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“How many roads must a man walk down,
Before you can call him a man?
How many seas must a white dove sail,
Before she sleeps in the sand?
Yes, and how many times must cannonballs fly,
Before they're forever banned?
The answer, my friend, is blowin'in the wind
The answer is blowin'in the wind

Yes, and how many years can a mountain exist,
Before it's washed to the seas (sea)

Yes, and how many years can some people exist,
Before they're allowed to be free?

Yes, and how many times can a man turn his head,
And pretend that he just doesn't see?
The answer, my friend, is blowin'in the wind

The answer is blowin'in the wind.

Yes, and how many times must a man look up,
Before he can see the sky?
Yes, and how many ears must one man have,
Before he can hear people cry?
Yes, and how many deaths will it take till he knows
That too many people have died?
The answer, my friend, is blowin'in the wind
The answer is blowin'in the wind ”

Blowin' in the wind — Bob Dylan
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FRANCO, D.M. COAMUNICAQAQ RADICULAR INDUZIDA POR DIFERENTES
TIPOS DE SUBSTANCIAS QUIMICAS. 2017. 82p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas — Botanica) — Instituto de Biociéncias, UNESP - Universidade Estadual Paulista,
Botucatu.

RESUMO - Devido a natureza séssil, 0s vegetais estdo sujeitos a modificacbes no ambiente
que podem levar a deficiéncia hidrica, atividade alelopética e herbicida, e necessitam de
respostas especificas para responder a elas. As respostas sdo induzidas pelas modificacdes, e
demandam tempo e energia para serem ativadas. A comunicagao vegetal pode ter importante
fungdo de processamento de informagéo, sinalizando sobre um evento estressante de uma
planta para outra. Essa sinalizacdo pode otimizar a aptiddo de aclimatagdo ao estresse
ambiental. Portanto, investigamos se diferentes tipos de substancias podem induzir
comunicagdo radicular em plantas de Sorghum bicolor (sorgo). Observando como a
sinalizacéo recebida por plantas vizinhas reflete alteragdes nos parametros avaliados, como o
crescimento de raiz e parte aérea, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, atividade de
enzimas antioxidantes e expressdo de genes do desenvolvimento de raiz. Para isso
submetemos plantas de sorgo com 25 dias apds semeadura aos tratamentos com manitol,
glifosato, extrato de Copaifera langsdorffii (copaiba), acido indol-3-butirico (IBA) e rutina
por 168 horas. Apenas a planta do primeiro vaso teve contato direto com as substancias,
caracterizando-a como planta tratada e a planta sem tratamento como planta vizinha. Os
resultados indicam que as plantas vizinhas ao receberem comunicagédo apresentam reducéo do
desenvolvimento de raiz. Com excecdo do tratamento com extrato de copaiba, todos as
plantas apresentaram alteracdo da condutancia estomatica. A sinaliza¢do induzida por plantas
com manitol e extrato de copaiba podem alterar a taxa de transporte de elétrons no
fotossistema Il. Quanto ao contetdo relativo de &gua, apenas o glifosato ndo induziu
comunicacdo para alteracdo nesse parametro. Os resultados da expressdao dos genes de
desenvolvimento de raiz, indica a divisdao dos tratamentos em dois grupos, com substancias
intrinsecas (IBA e rutina) ao metabolismo vegetal que ndo induzem expressao diferencial dos
genes e as extrinsecas (manitol, glifosato e extrato de copaiba) que alteram a expressdo dos
genes. A sinalizacdo para alteracdo desses genes sO transmitida para plantas vizinhas quando
as plantas tratadas também apresentam alteracdo. Apenas o0s tratamentos com manitol e
glifosato induziram a atividade da enzima peroxidase transmitindo sinalizacao para as plantas
vizinhas que também apresentaram aumento na atividade desta enzima. Para que ocorra a
comunicacdo radicular de uma planta com a outra é necessario que uma das plantas receba um
estimulo externo, como a aplicacdo de substancias de natureza e atividades distintas.
Substancias com atividade caracteristicas vao induzir o vegetal a produzir respostas, que
podem alterar diferentes vias no vegetal e estimular a producéo de sinalizadores para a planta
vizinha que ndo foi afetada por aquela substancia. Podemos concluir que as plantas de sorgo
ao serem afetadas com as diferentes substancias aplicadas como tratamentos, transmitem sinal
para as plantas vizinhas sobre as condices em que se encontram expostas no ambiente. A
experiéncia prévia de estresse ou a memdria compartilnada através da comunicacdo entre
plantas € um importante mecanismo de adaptacdo ao ambiente, pois na natureza nem todos 0s
individuos da populacdo serdo expostos as alteracfes ambientais ao mesmo tempo. Porém a
inter-relacdo entre eles pode levar a uma rede de respostas. As plantas vizinhas ao receberem
esse sinal podem antecipar respostas aumentando as chances de tolerancia as alteracGes
ambientais, 0 que garante a versatilidade para lidar com estresses abioticos equilibrando as
respostas de defesa com o desenvolvimento.

Palavras-chave: crescimento, modificagdo de respostas, expressdo génica, estresse e
sinalizagdo de raiz.
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FRANCO, D.M. ROOT COMMUNICATION INDUCED BY DIFFERENT TYPES OF
CHEMICAL SUBSTANCES. 2017. 82p. Thesis (PhD in Biological Sciences - Botany) —
Institute of Biosciences, UNESP — Séo Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT - Due to the sessile nature, the plants are subject to changes in the environment
that can lead to water deficiency, allelopathic activity and herbicide, and require specific
responses to respond to them. Responses are induced by modifications, and it takes time and
energy to activate. Plant communication can have an important information processing
function, signaling a stressful event from one plant to another plant nearby. This signaling can
optimize acclimatization ability to environmental stress. Therefore, we investigate whether
different types of substances can induce root communication in sorghum plants. Observing
how the signaling received by neighboring plants reflects changes in the parameters
evaluated, such as root and shoot growth, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
antioxidant enzyme activity and expression of root development genes. In order to do this, we
submitted Sorghum bicolor (sorghum) plants 25 days after sowing the treatments with
mannitol, glyphosate, Copaifera langsdorffii (copaiba), indole-3-butyric acid (IBA) and rutin
for 168 hours. Only the plant that had direct contact with the substances, characterizing it as a
treated plant and the untreated plant as a neighboring plant. The results indicate that
neighboring plants receiving communication present reduced root development. With the
exception of the treatment with copaiba extract, all the plants showed a change in stomatal
conductance. Signaling induced by plants with mannitol and copaiba extract may alter the rate
of electron transport in photosystem Il. Regarding the relative water content, only glyphosate
did not induce communication to alter this parameter. The results of the expression of the root
development genes indicate the division of the treatments into two groups with intrinsic
substances (IBA and rutin) to plant metabolism that do not induce differential expression of
the genes and the extrinsic ones (mannitol, glyphosate and copaiba extract) which alter the
expression of the genes. Signaling for alteration of these genes is only transmitted to
neighboring plants when the treated plants also change. Only treatments with mannitol and
glyphosate induced the activity of the peroxidase enzyme, transmitting signaling to
neighboring plants that also showed an increase in the activity of this enzyme. For root,
communication to occur from one plant to another it is necessary for one of the plants to
receive an external stimulus, such as the application of substances of different nature and
activities. Substances with characteristic activity will induce the vegetable to produce
responses, which can alter different pathways in the plant and stimulate the production of
flags for the neighboring plant that has not been affected by that substance. We can conclude
that the sorghum plants, when affected with the different substances applied as treatments,
transmit signals to neighboring plants about the conditions in which they are exposed in the
environment. Previous stress experience or shared memory through plant-to-plant
communication is an important mechanism of adaptation to the environment, since in nature
not all individuals in the population will be exposed to environmental changes at the same
time. However, the interrelationship between them can lead to a network of responses.
Neighboring plants receiving this signal can anticipate responses by increasing the chances of
tolerance to environmental changes, which ensures the versatility to deal with abiotic stresses
by balancing defense responses with development.

Keywords: growth, response modification, gene expression, stress e root signaling.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais, caracterizados por serem sésseis, estdo sujeitos a adversidades ambientais
que podem lhes causar dano. Assim, a capacidade de resistir aos eventos estressantes aos
quais estdo sujeitos durante seu ciclo de vida é fundamental para o sucesso da espécie. A
comunicacgdo vegetal pode ter importante funcdo de processamento de informagdo (GROSS,
2016), pois a sinalizacdo sobre um evento estressante de uma planta para outra planta vizinha,
pode levar a ativagcdo de mecanismos de tolerancia, antes de ser exposta a condi¢do adversa.

Porém tanto os mecanismos de defesa quanto de comunicacdo entre 0s vegetais, sao
mediados por compostos quimicos produzidos em diferentes tecidos e Orgdos e um dos
mecanismos de liberagdo desses compostos é a exsudagdo radicular (NADIN, 2016;
VENTURI; KEEL, 2016). Um fator importante para que ocorra comunicacgéo radicular é a co-
ocorréncia espacial de raizes de plantas vizinhas, pois, apesar do distanciamento da parte
aérea, o crescimento radial permite o contato com raizes de outras plantas e possibilita a
comunicagédo quimica.

Alteracbes abioticas, como a deficiéncia hidrica, compostos do metabolismo
secundario (alelopatia), compostos herbicidas aplicados em cultivares agricolas, podem alterar
a homeostase aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e causar
estresse, acarretando na baixa produtividade e degradacdo das reservas, levando o vegetal a
morte (DAT et al., 2000; GASPAR et al., 2002; CRISP et al., 2016). Na natureza a
deficiéncia hidrica pode ocorrer pela baixa disponibilidade de agua ou por alteracfes no
potencial osmotico do solo, provocado por altas concentragdes salinas ou por substancias
osmoticamente ativas como o manitol, levando a reducdo do potencial hidrico, diminuindo a
eficiéncia de absorcdo de agua pelas raizes (GIMENEZ; GALLARDO; THOMPSON, 2005).
Os processos fisiologicos em plantas sdo dependentes do nivel de hidratagdo das células e

tecidos. Na fotossintese, a absor¢do das moléculas de carbono é possibilitada através da
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pressao de turgor nas células guardas, abrindo os ostiolos estométicos, permitindo a perda de
agua pela transpiragdo e a entrada do CO, (CHAVES et al., 2002).

A producdo e liberagdo de compostos do metabolismo secundério ou especializado em
plantas (aleloquimicos) podem causar o fendmeno da alelopatia (INDERJIT; CALLAWAY;
VIVANCO, 2006; BELZ, 2007), mecanismo de interacdo quimica pelo qual uma planta inibe
ou promove o desenvolvimento de outra planta para o proprio beneficio, na competicdo por
luz, agua e nutrientes (RICE, 1984; BAIS et al., 2003; BELZ, 2007). Dentre os aleloquimicos
mais estudados temos o grupo dos flavonoides, compostos polifendlicos mais comuns em
plantas (OTEIZA et al., 2005; BUER; IMIN; DJORDJEVIC, 2010). Na natureza, 0s
flavonoides sdo encontrados sob a forma de glicosideos, porém podem apresentar formas
glicosiladas devido a transformacdes fotoquimicas (WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS,
2001; SISA et al., 2010). A atividade bioldgica desempenhada pelos flavonoides com maior
destague € a antioxidante, que pode ser demonstrada através da limitacdo da producdo de
EROs e/ou eliminagdo delas e esta associada a substituicdo da hidroxila do anel B (RICE —
EVANS; PACKER, 1998; BAIS et al., 2003; TAYLOR; GROTEWOLD, 2005; PEER;
MURPHY, 2007; AGATI et al., 2012). Tambem apresentam propriedades estimulantes para a
comunicacdo entre membranas, regulacdo do crescimento celular, inducdo de enzimas de
detoxificacdo, inibicdo da germinacdo e crescimento de plantulas (MACIAS et al., 1997;
HOAGLAND; WILLIAMS, 2004; FRANCO et al., 2015b, 2016). Muitos autores relatam que
0 padrdo de substituicdo do anel B dos flavonoides é provavelmente responsavel pela
atividade alelopética e a associacdo estrutura-atividade esta relacionada a fitotoxicidade destes
compostos (BAIS et al., 2003; ALMEIDA et al., 2008; DE MARTINO et al., 2012).

Dentre as substancias com atividade herbicida, o glifosato € uma comumente usada na
agricultura, e atua principalmente na via do acido chiquimico inibindo a enzima 5-enolpiruvil-

chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), que catalisa a condensac¢do do &cido chiquimico e do
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fosfoenolpiruvato, afetando a sintese de amino&cidos essenciais e compostos fendlicos
(STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; PIOTROWICZ-CIESLAK, ADOMAS;
MICHALCZYK, 2010; MAEDA; DUDAREVA, 2012). E também acumulado em regides
meristematicas afetando diretamente o desenvolvimento vegetal (DUKE, 2016).

