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MANTOAN, L.P.B. TOLERANCIA AO DEFICE HIDRICO RECORRENTE
MODULADO POR PADROES FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES.
2019. 79P. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU,
UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA.

RESUMO

Plantas que presenciam a seca podem armazenar informacdes sobre esta experiéncia, tal como
uma memoria ao estresse. As informacGes adquiridas com a memoria do estresse podem ser
utilizadas para aumentar a tolerancia a futuros eventos de défice hidrico, porém, o crescimento
das plantas pode ser limitado. O objetivo deste estudo foi investigar as respostas fisioldgicas,
bioquimicas e epigenéticas de Sorghum bicolor (L.) Moench durante e ap6s o primeiro e
segundo evento de défice hidrico, bem como as vantagens e desvantagens de eventos
recorrentes de seca para a tolerancia e crescimento. Neste estudo foram utilizados quatro
tratamentos que foram: Controle, onde a irrigacdo foi mantida, Défice Hidrico na Fase Juvenil,
onde as plantas foram submetidas a desidratacdo na fase juvenil seguido de reidratacdo, Défice
Hidrico na Fase Adulta, onde a irrigacdo foi suspensa na fase adulta seguido de reidratacédo e
Défice Hidrico Recorrente, onde a irrigacdo foi suspensa na fase juvenil e adulta seguido de
reidratacdo. Foram avaliadas as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, contetdo relativo
de &gua na folha, densidade estomatica, crescimento, enzimas atioxidativas, conteudo de
acucares totais e sacarose e ocorréncia da H3K4me3 no gene Sh04g038610. Mesmo com o
intervalo entre o primeiro e o segundo evento de seca, 0 que poderia resultar na remocao da
memoria do estresse formada no primeiro evento, as respostas fotossintéticas, antioxidativas,
morfo-anatomicas e de estado hidrico demonstraram que plantas de S. bicolor apresentaram
maior tolerancia a seca durante o défice recorrente em relacdo as plantas submetidas a apenas
um evento de défice. Além disso, plantas sob défice hidrico recorrente apresentaram maior
ocorréncia da marca epigenética H3K4me3 no gene Sb04g038610 durante a seca e reidratagéo,
sendo a H3K4me3 mantida durante a reidratacao de plantas submetidas ao défice hidrico Unico
e recorrente por seis dias. Contudo, a massa seca da parte aérea e a area foliar de plantas sob
seca recorrente foi reduzida em relagdo a plantas sob défice hidrico unico. Desta forma, conclui-
se que S. bicolor apresenta impressédo do estresse por défice hidrico a longo prazo, pois durante
0 segundo evento de seca as plantas apresentam maior tolerancia e presenga, com posterior
manutenc¢do, da H3K4me3. Entretanto, o crescimento destas plantas é prejudicado.
Palavras-chave: H3K4me3, “Memoria” do estresse, Reidratagdo, Seca recorrente, Sorgo,

Planta cultivada.



MANTOAN, L.P.B. TOLERANCE TO THE RECURRENT WATER DEFICIT
MODULATED BY PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR
PATTERNS. 2019. 79P. THESIS (DOCTORATE DEGREE) - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS DE BOTUCATU, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA.

ABSTRACT

Plants that experience drought can store information about this experience, such as a memory
of stress. Information acquired with stress memory can be used to increase tolerance to future
water deficit events, however, plant growth may be limited. The objective of this study was to
investigate the physiological, biochemical and epigenetic responses of Sorghum bicolor (L.)
Moench during and after the first and second water deficit event, as well as the advantages and
disadvantages of recurrent drought events for tolerance and growth. Four treatments were used:
Control, where irrigation was maintained, Water Deficit in the Juvenile Phase, where the plants
were submitted to dehydration in the juvenile phase followed by rehydration, Water Deficit in
the Adult Phase, where irrigation was suspended in the adult phase followed by rehydration and
Recurrent Water Deficit, where irrigation was suspended in the juvenile and adult phases
followed by rehydration. Gas exchanges, chlorophyll a fluorescence, relative leaf water content,
stomatal density, plant growth, atioxidative enzymes, total sugar and sucrose content and the
occurrence of H3K4me3 in the Sb04g038610 gene were evaluated. Even with the interval
between the first and second drought events, which could result in the removal of the stress
memory, the photosynthetic, antioxidative, morpho-anatomical and water status responses
demonstrated that S. bicolor plants showed increased tolerance to drought during recurrent
water deficit in relation to plants submitted to only one water deficit event. In addition, plants
under recurrent drought presented a higher occurrence of the epigenetic mark H3K4me3 in the
gene Sh04g038610 during drought and rehydration, with H3K4me3 being maintained during
the rehydration of plants submitted to a single and recurrent drought for six days. However, dry
shoot mass and leaf area of plants under recurrent drought was reduced in relation to plants
under single drought conditions. In this way, it is concluded that S. bicolor presents stress
imprint to water deficit to long-term, because during the second drought event the plants present
greater tolerance and presence of H3K4me3, with subsequent maintenance of this epigenetic
mark in rehydration.

