014) observaram que, apds tratamento com H,S ocorreu um aumento
em quantidade da enzima aleno oxide synthase (AOS), envolvida em uma das etapas
iniciais da biossintese de 4cido jasmonico. Os autores sugerem que o H,S pode ajudar na
tolerancia ao estresse da planta, aumentando os niveis de dcido jasmdnico que tem um
conhecido papel na defesa, incluindo o aumento no niimero de tricomas em folhas novas
(Traw e Bergelson, 2003). Shi et al. (2014) também mostraram que a aplicagdo de um
doador de H,S leva a um aumento na expressao de genes da biossintese de acido salicilico
e que plantas com baixo contetido enddgeno de H,S apresentavam diminui¢do nos niveis
dos transcritos dos genes supramencionados.

Considerando o papel dos tricomas e do H,S na defesa de plantas a estresses e que
o H»S parece influenciar a via metabdlica de hormonios formadores de tricomas (4acido
jasmonico e acido salicilico), um dos objetivos desse trabalho foi avaliar se H,S também

influencia a formagao de tricomas.

1.3. Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum L. (tomate; Solanaceae) ¢ uma cultura economicamente
importante, cultivada mundialmente, que possui uma série de caracteristicas que a torna
uma planta modelo, tais como genoma relativamente pequeno (950 Mb), marcadores de
mapa genético, ricas cole¢des de germoplasma (Tomato Genetics Resource Center) e
protocolos de transformagdo eficientes. Além disso, o tomate pode ser considerado um
modelo de planta alternativo a Arabidopsis thaliana devido a diversas caracteristicas nao
encontradas nesta planta da familia Brasicaceae, tais como crescimento simpodial
independente de fotoperiodo, formagdo de frutos climatéricos carnosos, presenga de folhas
compostas, realizagdo de interacdo com fungos micorrizicos e produgdo de tricomas
glandulares (Carvalho et al., 2011).

Os mutantes sdo, provavelmente, o material genético mais confidvel para acessar
informacdes bioldgicas em um dado organismo vivo. A pletora de mutantes disponiveis
para o tomate ¢ outra caracteristica vantajosa desse modelo vegetal (Emmanuel et al.,
2002). No entanto, estudos comparativos que utilizam mutantes de tomate tendem a ser
limitados pela diferenca de backgrounds genéticos. Em tomate, a maioria das mutacdes
conhecidas ¢ distribuida em varios backgrounds genéticos, incluindo de espécies selvagens

(Campos et al.,, 2010). Além disso, o tamanho normal das plantas da espécie, maior que um
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metro de altura, exige espagos de crescimento considerdveis e o tempo de geracdo de
aproximadamente quatro meses faz com que seja uma planta ndo tao fécil de se manusear
(Meissner et al., 1997). Por estas razdes, a cultivar de tomate ando denominada Micro-Tom
(MT) esta sendo cada vez mais utilizada como um sistema modelo. Devido ao tamanho
compacto da planta (aproximadamente quinze centimetros de altura), o MT foi descrito
originalmente para fins ornamentais (Scott & Harbaugh, 1989). Contudo, o seu ciclo de
vida curto, de aproximadamente dez semanas, ¢ a capacidade de crescimento em altas
densidades também tornou o MT um sistema de modelo genético adequado para diversos
estudos (Meissner et al., 1997, Carvalho et al., 2011). O potencial do MT como uma
ferramenta gendmica ¢ amplamente reconhecido e varios recursos para gendmica funcional
de tomate tém sido desenvolvidos em background Micro-Tom (Matsukura et al., 2008).
Uma das caracteristicas presentes no tomate ¢ a producdo de tricomas glandulares.
No género Solanum, sete tipos de tricomas foram relatados em vérias espécies de tomate
sendo os tipos I, IV, VI e VII glandulares e tipos II, Il ¢ V ndo glandulares (Luckwill,
1943). O tomate cultivado apresenta tricomas glandulares dos tipos I, VI e VII, mas carece
do tipo IV, que parece conferir resisténcia a artropodes para algumas espécies selvagens de
Solanum, como S. galapagense ¢ S. pennellii (Lucatti et al., 2013; Resende et al., 2008).
Comparagdes entre espécies domesticadas e seus progenitores selvagens revelaram que
muitos dos metabolitos especializados produzidos em tricomas glandulares foram perdidos
durante a domesticacdo da espécie. A perda desses compostos importantes levou a um
aumento da susceptibilidade das culturas domesticadas ao ataque de patdgenos e
herbivoros, em comparacdo as selvagens. A reintroducdo da via de biossintese desses
compostos em espécies de interesse agronomico ou comercial pode ser uma forma eficaz

de combater a perda de safra devido a insetos e doencas (McDowell et al., 2011).

1.3.1. Galapagos enhanced trichomes (Get)

Galapagos enhanced trichomes (Get) ¢ um variante de Micro-Tom obtido
recentemente no Laboratorio de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Universidade de Sao Paulo;
www.esalg.usp.br/tomato) a partir de cruzamentos realizados entre S. lycopersicum cv MT
e o selvagem S. galapagense. O Get apresenta um maior indice de ramificacdo e folhas
menores (pilosas e pegajosas) quando comparadas a linhagem quase isogénica MT, devido

provavelmente ao grande numero de tricomas glandulares responséaveis pela produ¢do de
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aleloquimicos. Apesar de ter sido inicialmente selecionado por apresentar maior densidade
de tricomas tipo I, sabe-se que o Get também possui tricomas do tipo IV, os quais sdo
considerados ausentes em tomateiro cultivado (Luckwill, 1943). Dessa forma, o variante
Get apresentou com sucesso a introducao de tricomas tipo IV em background genético da

cultivar de tomateiro MT (Vendemiatti & Peres, 2015).