De modo geral, moléculas com potencial estressante podem alterar a producdo e o
acumulo de EROs, geralmente acompanhada da ativacdo de sistemas celulares de defesa,
como a producdo de enzimas antioxidantes (BAIS et al, 2003; GNIAZDOWSKA,;
BOGATEK, 2005). A alteragdo metabdlica resultante da producdo de EROs, leva a inibicdo
do desenvolvimento do vegetal, pois a demanda energética para producdo de moléculas de
defesa € alta e assim, a inibicdo do crescimento de raiz € um dos primeiros parametros de
desenvolvimento afetado (FERREIRA; AQUILA, 2000; PRATES et al., 2000).

A via regulatoria do desenvolvimento radicular € dependente da atividade de genes
que induzem a sinalizacdo bioquimica e fisioldgica necessaria para 0 processo. Foram
identificados diferentes genes que regulam o crescimento indeterminado das raizes. Um
destes genes codifica a proteina SHORT- ROOT (SHR), um fator de transcricdo da familia
GRAS [GIBBERELLIN INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GA1-3 (RGA), SCR] e
componente chave no caminho de desenvolvimento que regulam a especificacdo do grupo de
células meristematicas da raiz, bem como a padronizacao radial em Arabidopsis (BENFEY et
al., 1993; NAKAJIMA et al., 2001). Fatores de transcri¢do da classe 111 homeodomain leucine
zipper (HD-ZIP 111) — REVOLUTA (REV), PHABULOSA (PHB) e PHAVOLUTA (PHV)-
controlam a formacdo do meristema apical e lateral (OTSUGA et al., 2001; EMERY et al.,
2003). A expressao destes fatores de transcri¢do especifica os tipos de tecidos vasculares no
inicio do desenvolvimento nas regides apicais (CARLSBECKER et al., 2010).

Neste contexto, a comunicagdo radicular se caracteriza como um importante sistema

de sinalizagdo aos diferentes tipos de alteracbes abioticas. Pois, as plantas vizinhas ao
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receberem o sinal sobre a alteragdo, podem antecipar respostas, aumentando as chances de
tolerar essa alteracdo e ndo sofrerdo estresse. Com essa estratégia, apesar de alguns individuos
sofrerem com a alteracdo mais do que outros, a populagdo é mantida. Portanto, com a
aplicacdo de manitol (deficiéncia hidrica), extrato vegetal, rutina (alelopatia), glifosato
(herbicida) e &cido indol-3-butirico (regulador vegetal) poderemos observar se plantas sob
efeito de alguma dessas moléculas, ao receber sinalizacdo, comunicam-se com plantas

vizinhas.
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2. OBJETIVOS

- Investigar se diferentes tipos de substancias podem induzir comunicacdo radicular
em plantas de sorgo.

- Testar se a sinalizacéo recebida por plantas vizinhas leva a alteragdes nos parametros
avaliados — comprimento de raiz e parte aérea, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,

atividade de enzimas antioxidantes e expressdo de genes do desenvolvimento de raiz.

21



3. HIPOTESE

Nossa hipoOtese é de que as plantas de sorgo submetidas as diferentes substancias
aplicadas transmitem sinal para as plantas vizinhas sobre as condi¢fes a que estdo expostas.
As plantas vizinhas ao receberem esse sinal podem antecipar respostas e posteriormente ao

serem afetadas por essas moléculas apresentardo maior tolerancia.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Comunicacéo vegetal

Os vegetais, caracterizados por serem sesseis, estdo sujeitos a quaisquer adversidades
que possam lhes causar danos. Assim, a capacidade de resistir aos eventos estressantes aos
quais poderdo estar sujeitos durante seu ciclo de vida é fundamental para o sucesso da
espécie. A comunicacdo vegetal pode ter importante funcdo de processamento de informacéo
(GROSS, 2016), pois a sinalizagdo ap6s um evento estressante recebida de uma planta vizinha
que ja esta sob efeito do estresse, pode levar a ativacdo de mecanismos de tolerancia, antes de
ser exposta a condicdo adversa. Por ndo apresentarem mobilidade, tanto os mecanismos de
defesa quanto de comunicacdo entre os vegetais, sdéo mediados por compostos quimicos
produzidos em diferentes tecidos e 0rgaos e os principais meios de liberacdo ocorrem atraves
da volatilizacdo na parte aérea e pela exsudacdo radicular (NADIN, 2016; VENTURI; KEEL,
2016).

A volatilizacdo é o tipo de comunicacdo vegetal mais associada aos beneficios
ecoldgicos para a dinamica de populagbes vegetais. Este mecanismo € utilizado para atragdo
de polinizadores e evitar herbivoria, pois, apds reconhecer a identidade do herbivoro, algumas
espécies vegetais podem emitir compostos volateis para atrair o predador especifico
(ARIMURA et al., 2008). Ja as raizes e a producdo de biomoléculas sdo frequentemente
relacionadas com a promocéo de crescimento de micro-organismos ou inibi¢do de parasitas na
rizosfera (VENTURI; KEEL, 2016). Um fator importante para que ocorra comunicacao
radicular é a co-ocorréncia espacial de raizes de plantas vizinhas. Apesar do distanciamento
da parte aérea, o crescimento de raiz ocorre de maneira radial, permitindo o contato com
raizes de outras plantas vizinhas, permitindo que a comunicagdo quimica ocorra de forma

eficiente. A exsudacdo radicular é importante ndo s6 para a comunicacdo entre 0s vegetais,
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mas também é importante para a interacdo entre planta e micro-organismos (WALKER et al.,
2003; BAIS et al., 2006).

Em sorgo alguns exsudados de raiz ja estdo caracterizados, sendo sorgoleone o
principal e mais bem descrito, porém, outros compostos derivados como, 5-ethoxysorgoleone
e 2,5-dimethoxysorgoleone também sdo descritos (CZARNOTA; RIMANDO; WESTON,
2003). Foram relatados efeitos inibidores da fotossintese em Glycine max (EINHELLIG et al.,
1993), caracterizando sorgoleone como potencial agente fitotoxico para outras plantas
(DUKE et al, 2001). Porém, devido a mecanismos evolutivos, muitas espécies ndo
apresentam auto-alelopatia, assim, esses exsudatos de raiz podem ser caracterizados como
moléculas sinalizadoras para plantas vizinhas. Deste modo, moléculas consideradas
aleloquimicas inibidoras para outras espécies podem ser utilizadas como sinalizadoras para
outros individuos da mesma espécie, espécies coexistentes ao longo do processo evolutivo e
para 0s micro-organismos da rizosfera (VAN DAM; BOUWMEESTER, 2016).

Os hormdnios vegetais sdo substancias que aparecem envolvidas em diversas fungdes
fisiologicas, incluindo redes de transducdo de sinais (DEPUYDT; HARDTKE, 2011). Dentro
do grupo de horménios vegetais encontramos as auxinas, associadas, ao crescimento e
desenvolvimento vegetal (LUDWIG-MULLER, 2000), a dominancia apical, respostas de
tropismo, desenvolvimento vascular, padrdo celular de tecidos e 6rgdo, desenvolvimento de
flores e frutos, incluindo a sinalizacdo primaria da familia de genes responsivos a auxina,
Aux/IAA, GH3 e SAUR (HAGEN; GUILFOYLE, 2002; GHANASHY AM; JAIN, 2009). Essa
sinalizacdo inicial para genes responsivos esta envolvida nas vias de sinalizacdo de respostas a
diferentes tipos de estresses bidticos e abidticos (CHEONG et al., 2002; GHANASHY AM;

JAIN, 2009).
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4.2. AlteracOes abioticas suas implicagdes

As plantas, estejam elas ocupando seu ambiente natural ou sendo cultivadas, estdo
sujeitas a alteracBes bioticas e abidticas no espaco em que ocupam. Essas alteracbes podem
ser benéficas ou prejudiciais e podem ocasionar alteracdes fisioldgicas, anatdmicas e
morfoldgicas no vegetal. Quando ocorre alteracdo no ambiente, principalmente quando essa
alteracdo é prejudicial, elas podem induzir sinalizacdo para o vegetal, indicando a
caracteristica e a possibilidade de estresse. Dentre os diferentes tipos de alteracbes
caracteriza-se a deficiéncia hidrica, acimulo de compostos alelopaticos, acimulo de
substancias herbicidas e a sinalizagdo por hormoénios vegetais.

A deficiéncia hidrica pode ocorrem por periodos de seca e também por alteracGes
osmoticas no solo, muitas vezes ocasionadas pela alta concentracdo de sais e outras
substancias osmoticamente ativas (DODD; DONOVAN, 1999). O manitol € um composto
geralmente utilizado como para simular deficiéncia hidrica, pois apresenta caracteristica inerte
e ndo toxica (AVILA et al., 2007) e dentre as respostas ocasionada pela sua aplicacio
observamos a reducdo do crescimento, levando a baixa e estatura e baixa fertilidade e quando
0 vegetal ndo apresenta tolerancia o rendimento energético também é reduzido (NASER;
SHANI, 2016; SILVESTRE et al., 2017).1sso ocorre, pois processos fisiolégicos em plantas
sdo dependentes do nivel de hidratacdo das células e tecidos. Na fotossintese, por exemplo, a
absorcdo das moléculas de carbono é possibilitada através da pressdo de turgor nas células
guardas, abrindo os ostiolos estomaticos permitindo a perda de agua pela transpiracdo e
possibilitando a entrada de CO, (CHAVES et al., 2002). Portanto, 0s mecanismos de ajuste
para o equilibrio da absorcdo, transporte e perda de agua pelos vegetais é um fator
determinante para o estabelecimento dos diferentes grupos de plantas que comp&e formacdes

vegetais sujeitas a diferentes condigdes de disponibilidade hidrica (NATHAN et al., 2016).
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Quando a &gua passa a ser um recurso limitante, as espécies que se estabeleceram no
ambiente ao longo de seus periodos evolutivos, podem apresentar diferentes mecanismos de
adaptacdo ou aclimatacdo a indisponibilidade hidrica. Essas espécies podem apresentar,
quando resistentes, mecanismos de tolerancia a periodos com baixa disponibilidade hidrica e
baixa umidade, o que pode ser um fator determinante para que uma espécie ocupe uma
fitofisionomia restrita ou diferentes fitofisionomias (NATHAN et al., 2016). Assim, o fluxo
de agua no sistema solo-planta-atmosfera pode ser alterado e os diferentes mecanismos
apresentados podem indicar a tolerancia, o que torna o individuo apto a se estabelecer em um
ambiente com época seca, ou a suscetibilidade, que pode levar perda da homeostase,
ocasionando estresse hidrico.

Portanto, diferentes mecanismos de ajuste podem ocorrer nos vegetais em funcdo dos
diferentes niveis de deficiéncia hidrica e suas correlacbes com as variaveis ambientais podem
nos informar as diferentes respostas fisiologicas passiveis de ocorrer. Um indicador do estado
hidrico nas plantas é o conteudo relativo de 4gua (CRA) foliar, indicador fisiologico direto
sobre o grau de deficiéncia hidrica (NOBEL, 1983; SINCLAIR; LUDLOW, 1985). O CRA
expressa a porcentagem do contetdo de agua de um tecido em relacdo a capacidade maxima
de agua que aquele tecido pode comportar, expressando o estado hidrico de uma planta
(BOYER, 1969; SLAVIK, 1974). Em situacdes de deficiéncia hidrica, um mecanismo
encontrado para a manutencdo do CRA ¢ a restricdo da condutancia estomatica. Em condic6es
de baixa disponibilidade hidrica, a manutencdo de menor potencial hidrico, pode reduzir a
abertura dos estdbmatos, caracterizando um mecanismo para evitar a perda de agua, onde
podera ser observado baixa oscilagdo no contetudo relativo de agua (KUDOYAROVA;
KHOLODOVA,; VESELOV, 2013). A abertura dos estbmatos € um movimento vegetal de

extrema importancia para a fisiologia da fotossintese, pois permite a entrada de CO: utilizado
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nas fases de carboxilagdo. Em contraponto, favorece a perda de agua e, por isso, 0s vegetais
possuem diferentes respostas para abertura e fechamento dos estomatos.

A condutancia estomatica representa os niveis de abertura e fechamento dos
estdmatos, fator atrelado ao estado hidrico da planta. Plantas com uma alta disponibilidade
hidrica apresentam, geralmente, boa correlacdo entre o potencial hidrico da folha e
condutancia estomatica, enquanto que a baixa disponibilidade hidrica pode levar ao
fechamento parcial ou total, diminuindo a condutancia (TARDIEU; SIMONNEAU, 1998). As
respostas estomaticas sdo complexas e dependem de diferentes fatores como a qualidade da
luz, concentragdo de CO2, umidade do ambiente, temperatura, potencial hidrico e/ou turgor da
folha além dos sinais hormonais de citocinina e acido abscisico (KLEIN, 2014).