Key words: H3K4me3, “Stress memory”, Rehydration, Recurring drought, Sorghum,
Cultivated plant.



1. INTRODUCAO GERAL

A seca esta entre 0s eventos ambientais mais preocupantes para a agricultura. Sendo
assim, eventos de seca podem afetar a seguranca alimentar de um grande nimero de pessoas
gerando uma cascata de consequéncias na economia, geopolitica e sociedade (WILHITE, 2000;
GRAYSON, 2013; TOMBESI et al., 2018). Acredita-se que a frequéncia e severidade dos
eventos de seca serdo maiores no futuro devido a reducdo na precipitacdo e ao aumento da
evapotranspiracdo ocasionada pelo aumento da temperatura global (SHEFFIELD; WOOD,
2008; DAI, 2011; SHEFFIELD; WOOD; RODERICK, 2012; TOMBESI et al., 2018). Em
resposta ao aquecimento global, alguns pesquisadores acreditam que havera mudangas no
padrdo de distribuicdo das chuvas, as quais ocorrerdo de modo desuniforme. Além disso, 0s
eventos de seca irdo acontecer mais cedo e de forma mais longa e intensa (TRENBERTH et al.,
2014; TOMBESI et al., 2018).

A seca coloca em perigo a sobrevivéncia de espécies nativas e agricolas que sao anuais
e perenes. Entretanto, as espécies anuais, tal como a espécie Sorghum bicolor (L.) Moench,
apresentam maior nimero de estratégias para resistir e se adaptar as mudangas climaticas do
que espécies perenes. As espécies anuais podem mudar seu fendtipo de acordo com as
mudancas climaticas devido alta plasticidade e capacidade evolutiva, sendo esta Gltima
proporcionada pelo rapido ciclo reprodutivo das plantas anuais (FRANKS; WEBER; AITKEN,
2014; TOMBESI et al., 2018). Contudo, com as mudangas no clima, as plantas estdo
enfrentando periodos de seca cada vez mais frequentes e intensos. Isto representa um sério
perigo para as comunidades vegetais, pois o curto intervalo de recuperacdo entre um periodo e
outro de seca pode ndo ser suficiente para as plantas se recuperarem do primeiro evento de
estresse. Desta forma, durante o segundo evento de seca, a planta apresenta ajustes aos danos
causados pelo evento atual e pelos eventos anteriores (WALTER et al., 2013).

Segundo Bruce et al. (2007) as plantas sdo capazes de armazenar informacgdes sobre
eventos anteriores de estresse. Tais informacdes podem ser utilizadas durante o evento
recorrente, tornando a resposta a este segundo evento mais eficiente. Neste sentido, pode-se
dizer que as plantas apresentam mecanismos para armazenar tais informacdes ambientais, tal
como uma “memoria” para o estresse (BRUCE et al., 2007). A “memoria” do estresse, também
chamada de impressao do estresse, ocorre quando a planta, a qual foi submetida anteriormente
a um determinado evento estressante, apresenta respostas mais eficientes e rapidas durante o
segundo evento do mesmo estresse, 0 que confere maior tolerdncia a eventos recorrentes
(BRUCE et al., 2007; WALTER et al., 2013; CRISP et al., 2016). A impressao do estresse



pode atuar para estabilizar uma comunidade de plantas sobre frequentes extremos climéticos de
forma a aumentar a resiliéncia e reduzir a mortalidade das plantas (WALTER et al., 2013).
Entretanto, a manutencdo da impressdo do estresse pode apresentar desvantagens para o
crescimento, pois a planta acaba utilizando seus recursos em favor da sobrevivéncia
(CHINNUSAMY; ZHU, 2009; SKIRYCZ; INZE, 2010; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016).