Considerando o estado-da-arte, o presente trabalho teve como enfoque o estudo dos
efeitos de um doador de H,S na formacao de tricomas em folhas jovens de tomateiros MT

e Get em desafiadas ou ndo por estresse mecanico.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicacdo exdgena de gas sulfidrico na formagao de tricomas em

folhas de MT e Get.

2.2 Objetivos especificos

* Analisar o efeito da aplicagdo de H,S no niimero de tricomas presentes em folhas
recém-expandidas de plantas MT e Get em condi¢gdes ou ndo de estresse mecanico;

* Investigar a influéncia do pH da soluc¢ao de doador de H,S na resposta das plantas a
esta molécula sinalizadora;

* Correlacionar os efeitos do HoS com os niveis do hormonio acido salicilico na

resposta das plantas as condi¢des impostas;

3. Materiais e Métodos
3.1. Material vegetal
Todo o material vegetal utilizado nos experimentos foi cultivado na casa de

vegetacdo do Departamento de Botanica, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As sementes de S. lycopersicum cv.



Micro-Tom e do variante natural MT-Get utilizadas nesse trabalho foram fornecidas pelo
Prof. Dr. Lazaro Eustaquio Pereira Peres, coordenador do Laboratorio de Controle
Hormonal do Desenvolvimento Vegetal do Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ-
USP.

As plantas foram cultivadas em vasos de 150 mL contendo uma mistura de
Plantmax® e vermiculita expandida (1:1; m/m) suplementada com calcario 4 g/L ¢ NPK
10-10-10 (1 g/L na semeadura e 8 g/L no transplantio) e irrigadas uma vez ao dia, segundo
protocolos disponiveis (www.esalq.usp.br/docentes/lazaropp/protocols.html; Cap. 2:

Plantio, irrigagdo e adubacao).

3.2. Tratamentos

Sulfeto de sddio (Na,S) foi utilizado como doador de H,S. Plantulas de Micro-Tom
e MT-Get com 15 dias de idade, apds expansdo do primeiro par de folhas, foram
aspergidas diariamente com solu¢do de Na,S nas concentragdes de 0 uM, 50 uM, 100 uM
e 200 uM. O pH das solucdes de doador de H,S foi corrigido para 6,4 ou entdo mantido a
11, condig¢@o observada imediatamente ao final do preparo das solucdes. Apds 15 dias de
tratamento didrio, as folhas completamente expandidas foram coletadas para andlise de
tricomas, seguida de congelamento a -196 °C para demais analises. Medigdo semanal da
altura das plantas e do niimero de folhas produzidas também foi realizada apds o inicio dos
tratamentos. A concentragdo de 100 uM de solucdo de Na,S foi escolhida para uso nos
experimentos posteriores por proporcionar resultados contrastantes entre tratamentos. Os

experimentos foram realizados com cinco replicatas biologicas.

3.3. Injuria mecanica

Plantas com 21 dias de idade foram utilizadas para simular herbivoria conforme
procedimento proposto por Kariyat et al. (2013). O dano artificial foi realizado
mecanicamente utilizando um furador de rolha para remover um disco de 6 mm de
didmetro da regido central de cada uma das duas folhas completamente expandidas de cada
planta. Apds injlria, as plantas foram tratadas uma vez a cada dois dias, por 21 dias, com
solugdo de Na,S (pH 6,4) a 0 uM ou 100 uM. Dessa forma, foram obtidos os seguintes
conjuntos de tratamentos:

a) Grupo controle (plantas sem injuria aspergidas com H,0);



b) Plantas tratadas com Na,S 100 uM;

c) Plantas com injuria;

d) Plantas com injuria e aspergidas com Na,S 100 pM.

As folhas produzidas apds o inicio dos tratamentos foram coletadas para andlise de

tricomas e acimulo de biomassa. O material remanescente foi congelado em N; liquido.

3.4. Densidade e numero de tricomas

A densidade e o numero de tricomas foram medidos na segunda folha
completamente expandida formada apds o inicio dos tratamentos, conforme descrito por
Traw & Bergelson (2003) com modifica¢des, uma vez que a densidade de tricomas ndo ¢é
alterada em folhas ja existentes. Para a determinacdo da area foliar, folhas recém-coletadas
foram escaneadas, digitalizadas (Scanner fotografico HP Scanjet G4050) e analisadas
usando o programa ImageJ v. 1.29. Uma area de 2 mm” foi delimitada no centro da lamina
foliar de cada foliolo para contagem de tricomas. As imagens foram obtidas usando uma
camara digital (Canon PowerShot A650 IS) acoplada a uma lupa (Zeiss Stemi 2000-C) e os
tricomas presentes tanto na face abaxial quanto na face adaxial foram contados. A
densidade de tricomas foi calculada dividindo-se o numero de tricomas pela area avaliada.
O ntimero total de tricomas foi estimado a partir da multiplicagcdo da densidade de tricomas

pela area foliar total.