A combinacdo da avaliacdo de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a é
utilizada para investigar efeitos ndo estomaticos na limitacdo da fotossintese (ENNAHLI;
EARL, 2005), uma vez que alteragdes na dissipacdo de energia luminosa no aparato
fotossintético interferem na atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(RuBisCo) na bainha do feixe vascular, e da fosfoenol-piruvato carboxilase (PEP —
carboxilase) no mesofilo (plantas C4), repercutindo no rendimento quantico do fotossistema
I1, na inativacdo de enzimas do ciclo de Calvin e na reducdo da sintese de ATP e Ribulose
1,5- bifosfato (RuBP) afetando a eficiéncia da atividade fotossintética (VAZ et al., 2010).
Essas alteracdes podem ser analisadas através das taxas de transportes de elétrons (ETR), do
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (PSII), e através das taxas de dissipacdo nao
fotoquimica e dissipacdo por calor, que refletem diretamente na eficiéncia da fotossintese. O
rendimento quantico méaximo (Fv/Fm) € utilizado para detectar alteracdes induzidas pelo
estresse no aparato fotossintético. Segundo Bjérkman e Demmig (1987) o valor observado na
maior parte das plantas vasculares é taxado em 0,832+0,004. O declinio nos valores da

fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro (Fwm) e a reducdo na Fv/Fwm refletem na
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reducdo da habilidade do PSIl em reduzir o aceptor primario QA (quinona A)
(CALATAYUD; BARRENO, 2001); enquanto a fluorescéncia minima da folha adaptada ao
escuro (Fo) aumenta quando o aparato fotoquimico estd danificado, indicando inibicdo do
ciclo de reparo do PSII em especial a proteina D1 (HAKALA et al., 2005; OHNISHI et al.,
2005; NISHIYAMA; ALLAKHVERDIEV; MURATA, 2006).

Os aleloquimicos podem ter acdo indireta levando a mudancas nas propriedades do
solo ou inducdo do crescimento de micro-organismos produtores de substancias que
beneficiem a planta; ou acéo direta interferindo no crescimento e desenvolvimento da planta,
causando alteracbes a nivel celular, modificagbes no funcionamento das membranas,
balanceamento de hormdnios vegetais, alteracbes na fotossintese e na absor¢cdo de agua e
nutrientes (R1ZVI; RIZVI, 1992; GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005; OTEIZA et al.,
2005). Na fotossintese os efeitos dessas substancias podem ser primarios quando reagem com
proteinas dos complexos do fotossistema ou secundarios, pois podem desencadear a producédo
de moléculas com capacidade oxidativa e desviar o fluxo de elétrons utilizados na cadeia de
transporte de elétrons para formacéo de ATP e NADPH (ZHOU; YU, 2006). Os flavonoides
sdo caracterizados como substancias aleloquimicas, apresentam carga negativa em pH neutro
e em baixas concentracGes podem promover o crescimento celular aumentando a eficiéncia de
enzimas, proteinas e carreadores de elétrons; porém, em altas concentracbes podem
hiperpolarizar membranas, alterando o funcionamento de bombas de ATP, sendo
caracterizados como toxicos para as células, causando a reducdo no crescimento (ALMEIDA
et al., 2008; AGATI et al., 2012; DE MARTINO et al., 2012). De modo geral, as alterac6es
abidticas podem alterar a producdo e o acumulo de espécies reativas de oxigénios (EROs),
geralmente acompanhada da ativacdo de sistemas celulares de defesa, como a producdo de
enzimas antioxidantes (BAIS et al., 2003; GNIAZDOWSKA,; BOGATEK, 2005; SUZUKI et

al., 2012).

28



EROs sdo moléculas que contém oxigénio em estado reativo com alta capacidade
oxidativa em funcéo da reducédo do oxigénio molecular (O2), durante processos de respiracao
celular, dentre as quais podemos encontrar mais comumente em plantas superéxidos (O2¢—),
radical perhidroxila (HO2+—), peréxido de hidrogénio (H20-), radical hidroxila (OHe), radical
alkoxy (ROv), radical perdxido (ROO¢), oxigénio singleto (|O2) e hidroperoxido organico
(ROOH) (BHATTACHARJEE, 2012). O aumento da produgéo e acumulacdo de EROs causa
a peroxidacao lipidica, leva ao estresse oxidativo e induz o sistema redox a variadas respostas
celulares. O resultado desta inducdo leva a alteracdes na sinalizacdo bioquimica que pode
alterar a producdo de enzimas antioxidantes e, em situa¢fes extremas, pode levar a danos e
morte celular (BHATTACHARJEE, 2005, 2012). A atividade de enzimas antioxidantes
constitui um importante mecanismo de neutralizagdo de EROs, sendo as principais enzimas
relacionadas com os mecanismos de neutralizacdo (DAVIS; SWANSON, 2001; HUNG;
KAO, 2003), pois 0 aumento da atividade dessas enzimas esta relacionado com a reducdo da
concentracdo de EROs.

4.3. Marcadores moleculares

A fisiologia vegetal, atualmente conta com as ferramentas de biologia molecular como
fortes aliadas para melhor compreensao de vias fisiologicas de desenvolvimento e
metabolismo. Essa vertente tem ganhado mais forca, ap6és o estudo do genoma e
transcriptoma de Arabidopsis thaliana, Zea mays, Sorghum bicolor e Oriza sativa. Essas
ferramentas podem ajudar na descoberta de aspectos fisiologicos de alteragdes abidticas,
como a deficiéncia hidrica, atividade alelopatica e fitotoxicidada de herbicidas. A expressao
dos genes pode ser monitorada apontando as alteracdes causadas pelo agente estressor na
expressdo génica indicando possiveis alteracdes na(s) via(s) bioquimica(s) atingida(s).

Com isso a quantificacdo da expressao dos genes se tornou a fonte mais utilizada para

se obter dados da funcionalidade do genoma. Estudos sobre expressdo génica fornecem dados
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importantes sobre a funcionalidade dos genes, e indicam alteragdes no padrio de expressao
relacionadas a diferentes condigdes em que o organismo pode ser exposto e fornecem
informagdes importantes sobre as interagdes com as vias metabolicas e fisiologicas
(BRAZMA et al., 2001). Atualmente a técnica mais utilizada ¢ o sequenciamento de RNA ou
RNA-seq, que consiste em sequenciar todo material de RNA (e.g. RNA mensageiro ¢ micro-
RNA), obtendo o transcriptoma total do vegetal, que pode ser comparado com diferente o
mesmo vegetal em diferentes situagdes (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Isso permite
observar variacdes nos niveis de expressao dos genes e fornece genes alvos para estudos em
fisiologia vegetal. Esses genes alvos podem entdo ser utilizados para estudos focando as vias
especificas, sem que seja preciso sequenciar todo transcriptoma.

O crescimento de raiz ¢ mais afetado por diferentes tipos de alteracdes abidticas,
incluindo a deficiéncia hidrica, acdo herbicida e alelopatia, uma vez, que as raizes estarao
envolvidas diretamente com as substancias aplicadas — efeito herbicida e alelopatico — ou com
a falta de agua (FERREIRA; AQUILA, 2000; PRATES et al., 2000). A raiz apresenta a
importante funcao de sustentacdo das plantas terrestres e permite a obtencdo de agua e
nutrientes do ambiente, importante adaptacao para este modo de vida. Os tecidos que compde
este O0rgdo e os tipos celulares surgem do meristema apical (DI LAURENZIO et al., 1996;
SCHIEFELBEIN; MASUCCI; WANG, 1997; CARLSBECKER et al., 2010). O padrao radial
¢ uma das caracteristicas bdsicas em oOrgdos vegetais, incluindo a raiz, ¢ constituido por
camadas concéntricas de tecidos de trés tipos fundamentais: a epiderme, a regido do cortex e o
tecido vascular. Ao longo do eixo apical-basal da raiz trés regides se distinguem: a zona
meristematica, zona de alongamento e a zona maturacdo (YAMAUCHI; PARDALES JR;
KONO, 1994; SCHERES et al., 1995).

Diferentes genes sdo associados a regulacdo do crescimento indeterminado de raizes.

Um desses genes, 0o SHORT- ROOT (SHR) a proteina SHR, um fator de transcricdo da familia
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GRAS [GIBBERELLIN INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GAI-3 (RGA), SCR] e
compde a rota de desenvolvimento que regula a especificagdo de célular em meristemas
radiculares e a padronizacdo radial em Arabidopsis thaliana (BENFEY et al, 1993;
NAKAJIMA et al., 2001; CARLSBECKER et al., 2010). As plantas mutantes shr que nao
apresentam expressao deste gene, possuem raizes primarias extremamente reduzidas
(BENFEY et al., 1993; SCHERES et al., 1995; YU et al., 2010). As muta¢des nos genes da
familia SHORT ROOT (SHR) e SCARECROW (SCR) induzem a formac¢do de uma camada
unica de tecido fundamental no cortex radicular. O gene SHR ¢ importante na diferenciacao de
células de endoderme, pois a auséncia da expressdo deste gene leva a formacdo tecido
fundamental com células corticais e auséncia de endodérme (SCHERES et al., 1995).

Os membros da familia HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER 111 (HD-ZIP III), sdo
fatores de transcricao (FT)compostos pelos genes REVOLUTA (REV), PHABULOSA (PHB) e
PHAVOLUTA (PHYV) e associados a diferenciacao de células do meristema apical e lateral
(OTSUGA et al, 2001; EMERY et al, 2003).Podem ser expressos em padrdes
complementares a familia génica KANADI, induzindo a capacidade de diferenciagdo do
periciclo para formagao de raizes laterais (HAWKER; BOWMAN, 2004). A expressao destes
FT ¢ requerida para diferenciagdo das células de xilema, onde altos niveis levam a formagao
de metaxilema e baixos niveis, a formagado de protoxilema. IOs membros dessa familia génica
sofrem regulacdo poés-transcricional via RNAs regulatorios, os microRNAs 165 e 166
(JUAREZ et al.,, 2004). Carlsbecker et al. (2010) observaram que miRNAs podem ser
transportados pelas células radiculares e reprimem os transcritos de HD-ZIP III ligando-se
em complemento a fita simples do mRNA. A regulacdo espacial dos transcritos dos genes
HD-ZIP III ¢ um fator-chave para o desenvolvimento da ldmina foliar em milho (NOGUEIRA
et al., 2007) e para padronizagdo radial da raiz (CARLSBECKER et al., 2010). Zhong e Ye

(2007) sugerem que a regulacdo de HD-ZIP III por miR165 e miR166 ¢ mediada ndo sé pela
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expressdo tecido-especifica, mas também por efeitos diferenciais na clivagem dos transcritos
alvos.

Para todos estes estudos de expressdo gé€nica em condi¢des de desenvolvimento
diferenciadas a quantificagdo de transcritos dos genes alvos pode ser expressa em nimero
absoluto ou relativo. A quantificacdo absoluta determina a quantidade exata de amplicons,
através do método da curva padrdo, onde se emprega quantidades conhecidas de amostra,
enquanto na quantificacdo relativa sdao utilizadas equacdes que envolvem o valor de Ct
(Threshold Cycle) da amostra, de um calibrador e de um gene normalizador.

O gene normalizador ¢ utilizado como controle interno para normalizar os valores de
mRNA e miRNA obtidos e diminuir efeitos de fatores ndo biologicos, como variagdes em
passos do procedimento experimental, quantidade inicial de amostra, integridade de RNA,
eficiéncia na sintese de cDNA ¢ diferengas transcricionais em tecidos e células analisados
(EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008). A expressdo deste gene ndo deve variar em tecidos e
células, ou em resposta a um tratamento experimental (REBRIKOV; TROFIMOV, 2006).
Alguns genes foram bastante estudados como bons normalizadores em plantas, como o RNA
Ribossomal 78S (rRNA 18S), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), fator de
alongamento lo (EF-la), actina, o tubulina e f tubulina (CZECHOWSKI et al., 2005).
Muitas publicagdes destacam, entretanto, o fato de nenhum gene em particular ser capaz de
preencher os critérios de um gene de referéncia universal. Ou seja, ndo hd gene ideal para
normalizar, portanto, cabe ao investigador identificar e validar o gene mais apropriado para as
condigdes experimentais a utilizar (BUSTIN, 2002).

Portanto, quando a alteragcdo abidtica interfere no desenvolvimento de raizes, a
expressdo de genes relacionados a este pardmetro serd alterada. Essa alteracdo, quando

sinalizada para plantas vizinhas, pode ser indicativa de comunicagdo entre as raizes.
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Botucatu, no
periodo de margo a abril de 2016, em Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

Para avaliarmos a possibilidade de ocorréncia de comunicagdo entre raizes induzidas
por diferentes tipos de sinalizacdo, o modelo experimental proposto foi desenhado de acordo
com a figura 1, onde foram utilizados trés vasos com capacidade de 500 ml de solucéo
nutritiva. Duas plantas foram utilizadas por repeticdo, sendo que a primeira planta teve a raiz
separada em duas partes, onde uma parte permaneceu no vaso 1 e a segunda no vaso 2. A
segunda planta também teve a raiz separada em duas partes, onde uma parte ficou no vaso 2
permitindo o contato com a raiz da primeira planta e a segunda parte ficou no vaso 3. No vaso
1 aplicamos as diferentes substancias utilizadas com tratamentos. Apenas a planta um teve
contato direto com as substancias, caracterizando-a como planta tratada e a planta sem

tratamento como planta vizinha.