3.5. Determinacio do acimulo de biomassa

Dois foliolos da quinta folha expandida de cada individuo foram coletados e
imediatamente pesados em balanca analitica (Shimadzu AY220) para determinag¢do da
massa fresca. Posteriormente, cada amostra fresca foi seca em estufa de circulagdo forgada
de ar 65 °C até obtencdo de peso constante. Procedeu-se, entdo, com a determinacdo da

razao massa fresca/massa seca.

3.6. Quantificacao de acido salicilico

A quantificagdo de acido salicilico foi realizada como descrito por Warrier et al.
(2013). Amostras foliares de MT e Get foram maceradas em N, liquido e a extrag¢do de

acido salicilico feita com 1 mL de H,O desionizada. As amostras foram centrifugadas a
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10.000 x g por 10 min, seguida de adi¢do de igual volume de solugdo de FeCl; 0,1% aos
sobrenadantes resultantes. Medidas espectrofotométricas (Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer) foram realizadas a 540 nm. A concentracdo de 4cido salicilico foi
estimada utilizando uma curva padrdo preparada com solugdes contendo de 0 a 225 pmols

do hormdnio comercial padrao (Sigma-Aldrich).

3.7. Quantificacdo de H,S endogeno

O conteudo de H,S em folhas frescas foi determinado utilizando o equipamento
TBR4100 Free Radical Analyzer (WPI, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
A concentragdo de H,S foi determinada utilizando uma curva padrdo contendo de 0 a 40
nmols de Na,S, preparada sob atmosfera de argonio, em 4cido etilenodiamino tetra-acético

(EDTA).

3.8. Quantificacdo de H,O; endégeno

O conteudo de H,O, em folhas frescas foi determinado utilizando o analizador de
radicais TBR4100 Free Radical Analyzer (WPI, USA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A concentragdo de H,O; foi estimada utilizando uma curva padrao contendo de

0 a 160 nmol de H,O, diluido em solucdo de acetanilida 2 mM.

3.9. Atividade de enzimas antioxidantes

Folhas congeladas (200 mg) foram maceradas em N, liquido na presenca de 20 mg
de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e extraidas com 1 mL de tampao fosfato 50 mM (pH
6,8) contendo EDTA 100 puM e coquetel inibidor de protease (Sigma, EUA). Os
homogenatos foliares foram centrifugados a 10.000 x g por 15 min, a 4 °C e o sobrenadante
usado nas andlises de atividade das enzimas do sistema antioxidante superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX).

A atividade SOD foi medida de acordo com Giannopolitis ¢ Ries (1977), com
modifica¢des descritas por Horta et al. (2014). Os homogenatos foram incubados na
presenga de tampao fosfato 50 mM (pH 7,8), L-metionina 13 mM, EDTA 100 uM,
riboflavina 2 pM e azul de nitro-tetrazélio (NBT) 75 uM por 10 min a temperatura

ambiente numa camara equipada com ladmpada fluorescente. Os controles consistiram em
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reagdes mantidas na auséncia de luz. Medidas espectrofotométricas foram realizadas a 575
nm para determinagdo do conteido de O, remanescente no meio. Uma unidade de
atividade SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a redugao
de NBT em 50%.

A atividade CAT foi mensurada de acordo com Cakmak e Horst (1991). Os
homogenatos foram incubados com tampao fosfato 50 mM (pH 6,8) e H,O, 12,5 mM. A
atividade da enzima foi estimada a partir de medidas espectrofotométricas a 240 nm e
equacao de Lambert-Beer, usando o coeficiente de extingdo molar € = 39,4 mM" ecm™.

A atividade de APX foi medida de acordo com Nakano e¢ Asada (1981). Os
homogenatos foram incubados com tampao fosfato 50 mM (pH 6,0), acido ascérbico 1
mM e H,O, 2 mM. A taxa de oxidagdo do acido ascorbico foi monitorada a 290 nm. A
atividade da enzima foi estimada utilizando € = 2,8 mM™' cm™. O teor total de proteina nas

amostras de folhas foi determinado de acordo com Bradford (1976).

3.10. Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente submetidos a testes de normalidade e
homocedasticidade. O teste one-way ANOVA foi usado para comparacdo das médias
seguido de Sidak nos experimentos de atividade enzimatica, conteudo de H,S, H,O, e
acido salicilico. Para compara¢cdo do nimero de tricomas entre as faces adaxial e abaxial
foi empregado o teste two-way ANOVA seguido de teste Sidak. As comparacdes
realizadas entre dados obtidos para Micro-Tom e Get foram realizadas com teste ¢ ndo
pareado. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para analise dos dados ndo paramétricos
(altura e nimero de folhas). O software utilizado foi o GraphPad Prism (P < 0,05). Os

experimentos foram realizados com cinco replicatas biologicas.

4. Resultados

4.1. Efeito do H,S no desenvolvimento de tomateiros e na formacao de tricomas

Os dois variantes de tomateiro apresentaram um maior numero de tricomas na face
abaxial do que na face adaxial da folha. Nao houve diferenca significativa no ntimero de
tricomas entre Get ¢ MT nas duas faces foliares. Porém, o numero de tricomas glandulares

foi significativamente maior na face abaxial das folhas de Get em comparacao as folhas de
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MT (Figura 1).
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Figura 1. Nimero de tricomas em folhas de tomateiros Micro-Tom e Get. Grafico superior: Nimero total
de tricomas por mm?® produzido em cada face foliar. Grafico inferior: Numero de tricomas glandulares
produzidos por mm” em cada face foliar. MT (preto) e Ger (cinza). **** Indica diferenga significativa (P <

0,001). Barras representam as médias + desvio padréo (SD).