Raizem

contato
direto

Raiz
Vizinha 2

Raiz
vizinha

Raiz
comunicante

Figura 1. Modelo experimental para o estudo de comunicacdo entre raizes. Adaptado de
Toledo (2015).
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Sementes de Sorghum bicolor (sorgo) foram colocadas por 10 minutos em solugéo de
hipoclorito de sodio a 5% e, posteriormente, lavadas 10 vezes com agua destilada. As
sementes esterilizadas foram colocadas em substrato para cultivo de plantas em bandejas para
germinacgdo de sementes, garantindo assim, bom enraizamento. Plantulas com 10 dias ap6s a
germinagdo, com comprimento da raiz e da parte aérea semelhantes foram selecionadas para
transplante no meio hidropdnico com aeragdo constante em solugéo n°2 de Hoagland e Arnon
(1950) mantida com 50% da forca idnica, com a condutividade elétrica em 1,2mS e pH em
6,2. Seis plantulas para cada tratamento e controle, foram aclimatadas nesta solugéo nutritiva
pelo periodo de duas semanas, sendo que ao final da segunda semana, a solucéo nutritiva foi

substituida por uma nova para a aplicagdo dos tratamentos e inicio do experimento (figura 2).

Figura 2. Condicao de crescimento de plantulas de sorgo com 25 dias apds a germinacao em
meio hidropdnico com aeracdo constante em solucdo n°2 de Hoagland e Arnon (1950) com
50% de forca idnica mantida e condutividade elétrica em 1,2mS e pH em 6,2. Botucatu, S&o
Paulo, 2016.
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Durante todo o periodo do experimento a condicdo da casa de vegetacdo foi

monitorada, com a temperatura controlada em 255 °C e umidade relativa do ar em 755 %

(figura 3).
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Figura 3. Caracterizacdo da temperatura e umidade relativa do ar na casa de vegetacdo
durante o experimento. Botucatu, Séo Paulo, Brasil.
5.1. Aplicacao dos tratamentos para estimulo de respostas em raizes

Plantulas de sorgo com 25 dias de idade apds a germinacdo foram tratadas com
manitol, glifosato, extrato de folhas de Copaifera langsdorffii (extrato de copaiba), &cido
indol-3-butirico (IBA) e rutina, por 168 horas, para observacéo do efeito de diferentes tipos de
sinalizacdo. Os tratamentos foram escolhidos de acordo com o tipo de alteracdo e
possibilidades de sinalizacdo. Para observar efeitos da deficiéncia hidrica foi utilizado
tratamento com manitol a 505 mM (-1,27 MPa) (ALMANSOURI; KINET; LUTTS, 2001).
Para observar a acdo de efeito alelopatico utilizamos extrato organico metandlico de folhas de
Copaifera langsdorffii Desf. (extrato de copaiba ou ext. de copaiba) na concentracdo de 400

mg.L™, doses definidas com potencial de inibicdo de crescimento sem levar a planta a morte
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(FRANCO et al.,, 2015a, 2015b, 2016), assim como rutina (flavonoide glicosideo) na
concentragdo de 10 pM, substancias com estrutura e efeito semelhantes aos flavonoides
majoritarios encontrados no extrato vegetal testado. Outros efeitos que podem levar a uma
rede de transducdo de sinais e cascata de sinalizacdo sdo os reguladores vegetais, assim,
aplicamos o &cido indol-3-butirico (IBA) a 20 uM para cascata de sinalizacdo dependente de
auxina. Aplicamos também um herbicida comercial a base de glifosato a 100 uM, para
observarmos os efeitos da sinalizagcdo de estresse causado por herbicida. O controle foi
realizado utilizando apenas a solucdo nutritiva sem adicdo de nenhum tratamento, porém
mantendo o desenho experimento de compartilhamento de raizes no mesmo vaso. Tanto o
controle, como os tratamentos foram constituidos de trés repeti¢des, sendo que cada repeticéo
foi composta por duas plantas com raizes distribuidas por trés vasos de acordo com o modelo

da figura 1.

5.2. Comprimento de raizes e parte aérea

Para mensurar o comprimento de raiz e da parte aérea das plantas de sorgo, foi
utilizado uma régua graduada em milimetros, medindo a parte aérea a partir do inicio do caule
até a prolongacéo da ultima folha completamente expandida, e a raiz, a partir do eixo caule —
raiz até a ponta da raiz mais comprida. As medidas de cada planta foram mensuradas no dia
da aplicacdo dos tratamentos e no Ultimo de dia de experimento. Estes dados foram utilizados
para calcular a razdo de crescimento, observando a diferenca do comprimento final com o
comprimento inicial. Os dados obtidos em milimetros (mm) foram convertidos em taxa de

crescimento relativa ao controle (%) para apresentacao gréafica.
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5.3. Condutancia estomética

As medidas de condutancia estomética (gs) foram efetuadas com a utiliza¢do de um
pordmetro em estado de equilibrio dindmico Leaf Porometer Modelo SC-1 (Decagon/EUA).
Foram selecionadas folhas completamente expandidas para realizar as medidas. As analises
foram realizadas as 10 horas da manha. Foi realizada uma medida em cada planta tratada e
vizinha. As medidas foram feitas no primeiro, terceiro, quinto, sexto e sétimo dia apds a

aplicagdo dos tratamentos.

5.4. Fluorescéncia da clorofila a

Foram selecionadas folhas completamente expandidas para realizar medidas das
variaveis da fluorescéncia da clorofila a avaliadas com auxilio de fluordmetro PAM — Junior,
Chlorophyll — Fluorometer (WALZ/Alemanha). Diversas variaveis fotoquimicas foram
calculadas com base em parametros de fluorescéncia da clorofila a: eficiéncia quéantica
maxima do PSII (Fv/Fwm), rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (®psi) medido de
acordo com GENTY; BRIANTAIS; BAKER (1989), taxa de transporte de elétrons (ETR =
AF/Fm'x DFFFA x 0,5 x 0,84), (MAXWELL; JOHNSON, 2000) e a dissipacao fotoquimica
(gP), dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ). Para a estimativa ETR, 0,5 foi usada como a fracao
de energia de excitacao distribuida entre os fotossistemas e 0,84 como a fracdo de absorcao de
luz (BAKER, 2008). As folhas amostradas foram aclimatadas no escuro por 30 minutos. As
analises foram realizadas através do método de curva de inducdo, utilizando um método
adaptado manualmente, previamente testado proporcionando melhor resolucdo dos dados
obtidos. Esse método consiste na determinacdo da fluorescéncia basal (Fo), seguido de um
pulso de luz de 10000 pmol/m2s™® DFFFA (Densidade de fluxo de fotons fotossintéticamente
ativos) para determinagdo da fluorescéncia méaxima (Fwm) e consequentemente o valor da

eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm). Apos esse passo, foi determinado um tempo de
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espera de 40 segundos com auséncia de luz seguida da aplicacdo de luz actinica com
intensidade de 1500 umol/m2s™ de DFFFA por 60 segundos para determinacdo dos demais
pardmetros. Os pardmetros da fluorescéncia da clorofila a foram aferidos através de
fluordmetro no horario das 10 horas da manhd, para verificagdo das variagdes na
fluorescéncia emitida em funcdo dos tratamentos utilizados ou da comunicacdo emitida pela
planta tratada na planta vizinha. Os dados de ¢esi, gP, NPQ e Fv/Fm foram coletados no
sétimo dia ap6s aplicacdo dos tratamentos. Os dados de ETR foram obtidos no terceiro, quinto

e sexto dia ap0s a aplicacdo dos tratamentos.

5.5. Conteudo relativo de agua

Folhas completamente expandidas foram selecionadas para avaliacdo do conteudo
relativo de agua (CRA) de acordo com o método descrito por ELSHEERY; CAO (2008).
Discos foliares com 2 cm de didmetro foram pesados imediatamente para obtencdo da massa
fresca (MF). Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de Petri, com papel de filtro,
imersos em agua deionizada e acondicionados por 24 horas a 5 °C para reidratacdo. Apos esse
periodo, as amostras foram pesadas obtendo o valor da massa turgida (MT) e, em seguida,
levadas a estufa (temperatura ~ 60 °C até massa constante) para obtencdo da massa seca (MS)
das amostras. Foi utilizada balanca de precisdo para determinacdo das massas fresca, tdrgida e
seca. A determinacdo do CRA foi feita de acordo com SMART; BINGHAM (1974),
utilizando-se a formula:

(MF — MS)

100

5.6. Trocas gasosas
As trocas gasosas foram avaliadas utilizando-se equipamento de sistema aberto com

analisador de géas (COz) e vapor d’agua por radiacao infravermelha (Gas-Exchange and
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Fluorescence System, GFS-3000, Walz), ao sétimo dia ap0s aplicacdo do tratamento, com o
dia ensolarado, durante o periodo das 9:00 as 11:00h com duracao aproximada de 2,5 minutos
entre uma repeticéo e outra.

A concentracdo de CO; de referéncia utilizada durante as avaliagcdes foi a presente no
ambiente, a qual variou de 380 a 400 pmol mol™ e com luz saturante de 1500 pmol/m?s de
DFFFA. Foram analisadas as seguintes varidveis de trocas gasosas: taxa de assimilacdo
liquida de CO2 (Anet, pmol CO2 m-?s1), taxa transpiratoria (E, mmol vapor d’agua m?s?) e

eficiéncia do uso da 4gua (WUE, umol CO2 (mmol H20) ).

5.7. Determinacgéo da atividade de enzimas antioxidantes

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD, EC. 1.15.1.1) peroxidase (POD, EC. 1.11.1.7) e catalase (CAT, EC. 1.11.1.6) foram
coletadas amostras de folhas e raizes de cada repeticdo ao sétimo dia apds a aplicacdo dos
tratamentos. As amostras foram maceradas em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido e

posteriormente armazenada em ultra freezer a -80 °C.

5.7.1 Determinacéo de proteinas totais

Para determinar a atividade especifica das enzimas antioxidantes foi necessario
determinar a concentracdo de proteinas em folhas e raizes. Para isso foi utilizada a
metodologia descrita por Bradford (1976). 100 mg do material de folhas e raizes foram
macerados em 2 ml de tampao fosfato de potassio 0,1 mol/L em pH 6,8 com adi¢cdo de 100
mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material vegetal foi centrifugado a 14000 x g por 20
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta e utilizado como extrato
para determinacdo de proteinas totais. A solucdo utilizada na determinagdo da concentracdo

de proteinas foi preparada com 100 mg de coomassie brilliant blue G-250 dissolvido em 50
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ml de etanol 95%, com adi¢do de 100 ml de &cido fosférico 85 % (m/v) e a solucdo resultante
foi diluida em &gua deionizada para um volume final de 1 L e posteriormente filtrada para
retirar o0 excesso de corante.

A curva padrdo utilizada para os célculos da concentragdo de proteinas foi feita
utilizando 100, 80, 60, 40, 20 e 0 ug de proteina (Caseina) com posterior adicdo solucdo
corante. A solucdo resultante foi levada para leitura da absorbancia em espectro fotometro a
595 nm.

Para as folhas e raizes 100 pl do extrato foram adicionados em um tubo de ensaio. Em
seguida foi adicionado 2,5 ml da solucdo corante e os tubos foram agitados em agitador de
tubos vortex. As leituras das amostras foram feitas apds 15 minutos em espectrofotdometro a

595nm, utilizando a solugéo corante como branco.

5.7.2 Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6)

Para a determinacdo da atividade da CAT, o sistema de reacdo foi mantido a 20 °C por
60 segundos, composto por 50 uL de extrato enzimatico, 950 uL de tampéo fosfato de sodio
50 mM, pH 7,0, suplementado com peroxido de hidrogénio (H202) 12,5 mM, num volume
final de 1 mL. A leitura da absorbancia foi realizada a 240 nm, e foi utilizada para os calculos
do coeficiente de extingdo molar do H.O> em consideracdo a concentragdo de proteinas totais.

A atividade especifica foi expressa em Kat pg Prot™.

5.7.3 Peroxidase (POD, EC. 1.11.1.7)

Para a determinacdo da atividade da POD em folhas e raizes foi utilizado 100 uL de
extrato enzimatico bruto. Posteriormente, foi adicionado 4,9 mL de solu¢do tampédo fosfato de
potassio 25 mM, pH 6,8 contendo 20 mM de Pyrogallol e 20 mM de H>02. Apos incubagédo

por 1 min a reacdo foi paralisada com adicdo de 0,5 mL de &cido sulfurico (H2SO4) a 5 %. A
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leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 420 nm. O célculo da atividade
especifica de POD foi realizado utilizando em considera¢do o contetdo de proteinas totais. A

atividade especifica foi expressa em pKat pg Prot-1.

5.7.4 Superoxido dismutase (SOD, EC. 1.15.1.1)

Para a determinacdo da atividade da SOD, utilizamos o método de BEAUCHAMP;
FRIDOVICH (1971) citados por BOR; OZDEMIR; TURKAN (2003). O sistema de reacdo
foi composto de 100 uL de extrato enzimatico, tampdo fosfato de sdodio 50 mM, pH 7,8,
mistura nitroblue tetrazolium (NBT) 75 uM + EDTA 10 nM e riboflavina 2 uM, totalizando
um volume de 3.0 mL. Apos iluminagdo (15 W) dos tubos por cinco minutos a 25°C. Apds o
final da catalise, mensuramos a reducdo do NBT a formazana por leituras de absorbancia em
espectrofotobmetro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD foi calculada considerando a
quantificacdo de proteinas totais. A atividade especifica é expressa em U.mg? de proteina.
Neste caso, uma unidade (U) representa a quantidade de enzima necessaria para inibir em
50% a razdo de reducdo do NBT, portanto os dados sdo apresentados em % de reducdo da

fotorreducéo.

5.7.5 Extravasamento de eletrdlitos e analise da clorofila a

A integridade e permeabilidade de membrana plasmatica foi avaliada observando a
técnica de extravasamento de eletrdlitos. Para isso foram 10 discos foliares de cada repeticéo,
com 1 cm de didmetro cada. Os discos foram imersos em solu¢do manitol a 0,3 M e mantidos
em agitacdo por 24h. Ao final do periodo de incubacdo foi medido a condutividade elétrica da
solucdo (C1). Os frascos foram pesados e aquecidos até o ponto de ebulicdo da solucéo por 10
minutos. Apoés o resfriamento, foram novamente pesados e reposto a diferenca da solugdo que

evaporou foi reposta com &gua deionizada e mantidos sob agitacdo durante 30 minutos. Apos
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esse periodo outra leitura da condutividade foi realizada (C2). Assim a perda de eletrolitos foi
calculada férmula: Extravasamento de eletrolitos = (C1/C2) x 100, e foi expressa em
porcentagem do extravasamento de eletrdlitos.

Para extracdo e analise da clorofila a foram utilizados 2 discos de 1 cm de diametro,
imersos em 2 mL dimetilformamida (DMF) por 24h. Para determinagéo das clorofilas 2 mL
da solucdo foi adicionada a uma cubeta de vidro e foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro nos seguintes comprimentos de onda: 480, 646,8 e 663,8 nm. O
espectrofotometro foi zerado utilizando apenas DMF. A clorofila a foi determinada pela

seguinte formula: (12 x absorbancia 663,8nm) — (3,11 x absorbancia 646,8nm).

5.8. Analises da expresséo de genes do desenvolvimento de raiz
5.8.1 Isolamento, quantificacdo do RNA total e sintese de cDNA RT-PCR

Isolamos o RNA total de todas as amostras seguindo-se as recomendacdes do kit SV
Total RNA Isolation System (PROMEGA). Utilizamos raizes de cada repeticdo dos
tratamentos e controle para maceracdo com auxilio de nitrogénio liquido.

Apos a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com 2 pl de DNase |
Amplification Grade (INVITROGEN), seguindo as recomendac@es do fabricante para a
remocdo total do DNA gendmico das amostras. Em seguida foi verificada a integridade das
amostras de RNA por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com 0,001 % (v/v) de
brometo de etidio, em tampéao de corrida TAE 1x (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA) com
tensdo constante de 130 V. Awvaliamos a concentracdo e pureza do RNA por
espectrofotometria de absorcdo. A auséncia de DNA genémico nas amostras de RNA total, foi
realizada por meio da realizacdo de PCR usando iniciadores especificos para 0s genes

enddgenos.
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Utilizamos o RNA total tratado com enzima DNase |, para a sintese da primeira fita de
cDNA por RT-PCR. Adicionamos oligodT junto ao iniciador randémico (random primer),
para para normalizacdo da quantidade de cDNA utilizado em cada reacdo de PCR. A sintese
da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 2 pg do RNA total purificado, usando o Kit
Improm-I1 Reverse Transcriptase (PROMEGA). Adicionamos ao RNA 1ul de dNTP 10mM,
1pl de oligodT (500 ng/pl), juntamente com o iniciador randdémico. As amostras foram
incubadas a 70 °C por 10 minutos. Em seguida, adicionamos 5 pl de Improm-11 5x Reaction
Buffer, 2.4 pl de MgCl, 25mM, 0,6 pl de inibidor de RNase Ribolock (FERMENTAS) e 1 pl
da enzima Improm-11 Reverse Transcriptase. As reacdes foram encubadas em termociclador a
94 °C por 2 minutos, seguidas por transcricdo reversa de 25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60
°C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos. Para inativacdo da enzima Improm-Il Reverse
Transcriptase, a reacdo foi incubada a 72°C durante 15 minutos. Posteriormente,

armazenaremos as reacoes a -20°C.

5.8.2 Avaliacdo da expressao génica por RT-qPCR

Desenhamos iniciadores especificos baseados nas sequéncias identificadas, levando
em consideracdo caracteristicas como Tm (temperatura de fusdo), a formacdo de dimeros
(cross-dimers e self-dimers) e a formacdo de estruturas secundarias (harpins), analisadas no

software PCR Primer Stats (http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr primer stats.html).

Realizamos as reac6es de amplificacdo RT-gPCR em volume final de 20 pl, utilizando
4 ul de cDNA na diluicdo de 1:10 (v:v), 0,4 de cada iniciador na concentracdo de 10 mM, 10
ul de GoTaq gPCR Master Mix (PROMEGA), 0,18 ul de reference e 5,02 agua milli-Q. A
amplificacdo ocorreu em termociclicador 7300 Real-Time PCR System (APPLIED
BIOSYSTEMS). O programa utilizado foi: 95°C por 2 minutos e 40 ciclos a 95°C por 15

segundos e 60°C por 30 segundos, com deteccdo do sinal da fluorescéncia ao final de cada
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etapa de extensdo. Ap0s a essa etapa, curvas de dissociacdo foram determinadas para cada
ponto amplificado (curva de melting). Realizamos todas as reagdes em duplicatas técnicas,
incluindo uma amostra controle ndo tratada (NTC) contendo somente agua milli-Q.

Foi utilizado o método relativo para analise da expressdo génica, em relacdo a
quantidade relativa de transcritos de outro gene, cuja expressao € adotada como constante
denominado gene normalizador. Calculamos a expressdo relativa pelo método descrito por
PFAFFL (2001), onde a razdo de expressdo relativa dos genes alvo é calculada com base na
sua eficiéncia e na diferenga de Ct (ACt) de uma amostra desconhecida (tratamento) versus
um controle (controle - tratamento). A eficiéncia foi calculada utilizando o slope dado pela
curva padrdo de dilui¢des 1; 0,1; 0,01 e 0,001. Os dados obtidos foram calculados utilizando
programa Relative expression software tool (REST) (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE,

2002).

5.9. Obtencéo dos dados e analise estatistica

Os dados foram obtidos a partir de trés repeticoes bioldgicas e foram submetidos aos
testes de normalidade e igualdade de variancia, foram analisados estatisticamente por meio da
andlise de variancia (One Way ANOVA). Foram comparadas as médias das plantas tratadas e
vizinhas entre elas e com os controles. Quando as médias apresentavam diferenca estatistica,
foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Todas as medias dos controles 1 e 2 (mesmo modelo experimental realizado com o0s
tratamentos com substancias aplicadas, apenas com solucdo nutriva) foram avaliadas por
ANOVA e ndo apresentaram diferencas entre elas. Por isso os dados foram apresentados

graficamente com as médias dos controles e ndo controle 1 e 2.
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7. RESULTADOS
7.1. Efeitos no crescimento vegetal

A razdo entre o comprimento inicial e final de raizes (figura 4) e parte aérea (figura 5),
aponta para o efeito dos tratamentos durante o tempo de experimentacdo no desenvolvimento
desses Orgaos vegetais, onde podemos observar que raizes tratadas com manitol, glifosato e
extrato de copaiba, apresentam reducdo no desenvolvimento das plantas tratadas e a
sinalizacdo induz a reducdo em raizes de plantas vizinhas. As plantas tratadas com IBA e a
sinalizacdo gerada para as plantas vizinhas levaram a reducdo em relacdo ao controle, porém a
reducdo nas plantas tratadas foi maior, apresentando diferenca também em relacéo as plantas
vizinhas. As plantas tratadas com rutina apresentaram redugdo no comprimento em relacdo ao
controle, ja as raizes das plantas vizinhas ndo diferiram do controle, mas apresentam
comportamento oposto ao observado nas plantas tratadas.

Quanto a razdo entre comprimento inicial e final de parte aérea, as plantas tratadas
com manitol e suas vizinhas apresentaram reducdo em relacdo ao controle, porém essa
reducdo foi maior nas plantas tratadas, indicando diferenca em relagéo as plantas vizinhas. As
plantas tratadas com glifosato ndo apresentaram diferenca em relagcdo ao controle, porém suas
vizinhas apresentaram maior desenvolvimento da parte aérea. Plantas tratadas com extrato de
copaiba ndo apresentaram diferenca em relacdo ao controle, porém as plantas vizinhas
apresentaram reducdo. As plantas tratadas com rutina e IBA ndo apresentaram diferenca
relativa ao controle, porém observamos um aumento nas plantas vizinhas. Portanto, podemos
observar que as plantas vizinhas apresentaram diferencas relativas ao controle, indicando

alteracdes no crescimento, possivelmente em funcédo de sinal recebido pela planta tratada.
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Figura 4. Comprimento de raizes em plantas de sorgo submetidas a diferentes tratamentos. A
diferenca (P< 0,05) é representada pelo “. A auséncia indica que ndo houve diferenca
significativa.
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7.2. Trocas gasosas e relacdes hidricas

A conduténcia estomatica (gs) foi reduzida pela aplicagdo de manitol (figura 6A),
apresentando diferenca em relagdo ao controle em todos os dias analisados. As plantas
vizinhas também apresentaram reducao nesse parametro 3 dias apds aplicacdo do tratamento,
porém em menor escala seguida de recuperacdo nos dias posteriores. Em plantas tratadas com
glifosato (figura 6B) observamos efeito semelhante as tratadas com manitol, onde plantas
tratadas e vizinhas apresentaram reducdo de gs no terceiro dia apés a aplicacdo do tratamento.
Porém tanto as plantas vizinhas como as tratadas apresentaram recuperacdo nos dias
posteriores. As plantas tratadas com extrato de copaiba e suas vizinhas ndo apresentaram
alteracdo nesse parametro (figura 6C). O tratamento com IBA levou a reducdo de gs nas
plantas tratadas e vizinhas no terceiro dia ap0s a aplicacdo do tratamento, e no sétimo dia
observamos elevagdo nos niveis de gs em plantas vizinhas (figura 6D). O tratamento com
rutina (figura 6E) apresentou efeito semelhante ao tratamento com glifosato, onde plantas
tratadas e vizinhas apresentaram reducédo de gs no terceiro dia ap6s a aplicacdo do tratamento.
Porém tanto as plantas vizinhas como as tratadas apresentaram recuperacdo nos dias
posteriores. Portanto, quando o tratamento altera a condutancia estomatica, a planta vizinha

também apresenta alteracdo nesse parametro apresentando recuperacao posterior.
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Figura 6. Comparacdo da condutancia estomatica das plantas tratadas, plantas controle e
plantas vizinhas ao longo dos dias de tratamento. DAAT: dias apds aplicacdo do tratamento.
As diferencas (P< 0,05) sdo representadas pelas letras:  que indica diferenca em relagio ao
controle, letra ® que indica diferenca relativa a planta vizinha e letra © que indica diferenca em
relacdo ao controle e a planta vizinha. A auséncia das letras indica que ndo houve diferenca
significativa.

A taxa de assimilagdo liquida de CO> (A) analisada ao sétimo dia apds aplicacdo dos
tratamentos (tabela 1), apresentou reducdo pelos tratamentos com manitol, glifosato, extrato

de copaiba e rutina. J& o tratamento com IBA apresentou elevacdo na taxa de assimilacéo de
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COs.. Nas plantas vizinhas, a taxa de assimilagdo de CO2 ndo diferiu do controle. As taxas de
transpiracdo (E) e a eficiéncia do uso da dgua (WUE) (material suplementar) analisadas ao
sétimo dia apos aplicacdo dos tratamentos ndo indicaram nenhum efeito, apds esse periodo,
em funcdo dos tratamentos aplicados. Com isso, observamos que apesar dos tratamentos
alterarem a assimilacdo de CO., as plantas vizinhas ndo apresentaram nenhuma alteracdo da
taxa de assimilacdo, ndo havendo indicativo de sinalizacdo pelas plantas tratadas para

alteracdo desse parametro.

Tabela 1. Taxa de assimilacdo de liquida de CO2 em plantas de sorgo, apds o sétimo dia sob
efeito dos diferentes tratamentos aplicados.