A aplicagdo de doador de H,S a pH 11 ndo afetou o desenvolvimento dos
tomateiros, independentemente da concentragdo utilizada (Figura 2). Contudo, o nimero
de tricomas foi cerca de 30% menor em comparacdo ao controle (ndo tratado) na face
adaxial das folhas novas de MT, nas trés concentracdes de Na,S utilizadas, e nas

concentragdes de 100 e 200 uM em Get (Figura 3).
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Figura 2. Efeito da aplicaciio de H,S em diferentes concentracdes na altura e no nimero de folhas de
MT e Get. Barras representam as médias + SD.
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Figura 3. Efeito do Na,S (pH 11) no nimero de tricomas em tomateiros Micro-Tom e Get. Letras
maitsculas representam comparagdes entre os tratamentos. Letras minusculas representam comparagdes

dentro do mesmo tratamento, entre as faces adaxial e abaxial.
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Uma vez que a aplicagdo de H,S diminuiu o niimero de tricomas, avaliou-se se
houve uma altera¢do nos niveis endégenos de acido salicilico em folhas de plantas tratadas
com doador de H,S a 100 uM. Nao foi encontrada diferenca significativa na concentragdo

de 4cido salicilico entre as plantas tratadas e as plantas controle (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da aplicacdo de H,S no contetido enddégeno de acido salicilico. Barras representam as

médias = SD.

Para avaliar se o pH da solucdo poderia influenciar os resultados referentes ao
nimero de tricomas, foi realizado um experimento com solu¢do de Na,S 100 uM, porém
com o pH ajustado para 6,4. Apos correcdo do pH, a resposta da planta com relagdo ao
numero de tricomas produzidos em folhas novas foi alterada. Foi observado um aumento
na producdo de tricomas na face adaxial de folhas novas tanto em MT (80% de aumento)
quanto em Get (48% de aumento). Nao houve diferenca significativa no niimero de
tricomas da face abaxial nos dois variantes. Contudo, a propor¢ao de tricomas glandulares
aumentou em média 87% na face adaxial das plantas Ger e 112 e 88% nas faces adaxial e
abaxial, respectivamente, nas plantas MT (Figura 5).

Em vérias espécies de plantas, a densidade de tricomas em folhas novas aumenta
apos danos herbivoros e a injuria mecanica ¢ um meio para induzir esse tipo de estresse em
plantas (Traw and Dawson, 2002; Agrawal, 2000; Traw & Bergelson 2003). Dessa forma,
avaliou-se a resposta de plantas sob injuria mecanica ao tratamento com H,S no que tange
a formacdo de tricomas, uma vez que H,S parece estar relacionado a via de sintese de
hormoénios ligados a defesa contra herbivoria. O dano mecénico por si s6, ndo afetou o
nimero de tricomas nas folhas novas dos tomateiros. Entretanto, plantas Get danificadas e

tratadas com doador de H,S apresentaram contetido aumentado de tricomas na face adaxial
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enquanto que este aumento foi visualizado nas duas faces foliares de MT (Figura 5). A
proporcao de tricomas glandulares também nao sofreu alteracdo em plantas apenas sujeitas

ao dano mecanico. A aplicacdo de Na,S, contudo, causou aumento no numero desse tipo

de tricomas na face adaxial das folhas de Get e nas duas faces foliares de MT (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da aplicacido de Na,S (pH 6,4) em plantas de Micro-Tom e Get sob injiria mecénica
quanto a formacdo de tricomas. Barras representam as médias + SD. Letras maiusculas representam
comparagdes entre os tratamentos. Letras mindsculas representam comparacdes dentro do mesmo tratamento,

entre as faces adaxial e abaxial. Letras diferentes representam diferenga significativa (P < 0,05).

Uma vez que a resposta das plantas com relagdo a formagdo de tricomas foi
alterada devido a aplicagdo de solu¢do de Na,S com pH ajustado, foi avaliado o contetido
de 4acido salicilico nas folhas dos tomateiros para observar se houve alteracdo na
concentragcdo desse hormdnio. Mesmo com pH ajustado, ndo foi observada diferenga na

concentragdo de acido salicilico nas plantas de MT tratadas quando comparadas com as
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plantas controle. Plantas de Get que sofreram apenas injuria apresentaram conteudo de
acido salicilico reduzido em 44% em comparagdo a plantas ndo injuriadas. (Figura 6). O
tratamento de plantas danificadas com solu¢do de Na,S com pH ajustado para 6,4
restabeleceu os niveis endogenos de acido salicilico nas folhas de Get, atestado pela
auséncia de diferenga significativa dessas plantas com aquelas do tratamento controle (ndo
danificadas) (Figura 6). Notavelmente, plantas controle de Get possuem um contetido

endogeno de acido salicilico 58% maior que as plantas controle de MT (Figura 7).
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Figura 6. Efeito da aplicacdo de Na,S (pH 6,4) no conteiido de acido salicilico em tomateiros Micro-
Tom e Get. Barras representam as médias + SD.* Representa diferenca significativa entre os tratamentos (P

<0,05).
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Figura 7. Conteiido endédgeno de acido salicilico em folhas de tomateiros Micro-Tom e Get. Barras

representam as médias + SD. *** Representa diferenca significativa entre os gendtipos (P < 0,001).