Anet

Tratamento (umol CO, M?s™) ANOVA P

Controle 19,60 + 1,63 - -
Manitol (Tratamento) 14,01 + 3,87 C 0,044
Manitol (Vizinho) 23,18 + 3,63 B 0,005
Glifosato (Tratamento) 14,93 +£ 1,33 C 0,009
Glifosato (Vizinho) 20,57 + 2,03 B 0,003
Ext. copaiba (Tratamento) 13,08 + 3,16 C 0,013
Ext. copaiba (Vizinho) 20,98 + 4,61 B 0,013
IBA (Tratamento) 24,22 + 2,04 C 0,007
IBA (Vizinho) 20,75 £ 0,36 B 0,025
Rutina (Tratamento) 11,64 £1,31 C 0,010
Rutina (Vizinho) 24,75+ 5,19 B <0,001

Os dados foram analisados usando one-way ANOVA e teste Tukey. Média + Desvio padréo.
Diferencas significativas (P<0,05) em relacdo ao controle indicada pela letra A, em relacéo as
plantas vizinhas pela letra C e em relacdo as plantas tratadas e vizinhas pela letra C.

No conteddo relativo de agua (CRA) (figura 7) observamos reducdo apenas no
tratamento com manitol e nas plantas vizinhas a esse tratamento. No tratamento com extrato
de copaiba observamos aumento no CRA das plantas tratadas em relacdo ao controle e, ainda,
nas plantas vizinhas o CRA aumentou significativamente em relacdo ao controle e também
em relacdo as plantas tratadas. As plantas tratadas com IBA e suas vizinhas apresentaram
aumento relativo ao controle. J& nos tratamentos com glifosato e rutina ndo encontramos
alteracdes no CRA.
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7.3. Fluorescéncia da clorofila a

Os resultados obtidos das andlises de fluorescéncia da clorofila a apresentaram

variacOes para os diferentes parametros avaliados. A taxa de transporte de elétrons (ETR) das

plantas tratadas com manitol (tabela 2) foi reduzida significativamente em relacdo controle

apos aplicacdo do tratamento, j& as plantas vizinhas apresentaram reducdo da ETR no quinto

dia ap0s aplicacdo do tratamento e apresentarem recuperacdo no dia posterior. O tratamento

com extrato de copaiba causou reducdo da ETR nas plantas tratadas e vizinhas no terceiro dia

apo6s aplicacdo do tratamento apresentando recuperacdo nos dias posteriores. Portanto,

observamos que alteracéo desse parametro variou em funcéo do tipo de tratamento aplicado,

bem como o padrdo de resposta da planta vizinha.

Tabela 2 Taxa de transporte de elétrons em plantas de sorgo submetidas a diferentes

tratamentos em relagdo ao controle.

Tratamentos ETR ANOVA ETR ANOVA ETR ANOVA

Controle 116,46 - 118,56 - 105,05 -
Manitol

Plantas tratadas 63,73 ¢ 83,06 A 65,01 A

Plantas vizinhas 97,30 B 64,63 A 87,42 ns
Glifosato

Plantas tratadas 125,56 ns 135,43 ns 75,26 ns

Plantas vizinhas 105,00 ns 105,86 ns 90.20 ns

Extrato de Copaiba
Plantas tratadas 73,16 A 94,83 ns 90,55 ns
Plantas vizinhas 72,76 A 107,70 ns 85,50 ns
IBA

Plantas tratadas 110,63 ns 116,96 ns 108,16 ns

Plantas vizinhas 114,03 ns 108,73 ns 74,83 ns
Rutina

Plantas tratadas 117,60 ns 104,53 ns 93,50 ns

Plantas vizinhas 110,86 ns 135,50 ns 83,23 ns

As diferencas (P< 0,05) sdo representadas pelas letras: # que indica diferenca em relagdo ao
controle, letra B que indica diferenca relativa a planta vizinha e letra © que indica diferenca em

relacdo a planta vizinha e controle. ™ indica que ndo houve diferenca significativa.
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No rendimento quantico maximo (Fv/Fwm) (tabela 3), observamos reducdo no sétimo
dia apds a aplicacdo do tratamento apenas em plantas tratadas com manitol. Nos demais
tratamentos nenhuma diferenca foi encontra no Fv/Fm. Os outros parametros observados -
rendimento quantico efetivo (¢esit), dissipacdo fotoquimica (qP), dissipacdo ndo fotoquimica
(NPQ) e contetido de clorofila a (ug/cm?) — ndo sofreram alteracbes em relagdo ao controle e
nem em relagdo as plantas vizinhas em nenhum dos tratamentos aplicados. Portanto,
observamos que o tratamento com manitol pode ter apresentado alteracdo da ETR em funcao
da fotoinibicdo observada. Enquanto a reducdo observada nas plantas tratadas com extrato de
copaiba, podem ser associadas com a capacidade oxidativa das moléculas presentes no
extrato. Esse parametro também pode ser sinalizado pela planta tratada para planta vizinha,

levando-a apresentar resposta semelhante.

Tabela 3: Média do rendimento quéntico efetivo (¢rsn), dissipacdo fotoquimica (gP),
dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ), rendimento quantico maximo (Fv/Fm) e conteddo de
clorofila a (ug/cm?) no sétimo DAAT, em sorgo comparadas com o controle e entre as plantas
tratadas e vizinhas de cada tratamento aplicado.

Tratamentos Dpg gP NPQ FviFwm Clorofila a
Controle 0,147 0,256 1,439 0,732 15,112
Manitol Dpsii gP NPQ FviFwm Clorofila a

Plantas tratadas 0,107™ 0,180 1,177 0,441¢ 14,947
Plantas vizinhas 0,151" 0,234" 1,048" 0,7488 18,580™
Glifosato Dps)y gP NPQ FviFm Clorofila a
Plantas tratadas 0,119" 0,185" 0,928™ 0,777™ 13,810™
Plantas vizinhas 0,143 0,242" 1,474 0,734™ 12,509"
Ext. Copaiba Dps)y gP NPQ FviFwm Clorofila a
Plantas tratadas 0,121" 0,215" 1,507" 0,723™ 13,026"
Plantas vizinhas 0,126" 0,223 1,739 0,736™ 11,517"
IBA Dpsy gP NPQ FviFwm Clorofila a
Plantas tratadas 0,154" 0,239" 1,259" 0,764™ 15,157"
Plantas vizinhas 0,109" 0,191" 1,655" 0,765™ 15,439
Rutina Dpsy gP NPQ FviFm Clorofila a
Plantas tratadas 0,178 0,309" 1,652" 0,760™ 13,740™
Plantas vizinhas 0,154" 0,253" 1,611™ 0,751™ 12,390™

Os dados foram analisados usando one-way ANOVA e teste Tukey. As diferencas (P< 0,05)
sdo representadas pelas letras: A que indica diferenca em relagdo ao controle, letra B que
indica diferenca relativa a planta vizinha e letra © que indica diferenca em relagdo a planta
vizinha e controle. ™ indica que ndo houve diferenca significativa.
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7.4. Atividade de enzimas antioxidantes

Analisando as enzimas antioxidantes (tabela 4) ndo encontramos alteracGes
provocadas por nenhum tratamento na atividade da catalase (CAT) nas folhas e em raizes.
Porém as folhas das plantas tratadas com glifosato apresentaram aumento na atividade da
enzima peroxidase (POD), ja& em raizes a atividade da POD apresentou aumento tanto em
plantas tratadas com em plantas vizinhas. Também observamos aumento na atividade de POD
nas raizes das plantas vizinhas ao tratamento com manitol. Os outros tratamentos ndo
apresentaram alteracdo na atividade de POD. A atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) em folhas e raizes, ndo apresentou alteracdo causada por nenhum tratamento. O
extravasamento de eletrolitos (material suplementar) também ndo apresentou alteracdes
significativas em relagdo ao controle e nem as plantas vizinhas aos tratamentos. Com isso,
observamos que os tratamentos com maior potencial para causar dano oxidativo, foram

manitol e glifosato e levando a sinalizacdo para ativacdo da enzima peroxidase.
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Tabela 4. Atividade especifica de enzimas antioxidantes: catalase (CAT), peroxidase (POD) e
superoxido dismutase (SOD) em folhas e raizes.

CAT POD SOD
Tratamentos Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz
Controle 0,12 0,05 279,54 219,67 49,99 9,20
Manitol

Plantas tratadas 0,08 0,04" 445 87" 262,808 67,03" 12,92"
Plantas vizinhas 0,08" 0,10™ 305,35™ 546,47¢ 58,52" 12,35™

Glifosato

Plantas tratadas 0,07™ 0,02™ 761,73¢ 598,89¢ 76,74" 22,79"
Plantas vizinhas 0,03" 0,02" 465,958 408,59¢ 65,70" 15,12

Extrato de Copaiba

Plantas tratadas 0,22"™ 0,01™ 460,19™  308,34"™ 63,54 16,04
Plantas vizinhas 0,11™ 0,03™ 485,96  271,11™ 65,11™ 16,54"™

IBA

Plantas tratadas 0,02 0,03™ 287,51  288,80™ 46,34 10,52
Plantas vizinhas 0,05™ 0,07™ 492,16™  291,42™ 72,50™ 10,74™

Rutina

Plantas tratadas 0,18™ 0,06™ 462,29"™ 201,54 72,40™ 11,03™
Plantas vizinhas 0,07™ 0,03™ 396,58™  192,46" 68,40™ 11,09™

As diferencas (P< 0,05) sdo representadas pelas letras: # que indica diferenca em relagéo ao
controle, letra ® que indica diferenca relativa a planta vizinha e letra © que indica diferenca em
relacdo a planta vizinha e controle. ™ indica que ndo houve diferenca significativa.

7.5. Expressao de genes relacionados ao desenvolvimento radicular

A expressao dos genes (tabela 5) foi o parametro onde observamos maior alteracdo
para os tratamentos com manitol, glifosato e extrato de copaiba. No tratamento com manitol o
gene SHORT-ROOT (SHR) apresentou aumento na expressao em plantas tratadas e vizinhas
de 3,026 e 9,042 respectivamente. Dos genes da classe Il de fatores de transcricdo
homeodomain-leucine zipper (HD-Zip I11) apenas o gene PHABULOSA (PHB) apresentou
aumento na expressdo, 5,349 vezes em plantas tratadas e 2,691 vezes em plantas vizinhas. Os
genes PHAVOLUTA (PHV) e REVOLUTA (REV) nédo apresentaram diferencas em relacdo ao
controle. As plantas tratadas com glifosato apresentaram aumento na expressdo de todos 0s
genes avaliados. Observamos aumento da expressdo em 11,833 vezes em SHR, 10,074 vezes
em PHB, 1,777 vezes em PHV e 5,928 vezes em REV. Nas plantas vizinhas desse tratamento
observamos aumento de 8,866 vezes em SHR e 2,237 vezes em PHB. As plantas tratadas com
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extrato de copaiba apresentaram aumento de 12,921 vezes em SHR e 9,481 vezes em PHB.
Nas plantas vizinhas observamos aumento de 3,947 vezes na expressdo do gene SHR, e
regulacdo negativa de 0,551 vezes na expressdo do gene PHV. As plantas dos grupos IBA e
rutina ndo apresentaram diferenca na expressdo em nenhum dos genes avaliados. Portanto,
observamos que a expressao diferenciada dos genes aqui analisados, ocorre quando ha
aplicacdo de substancias extrinsecas ao metabolismo vegetal. Ainda, as plantas em contato
com essas substancias sinalizam para plantas vizinhas, que também apresentam alteracdo na

expressdo desses genes.
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Tabela 5. Expressdo relativa dos genes SHR, PHB, PHV e REV em raizes de sorgo sobre diferentes tratamentos. A expressao genica é
representada pela razéo (expressao relativa) dos valores absolutos de cada gene comparados com os valores de expressdao no tratamento controle
normalizados pelos genes do RNA ribossomal 18S e pelo gene Fator de Iniciacdo em Eucariéticos 4A-1 EIF4a (Eukaryotic Iniciation Factor 4A-

1),

Genes SHR PHB PHV REV
Expressao Expressao Expressdo Expressao

Tratamentos relativa P relativa P relativa P relativa P
Manitol — tratadas 3,026° 0,013 5,349° 0,002 0,9502 0,745 0,4402 0,064
Manitol — vizinhas 9,042° 0,002 2,691° 0,002 1,1222 0,608 0,5842 0,301
Glifosato — tratadas 11,883¢ 0,002 10,074°¢ 0,002 1,777° 0,04 5,928°¢ 0,001
Glifosato - vizinhas 8,866° 0,002 2,237° 0,028 1,298? 0,343 1,7212 0,185
Ext. Copaiba - tratadas 12,921° 0,002 9,481° 0,002 1,2922 0,379 2,095% 0,064
Ext. Copaiba - vizinhas 3,947° 0,013 0,8162 0,413 0,551° 0,001 0,9902 0,963
IBA — tratadas 1,580% 0,280 0,9252 0,802 1,256% 0,525 0,7112 0,376
IBA - vizinhas 1,460% 0,336 0,6862 0,189 1,388°? 0,388 1,278% 0,396
Rutina - tratadas 1,326% 0,745 0,9752 0,929 1,065% 0,766 0,883? 0,732
Rutina - vizinhas 2,1342 0,101 2,0092 0,064 1,640? 0,055 2,3242 0,051

@ Ndo diferem do controle.