4.2. Quantificacdo de H,S

Para avaliar se a aspersdo das plantas com Na,S realmente contribuiu para o
aumento dos niveis de H,S nas folhas, foi realizada quantificacdo do contetido enddgeno
de H,S tanto em Micro-Tom quanto em Get. Como esperado, folhas de Micro-Tom
tratadas com Na,S 100 uM apresentaram conteudo aumentado deste gas nas células, que
correspondeu ao dobro daquele observado em plantas controle (ndo tratadas com Na,S)
(Figura 8). Contudo, quando danificadas mecanicamente as plantas ndo apresentaram
diferenga significativa no contetido de H,S quando comparadas as controle. As folhas de

Get tratadas ndo apresentaram diferenca significativa nos niveis de H,S (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da aplicacio de solucio de Na,S e dano mecénico no conteiido endégeno de H,S. Barras

representam as médias + SD. * Indica diferenga significativa entre os tratamentos (P < 0,05).

4.3. Quantificacdo de H,O; e avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes

Uma vez que a injiria mecanica gera estresse oxidativo e que H,S esta relacionado
a defesa da planta, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, foi avaliado se o H,S
exogeno afetou a resposta oxidativa das plantas ao estresse imposto. A extensdo do estresse
oxidativo sofrido pelas plantas foi investigada por meio da dosagem dos niveis de H,O,
nas células de folhas. O conteido de H,O, ndo foi alterado significativamente pelo
tratamento com H»S nos tomateiros com ou sem injuria (Figura 9). O contetdo de perdxido
de hidrogénio nas plantas controle de MT e de Ger ndo apresentaram diferenca

significativa (Figura 10).

16



Micro-Tom

60-
Controle

Injurnia
[ Na,S (100uM)
[ Na,S (100uM) + Injiria

B
i

H,0, (mmol/g MS)
()
(=}

———

MT-Get

H,0, (mmol/g MS)

104
= =

0 T

Tratamento

Figura 9. Efeito da aplicacio de Na,S no contetido de H,O, em plantas danificadas. Barras representam

as médias = SD.

A atividade CAT nas folhas ndo foi alterada independentemente do tratamento para
os dois genoétipos estudados (Figura 11). As atividades SOD e APX nas folhas de Get ndo
foram significativamente diferentes daquelas exibidas por plantas controle,
independentemente do tratamento utilizado. A atividade SOD foi significativamente menor
nas plantas de Micro-Tom que sofreram injuria, com uma redugdo de 43% na atividade, e o
tratamento com H,S parece ter revertido essa condi¢do (Figura 11). A atividade APX
também foi significativamente menor nas plantas de Micro-Tom que sofreram injuria
(reducao de 43% em média). Porém, o tratamento com H,S nao reverteu essa condigao ¢ as
plantas com danos mecanicos, tratadas com Na,S 100 uM também mostraram uma
atividade APX 41% menor que aquela de plantas controle (Figura 12). As plantas controle
de Get e MT nao apresentam diferenca significativa na atividade CAT e APX, entretanto a

atividade de SOD nas plantas Get foi 84% menor do que a de plantas de MT (Figura 11).
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18



= Micro-Tom o~ MT- Get
(-]
£ 84 2 8
on o0 Controle
é . ;i ) Injuria
° — . o I NaS (100 uM) + Inji
§4- *%* 44 2
g T &
] > E
% 2 % 2 -
)] @
3 3
= =
:E 0 Trat ! t 2 ° T )
b ratamento 2 ratamento
g g
&, 150+ A, 200+
) )
& £
= 5 150-
£ 1001 £ -
° °
=[] i
% 50 < —]
) O 504 -
@ -]
=] =
< <
‘5 0 T B 0 T
2" Tratamento é Tratamento
S 10- 10,
- -
2 2,
)
\E 8- g 8- T
g g
£ 6 T £ 6-
=) . = 2
A 4 [a] 4
3 = 2
-] )]
3 Y Y =
z 3 T
Z 0 : Z0 :
<« Tratamento < Tratamento

Figura 11. Efeito da aplicacio de solu¢do de Na,S e dano mecinico na atividade das enzimas
antioxidantes. Barras representam as médias + SD. * Indica diferenca significativa entre os tratamentos (* P

<0,05; ** P<0,01).

5. Discussao

Apesar de ndo haver diferenca significativa no nimero de tricomas nos dois
gendtipos, Get produziu um maior nimero de tricomas glandulares na face abaxial quando
comparado a MT (Figura 1). Isso parece resultar do fato de que Get produz uma grande

quantidade de tricomas tipo IV, que ndo sdo encontrados em MT (Vendemiatti & Peres,
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2015).

Muitos artigos relacionam H,S com desenvolvimento e crescimento aumentados
em plantas (Dooley, 2013; Chen et al., 2014). Apesar deste dado, a aplicagdo de H,S nas
folhas das plantas ndo alterou o crescimento e a producao de folhas (Figura 2). Isso pode
ser explicado porque em muitos desses estudos as plantas s3o cultivadas diretamente em
solucao de H,S. Com isso uma quantidade maior de H,S deve ser absorvida pelas plantas
do que apenas borrifando a solucdo na superficie foliar. O H,S absorvido pela planta nesse
trabalho ndo foi suficiente para afetar o desenvolvimento e a producdo de folhas das
plantas.

O pH da solucao de doador de H,S afeta consideravelmente a resposta nas plantas.
O doador de H,S utilizado nesse trabalho foi o Na,S, que pode ser hidrolisado, gerando
H,S segundo a reagdo Na,S + H,O — NaOH + NaHS — NaOH + H,S.