® Indica baixa regulagéo significativa.

¢ Indica alta regulagdo significativa.
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8. DISCUSSAO
8.1 A deficiéncia hidrica e a comunicacao radicular

Plantas vizinhas ao tratamento com manitol apresentaram reducdo da ETR, porém nao
ocasionou alteragdo na taxa de assimilagdo de CO, observada em plantas tratadas, indicando
que a reducdo da ETR possa estar relacionada a fotoinbicdo dindmica. A deficiéncia hidrica
ocasionada pela desidratacdo osmética do tratamento com manitol levou a reducdo do CRA, e
essa alteracdo foi sinalizada para plantas vizinhas que também apresentaram reducdo. Apesar
de ndo apresentar aumento significativo no extravasamento de eletrélitos, ndo indicando
danos em membranas, observamos aumento na atividade da enzima peroxidase em raizes
tratadas e vizinhas, o que pode ser indicativo de defesa contra estresse oxidativo (MELONI et
al., 2003). O aumento na expressdo do gene SHR, correlacionado com a reducdo do
desenvolvimento radicular pode estar associado ao espessamento de parede celular,
caracteristica comum em plantas com baixa disponibilidade hidrica, e que segundo Kudo et al.
(2016), ocorre devido a regulacdo da via de fatores de transcricdo DEHYDRATION-
RESPONSIVE ELEMENT-BINDING 1A (DREB1A), genes que demostram caracteristicas de
aumentar a tolerancia ao estresse por seca em varias culturas.

A reducdo observada no comprimento radicular e da parte aérea das plantas tratadas e
em plantas vizinhas se relaciona com o menor turgor celular, importante para divisdo e
alongamento celular (BETH KIRKHAM; GARDNER; GERLOFF, 1972; HARB et al., 2010).
Além disso, quando ocorre o espessamento de parede celular, é formada uma barreira fisica
que associada a alteracdo do balanco de hormdnios como acido abscisico (ABA) e
giberelinas, inibem mecanismos de alongamento e ndo ocorre a divisdo celular (BUCHANAN
et al., 2005). As respostas induzidas pela sinalizacdo de deficiéncia hidrica levam também a
producdo diferencial de grande variedade de biomoléculas relacionadas a tolerancia (RNA,

proteinas, poliaminas e enzimas), porém em plantas que apresentam essa alteracdo é
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observada a redugdo da altura e producdo de massa seca (KANG et al, 2016; RAO,;
CHAITANYA, 2016). Portanto, as alteracdes observadas nas plantas vizinhas correlacionadas
com plantas sobre deficiéncia hidrica, indicam que houve sinalizagdo, levando a reducdo no
desenvolvimento, sendo a reducdo caracteristica da ativacdo de mecanismo de toleréncia a
deficiéncia hidrica.
8.2. Acéo herbicida induz a sinalizagdo e comunicagao

O tratamento com glifosato induz a redugdo do desenvolvimento de raiz e a
sinalizacdo provocado por esse tratamento também reduziu este pardmetro nas plantas
vizinhas e também afetou a atividade de peroxidase em raizes e folhas dessas plantas. O efeito
herbicida do glifosato € altamente danoso ao vegetal, pois atinge a via do acido chiquimico,
inibindo a sintese de aminoacidos essenciais e compostos fendlicos (MAEDA; DUDAREVA,
2012). Os aminoé&cidos sdo importantes na formacao de moléculas proteicas, que apresentam
funcdo estrutural e/ou sinalizadora (GILROY et al., 2016). Substancias da classe dos
compostos fendlicos tem func¢des importantes no metabolismo antioxidante, pois apresentam
hidroxilas e atuam como agentes redutores e doadores de hidrogénio (MANQUIAN-CERDA
et al,, 2016). Esta alteracdo, pode indicar que este tratamento levou a alteracGes do
metabolismo oxidativo tanto em folhas quanto em raizes de sorgo, ocasionando comunicacao
para as plantas vizinhas que também apresentaram as mesmas respostas, caracterizando a
sinalizacdo para prevencdo contra as moléculas de glifosato. Observamos também, a reducéo
da condutancia estomatica e consequentemente a reducdo da assimilacdo de CO2, que pode
ser uma resposta associada a reducao da absorcao de agua pelas raizes

O glifosato também causou aumento da expressao do gene SHR, nas plantas tratadas,
indicando diferenciacdo dos tecidos radiculares, que podem aumentar as barreiras de entrada
de moléculas de glifosato, pois 0 balanco com genes da familia KANADI podem levar a

diferenciacdo de células da endoderme (CARLSBECKER et al., 2010) com parede celular
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mais espessada (FRANCO et al., 2015b). Ainda, o aumento da expressdo dos genes PHB,
PHV e REV, sdo relacionados ao desenvolvimento lateral e células de tecido vascular, e
podem levar ao desenvolvimento lateral de tecidos radiculares, comportamento comum em
situacdo de estresse (HAO et al., 2011). Observarmos ainda, o aumento da expresséo de SHR
e PHB em plantas vizinhas, indicando estratégia semelhante a observada nas plantas tratadas e
evidenciando que este tratamento induziu a comunicacdo entre raizes levando a expressao
diferenciada desses genes. Portanto, a comunicacdo induzida por glifosato levou a respostas
que aumentaram a atividade da enzima peroxidase, dos genes SHR e PHB e diminuiram a
condutancia estomatica, o que pode reduzir o transporte de agua e solutos por fluxo de massa,
caracterizando um mecanismo para evitar o estresse. Por apresentar efeito direto em células
meristematicas o glifosato inibe o desenvolvimento da planta e segundo Vaughn e Duke
(1986), as raizes de plantas de soja tratadas com glifosato apresentaram menor atividade
mitotica, menor turgor celular e perda de microtubulos na regido de divisdo no éapice
radicular.

Por fim, o aumento da atividade da peroxidase nas plantas vizinhas é indicativo de
antecipacdo de respostas contra o estresse oxidativo, e 0 aumento da expressdo de SHR e PHB
indicam estimulo para retomada de diferenciacdo do periciclo e desenvolvimento lateral de

raizes, como mecanismo evitar o possivel contato com o glifosato.

8.3 Efeito da alelopatia na comunicacéo de raizes

Os efeitos provocados pelo extrato de copaiba induzem a atividade alelopética e levam
a reducao do desenvolvimento radicular das plantas tratadas e vizinhas. A sinalizacdo também
alterou o desenvolvimento da parte aérea das plantas vizinhas. Segundo Franco et al. (2016)
esse efeito ocorre pela presenca dos flavonoides glicosilados quercetina-3-O-a-rhamnoside e

kaempferol-3-O-a-rhamnoside, que afetam a raiz, mas ao serem transportados para a parte
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aerea, podem ndo apresentar efeito ou estimular o comprimento em baixa doses. Souza Filho
et al. (2010) também observaram esses efeitos inibitérios ao crescimento ao estudarem 0s
efeitos de extratos brutos de outras espécies de Copaifera, entre elas C. duckei, C. martii, C.
reticulata. Além disso, a reducdo encontrada na parte aérea de plantas vizinhas, indica que
comunicagdo da planta tratada sinalizando para a vizinha, levando ao menor desenvolvimento
em funcdo de desvio energético para producdo de moléculas de resisténcia a deficiéncia
hidrica nas plantas vizinhas (GAGNE-BOURQUE et al., 2016). Segundo FRANCO et al.
(2015b) isso esté relacionado, principalmente, com alteracdes no padrdo de expressao do gene
SHR, alterando seu balanco com o gene SCR, e a caracterizacdo das células de cortex e
endoderme.

O tratamento com rutina provocou a reducdo do desenvolvimento de raiz sinalizando
também para a reducdo em menor escala nas plantas vizinhas. Enquanto o desenvolvimento
da parte aérea ndo é alterado em plantas tratadas, porém, a sinalizacdo estimula o
desenvolvimento da parte aérea em plantas vizinhas. A reducdo na condutancia estomatica nas
plantas tradadas mostra correlacdo com a reducdo do contetdo relativo de agua, 0 que nédo é
observado nas plantas vizinhas, e permite a recuperacdo da condutancia estomatica. Portanto,
o menor desenvolvimento das plantas tratadas, comparado ao das plantas vizinhas, pode ser
relacionado a menor condutancia estomatica, que leva a reducdo na assimilacdo de CO..
Segundo Zhou e Yu, (2006) substancias com potencial alelopatico podem alteram diretamente
ou indiretamente a fotossintese, sendo que em alguns casos a acdo indireta afeta o absorcao e
0 conteldo de agua na planta.

Este tratamento e a sinalizacdo causada por ele, ndo alteraram os indices de
fluorescéncia da clorofila a, a atividade de enzimas antioxidantes e tampouco a expressdo de
genes relacionados ao desenvolvimento de tecidos radiculares. Deste modo, apresenta

capacidade de sinalizacdo levando a comunicacdo por raizes, porém, ndo provoca atividade
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estressante. Um tipo de sinalizacdo por flavonoides é observada quando ocorre exsudacdo de
flavonoides no solo, que possui importante papel para o desenvolvimento de micorrizas em
associacdo com as raizes, sendo essas associagles, estimuladas em casos de infecgdes, pois
auxiliam na resisténcia contra patégenos (EKE et al., 2016). Por isso pode ser interpretada
pela planta vizinha com sinalizagdo de defesa e causa a redugdo nos parametros de
desenvolvimento. A diferenca da atividade encontrada, relacionada ao extrato de copaiba,
pode ter relacdo com a composicdo de glicosideos deste flavonoide e a mistura de substancias
presente no extrato, o que pode alterar a dindmica de absor¢do e seu mecanismo de acdo.
Deste modo, as moleculas de rutina passam a ter uma atividade semelhante ao do regulador
vegetal IBA (KRISHNAMURTHY; RATHINASABAPATHI, 2013; FRANCO et al., 2015b).
Segundo Peer e Murphy (2007), isso ocorre, pois os flavonoides podem atuar na modulacéo
do transporte de auxina, levando a retroalimentacdo de sinalizacdo de estresse.

Portanto, observamos que o0 extrato vegetal rico em flavonoides apresenta atividade
distinta da apresentada por um flavonoide isolado. Em mistura complexa com outros
compostos presentes no extrato vegetal, apresentam atividade inibitéria que afeta o
desenvolvimento de raiz, assimilagdo de CO2, ETR e expressdo diferencial dos genes,
induzindo sinalizacdo para plantas vizinhas que também apresentam alteracdes nesses

parametros. Ja o flavonoide isolado apresenta atividade de regulador vegetal.

8.4. Acido indol-3-butirico (IBA) e suas implicacdes comunicaco radicular

No tratamento com IBA observamos a reducdo no desenvolvimento radicular e
sinalizacdo levando a reducdo desse parametro também em plantas vizinhas. Apesar da
reducdo no desenvolvimento radicular, em plantas vizinhas a sinalizacdo leva ao aumento no
desenvolvimento de parte aérea. A distribuicdo irregular de auxinas leva ao crescimento

diferencial da planta e a aplicagdo de auxinas pode induzir o crescimento lateral em
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detrimento do crescimento apical (ARMENGOT; MARQUES-BUENO; JAILLAIS, 2016;
RAKUSOVA et al., 2016). A redugdo na condutancia estomatica no terceiro dia apos
aplicacdo do tratamento seguida de recuperacdo nos dias posteriores ndo prejudicial ao
vegetal, pois a taxa de assimilagdo de CO apresentou aumento em plantas tratadas e em
plantas vizinhas. Além da fungdo direta da auxina no desenvolvimento vegetal, respostas
dependentes estdo relacionadas a diferentes tipos de estresses, onde 0 aumento da producao de
auxina estimula mecanismos fisiol6gicos como a abertura dos estdmatos, producdo e ativacdo
de aquaporinas e o posicionamento lateral das raizes, e ainda a inibicdo do desenvolvimento é
outra resposta dependente de auxina (NASER; SHANI, 2016). E pode ser correlacionado ao
aumento no conteudo relativo de agua induzida neste tratamento. Porém, o tratamento néo
causou alteragdes em nenhum outro parametro avaliado. Deste modo, apresenta capacidade de
induzir comunicacdo em vegetais, apesar de nao exibir potencial estressante. Segundo
Krishnamurthy e Rathinasabapathi (2013) isso pode ocorrer devido a importancia da auxina
para a sinalizacdo de genes responsivos ao estresse dependentes de auxina, e sua auséncia
pode ter impacto negativo, principalmente por suprimir a expressdo de genes de sinalizacéo
para producdo e ativacdo de enzimas antioxidantes. Portanto, esta substancia intrinseca ao
metabolismo vegetal pode desencadear respostas que induzem sinalizacdo para plantas

vizinhas.

8.5. Implicacges dos diferentes mecanismos indutores na comunicacgao entre raizes

Para que ocorra a comunicacdo radicular de uma planta com a outra € necessario que
uma delas receba um estimulo externo, como apresentamos aqui, a aplicacdo de substancias
de natureza e atividades distintas. Substancias com atividade caracteristicas vao induzir o
vegetal a produzir respostas que podem alterar diferentes vias moleculares e fisiolégicas no

vegetal e estimular a producdo de sinalizadores para a planta vizinha que ndo foi afetada
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diretamente por aquela substancia. Porém, ao receber a sinalizacdo da planta afetada, a planta
vizinha também pode apresentar alteragdo em diferentes parametros fisioldgicos, anatémicos,
morfologicos e biomoleculares, e em um evento futuro semelhante ao experimentado pela
planta vizinha podem responder com maior efetividade a esta adversidade. Observamos
também, que ao perceberem efeitos de hormonios vegetais, as plantas também podem
apresentar comunicacdo com plantas vizinhas e induzir alteragdes. Segundo Bais et al. (2004),
as plantas possuem um sistema de comunicacdo subterraneo que pode ocorrer de raiz - raiz e
também de raiz - microorganismos — raiz, sendo este sistema importante para as populacées
vegetais na aquisicdo de agua, nutrientes e espagco e apesar de sistema ser muitas vezes
relacionado a competicdo entre especies, pode ser um menismo util na sinalizacdo de
perturbacdes bioticas e abioticas.

Os diferentes tipos sinalizagdo podem provocar redugdo no comprimento radicular e
de parte aérea de plantas vizinhas, semelhante ao efeito que ocorre nas plantas diretamente
afetadas. Esse efeito quando provocado pela deficiéncia hidrica, ocorre pela reducéo do turgor
celular, importante na divisdo e alongamento celular (BETH KIRKHAM; GARDNER;
GERLOFF, 1972; HARB et al., 2010). Esses efeitos podem ser comparados aos efeitos da
ativacdo de vias de tolerdncia multi-estresse dependentes de auxina, onde o resultado final da
ativacdo dessas respostas é a reducdo do desenvolvimento vegetal (NASER; SHANI, 2016),
indicando que a sinalizacdo pode induzir a respostas preventivas.

A reducdo encontrada na parte aérea de plantas vizinhas indica a comunicacdo da
planta tratada sinalizando para a vizinha, levando ao menor desenvolvimento em funcdo de
desvio energético para producdo de moléculas de resisténcia nas plantas vizinhas relacionado
a respostas de deficiéncia hidrica (GAGNE-BOURQUE et al., 2016). As substancias manitol,
glifosato e extrato de copaiba (extrinsecas ao metabolismo vegetal) foram as Unicas a afetar a

expressdo dos genes relacionados ao desenvolvimento radicular e a induzir sinalizagédo
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alterando esses parametros em plantas vizinhas. Essa associacdo, principalmente em relacéo
ao padrdo de expressédo do gene SHR e alteracdo de seu balanco com o gene SCR, pode levar a
diferenciacdo e caracterizacdo das células de cdrtex e endoderme (HELARIUTTA et al.,
2000; FRANCO et al., 2015b). Ainda, os tratamentos que alteram a expressao dos genes SHR
e dos fatores de transcricdo da familia HD-ZIP Ill, podem levar ao menor crescimento
radicular (FRANCO et al., 2015a, 2015b) em funcéo do desenvolvimento lateral em resposta
a atividade das substancias.

Tanto a deficiéncia hidrica quanto o acimulo de substancias alelopaticas podem levar
a producdo de moléculas com alta capacidade oxidativa e quando atuam em membranas do
aparato fotossintético podem ganhar elétrons que seria carreados na para as vias de producéao
de ATP e NADPH (ZHOU; YU, 2006; VANLERBERGHE; MARTYN; DAHAL, 2016).Em
situacOes estressantes o metabolismo pode ser alterado em decorréncia da producdo de
espécies reativas de oxigénio. Portanto, a producéo de enzimas antioxidantes para resposta ao
estresse € ativada, e com isto um dos efeitos observados serd outra vez, a reducdo do
crescimento vegetal (XIA et al., 2015), pois a energia necessaria para o desenvolvimento é
realocada para respostas ao estresse. No entanto, com as substancias aplicadas, apenas o
tratamento com glifosato e manitol apresentaram elevacdo da atividade especifica de
peroxidase. Porém isso ndo € indicativo de que 0s outros tratamentos ndo produziram EROs.
Isso porque, em EROs podem ser eliminadas por antioxidantes ndo enzimaticos como o-
tocoferol, B-caroteno, compostos fendlicos, ascorbato, glutationa (ARBONA et al., 2003).
Portanto, o tratamento com manitol indica que a producdo de antioxidantes enzimaticos foi
necessaria para suplementar os ndo enzimaticos. Ja o tratamento com glifosato, a producéao de
POD, pode estar relacionada com a inibicdo da via dos compostos fenélicos, diminuindo a
quantidade dessas substancias que atuam como agentes redutores, sendo necessario a

producdo e ativacdo de antioxidantes enzimaticos (MANQUIAN-CERDA et al., 2016). Esse
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resultado nos indica que a sinalizagdo para producdo e/ou ativacdo de enzimas antioxidantes,
sO ocorrerd quando a planta tratada também apresentar aumento nesse parametro.

Observamos que entre os tratamentos aplicados, ao dividi-los em intrinsecos (rutina e
IBA) e extrinsecos (manitol, glifosato e extrato de copaiba) ao metabolismo vegetal, os
extrinsecos induziram a expressao diferenciada da expressdo dos genes analisados, enquanto
os intrinsecos ndo alteraram a expressao dos genes. Ainda, é possivel observar que as plantas
vizinhas s6 apresentaram expressdo diferenciada, quando as plantas tratadas também
apresentaram esse comportamento. Portanto, a comunicagdo por raizes é uma importante via
de sinalizacdo, principalmente quando a alteracdo ambiental € induzida por agentes
extrinsecos ao metabolismo vegetal. Isso evidencia uma importante via de sinalizacdo, onde
observamos alteracdo na expressdo de genes, que podem induzir a alteracdo na producao de
enzimas antioxidantes quando ocorre alteracdo no metabolismo oxidativo e alteracbes nos
parametros fisiologicos e morfologicos. Esse comportamento pode ser associado a memoria
de estresse, onde a planta estressada em um primeiro evento pode sofrer alteracfes
moleculares, bioquimicas e fisiologicas, resultando na reducdo do desenvolvimento vegetal,
porém em um segundo evento de estresse, as alteracbes ocorrem de maneira distinta,
resultando em tolerancia ao estresse sem apresentar danos ao vegetal (CRISP et al., 2016).
Nesse aspecto, a comunicacdo pode induzir respostas semelhantes a memdria de estresse,
porém sem que a planta receptora da sinalizacdo precise passar por um evento anterior. O que
podemos observar em relacdo a manutencdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila a e
da assimilacdo de CO2. Uma vez que, apesar da reducédo de estatura, o rendimento energético
ndo é afetado em plantas vizinhas que recebem a sinalizacao.

Devido a natureza séssil as plantas requerem adaptacdes especificas para responder ao
ambiente e a capacidade de aprender com experiéncias prévias sdo importantes para otimizar

a aptiddo de aclimatacdo ao estresse ambiental (VAN LOON, 2016). A experiéncia prévia de
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estresse ou a memoria compartilhada através da comunicagdo entre plantas € um importante
mecanismo de adaptagcdo ao ambiente terrestre, é possibilitado devido a caracteristica de alta
variabilidade genética das populacdes resultado em maior plasticidade fenotipica (HUANG et
al., 2016). Ainda, a comunicacdo da memdria de estresse possui importancia, visto que, na
natureza nem todos os individuos da populacdo serdo expostos as alteragdes ambientais ao
mesmo tempo, porém inter-relacéo entre eles pode levar a uma rede de respostas (GLEASON,
1926). Os estudos de memdria do estresse em plantas indicam que os principais mecanismos
para que isso ocorra estdo associados aos fatores epigenéticos controlados pelo metabolismo
de RNAs, silenciamento pos-transcricional de genes e a metilacdo de DNA dirigida por RNA
levando a reprogramacéo do epigenoma e do transcriptoma e alterando a memaria (CRISP et
al., 2016; HUANG et al., 2016; VAN LOON, 2016). A capacidade de comunicagdo e
memorizacdo do estresse é considerada, portanto, comportamento de inteligéncia vegetal, ao
ponto que garante a versatilidade para lidar com estresses abioticos equilibrando as respostas
de defesa com o desenvolvimento (VAN LOON, 2016).

Portanto, a comunicacgdo vegetal pela raiz pode ser caracterizada como um mecanismo
ao nivel de populacdes vegetais para tolerancia a alteragdes ambientais (GROSS, 2016). A
sinalizacdo enviada de uma planta afetada por alteracGes abioticas para plantas vizinhas,
antecipa respostas a diferentes tipos de sinalizacdes, sejam elas causadas por condicdes
estressantes ou ndo, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia em situacfes adversas. As
respostas provocadas na planta vizinha em funcdo da comunicacéo, afeta o desenvolvimento
diminuindo os indices de crescimento, principalmente em raiz. Uma vez que, 0 gasto
energético passa a ser focado na producdo de moléculas para a tolerdncia a alteracdo
ambiental (MUNNS, 1993; GROSS, 2016). Por este motivo, os indices fisioldgicos

relacionados a fotossintese, ndo apresentam alteracdes nas plantas vizinhas.
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Deste modo, podemos concluir que plantas de sorgo podem transmitir sinalizacdo pela
raiz para plantas vizinhas ao serem afetadas por deficiéncia hidrica, herbicida, aleloquimicos e
reguladores (horménios) vegetais. O efeito da transmisséo de sinal na planta vizinha levou a
reducdo do desenvolvimento de raizes e condutdncia estoméatica em funcdo de todos os
tratamentos empregados. O efeito causado por herbicida, deficiéncia hidrica e alelopatia,
induziu a expressdo diferenciada de genes do desenvolvimento de raiz. A sinalizagdo por
deficiéncia hidrica e alelopatia levou também alteragdo na ETR. Quanto a alteracdo da
atividade de enzimas antioxidantes, apenas o tratamento com glifosato apresentou alteracéo
de em folhas e raizes das plantas tratadas e das vizinhas. O tratamento com manitol
apresentou alteracdo na atividade especifica de POD apenas nas raizes tratadas e vizinhas.
Apesar das peculiaridades de respostas ao tratamento e sinalizagdo para plantas vizinhas,
todas as plantas tratadas apresentarem alteracdo da taxa de assimilacdo de CO,, porém a
sinalizagdo leva a manutencdo desse parametro nas plantas vizinhas. Portanto, a comunicagéo
radicular se caracteriza como um importante sistema de sinalizacdo aos diferentes tipos de
alteracdes abidticas e as plantas que recebem a sinalizacdo podem antecipar respostas,

aumentando as chances de tolerar essa alteracdo e podem evitar o estresse.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo testamos nossa hipotese observamos que:

- As plantas de sorgo ao serem afetadas com as diferentes substancias aplicadas
como tratamentos, transmitem sinal para as plantas vizinhas sinalizando sobre as condicdes
em que se encontram expostas no ambiente.

- As plantas vizinhas ao receberem esse sinal podem antecipar respostas
aumentando as chances de tolerancia as alteracGes ambientais. Uma vez que, essas plantas,
apresentam alteracdes na expressdo dos genes do desenvolvimento de raiz, parametros de
crescimento, condutancia estomatica e contetido de agua, porém ndo apresentam alteracdo em

parametros da fluorescéncia da clorofila a e na taxa de assimilagéo de CO..
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11. MATERIAL SUPLMENTAR
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Figura suplementar 1. Integridade e permeabilidade de membranas observadas atraves da

porcentagem de extravasamento de eletrolitos.
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Tabela complementar 1. Eficiéncia do uso da agua (WUE) em plantas de sorgo apds o

sétimo dia sob efeito dos diferentes tratamentos aplicados.

WUE Diferenca relativa Diferenca relativa
Tratamento [pmol CO, (mmol H20)?] ao controle a planta vizinha

ANOVA P ANOVA P

Controle 21,56 +4,51 - - - -
Manitol (Tratamento) 21,99 + 8,53 ns 0,748 ns 0,748
Manitol (Vizinho) 28,43+ 139 ns 0,748 ns 0,748
Glifosato (Tratamento) 20,28 £ 7,34 ns 0,934 ns 0,934
Glifosato (Vizinho) 19,76 £ 6,88 ns 0,934 ns 0,934
Ext. copaiba (Tratamento) 20,88 + 8,08 ns 0,980 ns 0,980
Ext. copaiba (Vizinho) 21,00 £4,22 ns 0,980 ns 0,980
IBA (Tratamento) 18,02 + 4,56 ns 0,790 ns 0,790
IBA (Vizinho) 23,55+ 11,95 ns 0,790 ns 0,790
Rutina (Tratamento) 15,93 £ 3,55 ns 0,878 ns 0,878
Rutina (Vizinho) 20,73+ 0,28 ns 0,878 ns 0,878

Meédia + Desvio padrdo. ns néo significativo.
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