O Na,S ¢ completamente hidrolisado quando em solu¢do com pH acima de 7,0
(Yarar & Dogan, 1987). Apds a formacao de H,S na solugdo, a molécula sofre dissociagdo
em H' e HS". A Figura 12 mostra a dependéncia do pH na liberagdo de H,S a 25 e 37 °C
(adaptado de Hughes et al., 2009).

100 4

——25°C %H2S

C %H2S

80 1

60 4

40 4

201

Figura 12. Dependéncia do pH na distribui¢do de H,S a 25 e 37 °C. Adaptado de Hughes et al. 2009.

Dessa forma observa-se que a solucdo de Na,S com pH ajustado para 6,4 possui
aproximadamente 60% de H,S e 40% de HS™ a 37 °C, enquanto que solucdo de Na,S com
pH igual ou maior que 10,0 apresenta HS™ como espécie dominante. As duas formas de
sulfeto podem contribuir diretamente na agdo bioldgica do Na,S (Hughes et al., 2009).
Porém, o H,S na forma anidnica é pouco oxidado no ar e a medida que o pH da solugdo
aumenta acima de 6,0 a concentracdo do anion HS™ aumenta, sob efeito da dissociacdo, ¢

essa espécie ¢ rapidamente oxidada no ar (Chen & Morris, 1972). Assim, os resultados
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observados ao utilizar a solugdo de Na,S (pH 11,0) ndo devem ser relacionados a agdo
biologica de H,S, uma vez que este provavelmente foi oxidado na presenca de oxigénio.
Como também observado por Wang (2012), muitos trabalhos publicados ndo mencionam
esse ajuste importante de pH quando doadores de H,S sdo utilizados.

Os resultados encontrados com a solug¢ao de pH 11,0 sdo, provavelmente, devido ao
fato de o pH da solucdo ser muito alto. A aspersdo dessa solugdo pode ter alterado o pH
das folhas. Wilkinson & Davies (2008) reportaram que a aspersdo de solu¢do de tampao
fosfato com diferentes valores de pH permitiu a manipulagdo do pH apopléstico foliar em
plantas intactas, sem nenhum estresse. Muitos processos durante o desenvolvimento da
planta exibem relagdes com o pH: o estado de dissociacdo dos nutrientes, por exemplo,
determina a taxa de absorcdo deles; a atividade de muitas enzimas, o crescimento € a
extensdo da parede celular estdo diretamente relacionados com a acidez do meio (Lodish et
al., 2000; Gerendas & Sattelmacher, 2005); a distribuigdo de acido abscisico no meio, bem
como o fechamento estomatico também aumenta com o aumento do pH (Wilkinson &
Davies, 2008). Dessa forma, a alteracao do pH das células das folhas pode ter inibido em
parte o processo de diferencia¢do dos tricomas.

Ao aplicar a solucdo de Na,S com pH ajustado para 6,4 foi observado aumento no
numero de tricomas na face adaxial das folhas dos dois variantes de tomate, em
comparagdo as plantas controle. Um aumento no nimero de tricomas também foi
encontrado na face abaxial das folhas de MT quando estas haviam sofrido injuria mecanica
(Figura 6). O dano mecanico deve ter permitido a entrada de H,S mais facilmente na planta
de MT. Por isso, com o dano e aplicacdo de Na,S houve diferenca significativa no nimero
de tricomas também da face abaxial. Isso ndo ocorreu nas plantas Get. E possivel que a
producdo de aleloquimicos tenha dificultado a entrada de H,S na face abaxial das folhas,
lado que tem maior nimero de tricomas glandulares. Esses aleloquimicos podem ter atuado
como uma barreira fisica para a entrada de H,S. Isso explicaria o porqué de ndo se ter
observado diferenga significativa na formacdo de tricomas na face abaxial das folhas,
mesmo apos injuria. Isso também pode explicar o aumento na propor¢do de tricomas
glandulares na face adaxial das folhas dos dois variantes e apenas na face abaxial de MT.
Estes resultados sugerem que H,S esta relacionado ao desenvolvimento de tricomas em
tomateiro e parece estar mais relacionado a formagao de tricomas glandulares, uma vez que
em MT a aplicagdo de doador de H,S aumentou o numero de tricomas glandulares na face
abaxial, sem aumentar o nimero total de tricomas.

Muitos trabalhos tem relatado que tanto o dano artificial quanto o dano causado por
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herbivoros induzem um aumento na densidade de tricomas (Traw & Dawson, 2002; Traw
& Bergelson, 2003; Valkama et al., 2005). O aumento da densidade de tricomas em
resposta ao dano s6 pode ser observada nas folhas em desenvolvimento, durante ou logo
apos o ataque de insetos, uma vez que a densidade de tricomas nas folhas existentes nao ¢
alterada (War et al., 2012). Por isso, a contagem de tricomas foi realizada na segunda folha
formada apods aplicacdo do dano. Nesse trabalho, apenas o dano mecanico ndo causou
aumento da producdo de tricomas nas folhas novas dos tomateiros (Figura 5). Resultados
similares foram reportados na literatura e se devem, possivelmente ao fato de que o dano
causado por herbivoros difere enormemente do dano promovido artificialmente, tendo em
vista que indutores bioquimicos especificos, presentes na saliva dos herbivoros, ndo sdo
mimetizados quando da indu¢do mecanica de injuria (De Vos & Jander, 2009; Kariyat,
2013). Além disso, alguns herbivoros podem induzir tanto as vias dependentes de
jasmonato quanto de salicilato (Stotz et al, 2002;. Van Poecke e Dicke, 2002), e assim a
herbivoria nem sempre pode levar a um aumento sistémico da producdo de tricomas.

Como esperado, o contetido de H,S foi significativamente maior nas plantas de MT
tratadas com doador de H,S. Porém, nas plantas que sofreram injuria e foram tratadas com
doador de H,S isso ndo ocorreu (Figura 8). Talvez, da mesma forma que o dano pode ter
permitido uma entrada mais rapida de H,S nas células também pode ter permitido a saida,
ndo sendo detectado assim um maior conteido de H>S no momento da coleta. No momento
da coleta ndo houve diferenga significativa no contetido de H,S nas plantas Get tratadas
com relagdo as plantas controle (Figura 8). Uma vez que a quantificagdo do contetido
endogeno de H,S avalia a folha no momento da coleta, isso significa que nesse momento
as plantas Get tratadas ndo possuiam niveis mais altos de H,S que as plantas controle, no
entanto, Get parece sim ter absorvido o H,S fornecido, como sugerem os resultados da
quantifica¢do de tricomas. Assim, pode ser que as plantas Ger tenham feito uso do H,S
mais rapidamente.

A respeito do estresse oxidativo gerado pela injuria mecanica, ndo foi observada
diferenca significativa nos niveis de H,O» nas plantas que sofreram injuria com relacdo as
plantas controle nos dois gendtipos estudados (Figura 9). Isto se deve ao fato de a anélise
do conteudo endégeno de H,O; ter sido realizada dias apds a indugdo do estresse. An et al.
(2009) observaram que o conteudo de H»O, atinge valores maximos uma hora apds a
indugdo do estresse por injuria mecanica, sendo os niveis basais restabelecidos duas horas
apos o estimulo. Assim, o tempo gasto desde o dano mecanico e o inicio do tratamento até

a coleta pode ter sido suficiente para que os niveis de H,O, fossem normalizados, ndo
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significando que outras espécies reativas estariam em niveis aumentados por ocasido do
estresse oxidativo.

Uma vez que ndo foi encontrada diferenga significativa no conteudo de H,O»,
também ndo era esperado encontrar diferenga significativa na atividade das enzimas
antioxidantes CAT e APX, nas folhas de plantas que sofreram apenas injuria. Porém,
folhas de plantas de MT injuriadas apresentaram valores de atividade SOD e APX menores
que os registrados para células de folhas de plantas controle (Figura 11). Uma possivel
explicagdo para o resultado observado seria o aumento transiente da atividade de enzimas
do sistema antioxidante, incluindo SOD. E sabido que o mesmo sinal que induz a atividade
SOD no apoplasto, por exemplo, induz a atividade dessa enzima nos outros
compartimentos celulares, como o cloroplasto (Bowler, 1992). Foi observado que,
diferentemente da resposta da planta a estresse abidtico (Asada, 2006), o estresse oxidativo
induzido por herbivoria ndo altera a producdo de ROS no cloroplasto, (Apel and Hirt,
2004; Maffei et al., 2007). Com o passar do tempo, a atividade SOD aumentada
contribuiria para a diminui¢cdo da concentracdo de Oy  (substrato da SOD) no cloroplasto
que influenciaria na atividade enzimatica por deplecdo de substrato para a mesma. Dessa
forma, o produto da atividade SOD (o H,0,) seria produzido em menor quantidade, o que
afetaria negativamente a atividade APX no cloroplasto (principal local de biossintese de
APX). Como a CAT esta localizada nos peroxissomos, a atividade dessa enzima nao ¢
afetada pela reducdo nos niveis de H,O, no cloroplasto. Além disso, An et al. (2009)
sugeriram que a CAT desintoxica com sucesso o H,O, gerado por dano mecanico. Dessa
forma a atividade CAT parece ter sido suficiente para proporcionar o controle dos niveis de
H,0; nas células.

Estudos indicam que uma queda na atividade de enzimas antioxidantes pode
ocorrer devido a estresse oxidativo (Maffei et al., 2007). Klessig e colaboradores (2000)
mostraram que, diferentemente das respostas da planta a estresse abidtico, na resposta ao
ataque de patogenos a atividade das enzimas antioxidantes ¢ suprimida por acido salicilico
e diminui, permitindo um actimulo de ROS e ativacdo de morte celular programada na
regido infectada. Este ndo parece ser o caso das plantas de MT, uma vez que o contetido de
H,0; ndo foi maior que aquele de folhas de plantas controle. Além disso, essa resposta ¢
induzida pelo aumento no conteido de 4cido salicilico apds a infeccdo, o que ndo
aconteceu no caso de tomateiro (Figura 6).

A concentra¢do de acido salicilico diminuiu nas plantas Get que sofreram injuria

(Figura 6). Isso pode ser resultado de um aumento na concentracdo de acido jasmonico.
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Este hormdnio possui reconhecido papel na resposta da planta a danos por herbivoros,
sendo relatado que sua concentragdo celular aumenta ap6s danos mecénicos (Reymond et
al., 2000; Fiirstenberg-Héagg et al., 2013). O cross-talk entre esses dois hormodnios pode
levar a planta a priorizar a ativacdo de uma via sinal, em particular, em detrimento de
outra. Evidéncias de que o 4cido salicilico pode inibir a expressdo de genes induzida por
acido jasmonico levantam a possibilidade de que o contrdrio também possa ocorrer
(Doares et al., 1995; Reymond & Farmer, 1998; Traw e Bergelson, 2003) O ferimento de
uma planta pode ativar a via dependente de acido jasmoénico e inibir a indugao de genes de
defesa dependentes de acido salicilico contra patéogenos (Reymond & Farmer, 1998).
Dessa forma, a diminuicdo na concentragdo de acido salicilico nas plantas Get que
sofreram injuria pode ter ocorrido devido ao aumento na concentra¢do de 4cido jasmonico
apos indugdo do estresse. A aplicacdo de H,S nas plantas Get que sofreram injuria parece
ter revertido esse processo (Figura 6). Estudos relatam que H,S pode induzir o aumento na
concentragdo tanto de acido salicilico quanto de acido jasmonico (Chen et al., 2014; Shi et
al., 2014).

Nao houve diferenga significativa na atividade das enzimas antioxidantes nas
plantas Get (Figura 11). Esse resultado sugere que as plantas desse genotipo
restabeleceram a atividade dessas enzimas mais rapidamente que as de MT. No entanto,
diferentemente das outras enzimas antioxidantes, as plantas de Get tem menor atividade
SOD do que de MT (Figura 11). Isso pode torna-las menos eficientes na resposta a estresse
oxidativo.

A menor atividade SOD encontrada nas plantas de MT que sofreram injuria parece
ter sido revertida pelo tratamento com Na,S (Figura 11). A SOD ¢ a primeira linha de
defesa contra ROS, dismutando superoxido em H,O, no apoplasto (Bowler, 1992; Apel
and Hirt, 2004; Maffei, 2007; An et al., 2009). O H,S liberado a partir de Na,S em meio
aquoso pode ter surtido efeito somente na atividade SOD devido ao fato de essa enzima
atuar no apoplasto e no citossol da célula. Dessa forma, o método de aplicagdo de H,S
utilizado deve ter sido suficiente para a molécula chegar até o apoplasto da célula e exercer
uma atividade, mas ndo deve ter sido suficiente para que a molécula chegue aos
compartimentos celulares como peroxissomos (local de abundancia de CAT) (Apel and
Hirt, 2004) e cloroplastos (local de abundancia de APX) (Bowler, 1992). Apesar de o H,S
ser uma molécula lipofilica e atravessar facilmente a membrana plasmatica, a meia vida
dessa molécula ¢ curta e ela se difunde no meio muito facilmente.

O papel do H,S de sinalizar o aumento da atividade das enzimas antioxidantes e
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consequentemente na reducdo de ROS em plantas sob varios tipos de estresse tem sido
reportado (Shi et al., 2013; Shi et al., 2014; Hu et al., 2014). Nao foi observada diferenca
significativa no conteido de H,O, e nem na atividade das enzimas antioxidantes nas
plantas tratadas com Na,S, em relagdo as plantas controle dos dois genétipos estudados
(Figuras 10 e 11). De fato, foi encontrada uma reduc¢ao significativa na atividade APX apods
dano mecanico mesmo com tratamento com Na,S, sugerindo que a fonte de H,S pode ter
estimulado o controle ndo enzimatico dos niveis de H,O, superproduzido durante as
primeiras horas de estresse oxidativo gerado. Embora durante a andlise em um unico
intervalo de tempo ndo se tenha observado alteracdes na atividade das enzimas
antioxidantes, ndo se pode descartar que o H,S exerceu algum efeito no sistema enzimatico
em intervalos de tempo anteriores. Nesse trabalho, a coleta das plantas foi feita 21 dias
apos o dano mecanico e inicio do tratamento com Na,S, enfocando a formacgao de tricomas
em folhas recém-formadas, tendo em vista que tal génese leva semanas para ser realizada
(Maffei et al., 2007; War et al., 2012). Para avaliar se a aplicacdo de H,S induz uma
resposta positiva nas plantas MT e Get com relagdo ao estresse oxidativo gerado pelo dano
mecanico, coletas destrutivas devem ser realizadas nas primeiras horas ap6s indugdo do

estresse.

6. Conclusoes

O método de aplicacdo do H,S utilizado nesse trabalho permitiu a avaliagao da
formacao de tricomas em folhas recém-formadas. Nas condigdes experimentais utilizadas,
o H,S nao afetou o crescimento das plantas.

A aplicagdo de Na,S (pH 11,0) parece ter alterado o pH das folhas e essa alteragdo
pode ter culminado na inibicdo e/ou atraso da formacdo de tricomas em folhas novas.
Dessa forma, o ajuste no pH da solucdo de doador de H,S para condi¢ao levemente acida ¢
crucial para observar os verdadeiros efeitos desse gas na planta. O gés sulfidrico sinaliza
processos celulares que podem desencadear a indugdo da formagdo de tricomas em folhas
jovens de tomateiros. A resposta das plantas ao H,S exdgeno nao parece ter relacdo com
uma altera¢do no contetido de 4cido salicilico. O periodo de tratamento foi suficiente para
observar a produgdo de tricomas nas folhas, porém com esse tempo nao foi possivel avaliar
o estresse sofrido pelas plantas devido ao dano mecénico. As plantas parecem ter se

recuperado do estresse induzido pela injiria mecanica antes do periodo de avaliagdo.
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