Dentre os possiveis mecanismos envolvidos na formacao da impressédo do estresse estéo
0 acumulo de fatores de transcricdo, proteinas sinalizadoras e modificacfes epigenéticas
(BRUCE et al., 2007; CRISP et al., 2016). Estudos realizados em Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. tem apontado 0s mecanismos epigenéticos como responsaveis pela impressdo do
estresse (DING; FROMM; AVRAMOVA, 2012; KIM et al., 2012). Entretanto, a maioria das
pesquisas sobre a impressdo do estresse é focada em estudos genéticos e epigenéticos
(WALTER et al., 2013). Sendo assim, estudos que relacionem as respostas moleculares,
bioguimicas e os demais parametros funcionais sdo necessarios para a real compreensdo das
respostas das plantas aos recorrentes eventos de estresse, bem como as possiveis consequéncias
da manutencdo da impressao do estresse para o crescimento (CHINNUSAMY; ZHU, 2009;
WALTER etal., 2011; WALTER etal., 2013; VRIET; HENNIG; LALOI, 2015; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2016).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estresse e défice hidrico em plantas

Na fisiologia vegetal existem diversas definices de estresse, o que dificulta o
entendimento do termo. Por exemplo, Larcher (1987) define o estresse como o estado onde a
planta presencia uma mudanca que demanda resposta. Caso a resposta demandada esteja dentro
do limite de tolerancia, a planta se recupera, caso contrario danos permanentes irdo ocorrer.
Lichtenthaler (1996) define estresse como qualquer substancia ou condi¢do desfavoravel que
afete 0 metabolismo, o crescimento ou desenvolvimento. Gaspar et al. (2002) define estresse
como mudancas fisioldgicas que ocorrem quando a espécie estd exposta a condicOes
desfavoraveis que ndo necessariamente representa ameaca para a vida, mas induz a respostas

de alarme.

A maioria das defini¢des de estresse apresentam em comum o fato de descrevé-lo como
mudancas nas condi¢des abioticas ou bidticas, as quais induzem a alguma resposta nas plantas,

podendo ou ndo ocorrer danos ao organismo (MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017). A razdo pela



qual existem tantas definicdes de estresse é explicada pelo fato de cada pesquisador trabalhar
com um tipo de estresse diferente, desta forma, cada pesquisador acaba definindo o estresse de
acordo com sua propria linha de pesquisa (MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017).

Na fisica quando um estresse € aplicado sobre um material, este sofre uma deformagéo,
a qual pode ser eléstica, quando no fim do estresse a deformacdo é reversivel, ou plastica,
qguando a deformacéo € irreversivel (KRANNER et al., 2010; MOSA; ISMAIL; HELMY,
2017). Na biologia vegetal uma analogia pode ser feita quanto a esta capacidade de deformacéo.
Dependendo da intensidade e duracdo do estresse, as plantas podem apresentar uma resposta
elastica, na qual os efeitos do estresse sdo revertidos gracas aos mecanismos de reparo,
mantendo assim a funcédo e viabilidade, ou podem apresentar uma resposta plastica, onde as
plantas apresentam danos irreversiveis devido a falha nos mecanismos de reparo (KRANNER
etal., 2010).

As plantas sdo capazes de perceber o estresse por meio de mecanismos de detec¢do do
estresse. Tais mecanismos sdo diversos e dependem da espécie, do 6rgdo e do tipo de estresse
(KRANNER et al. 2010; MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017). Como exemplo, o défice hidrico
no solo pode ser percebido por meio de osmosensores nas células da raiz (URAO et al., 1999;
MOSA,; ISMAIL; HELMY, 2017). A deteccao do estresse € o0 primeiro evento que ocorre apos
a exposicdo ao agente estressor, sendo este evento responsavel por dar inicio a resposta da

planta ao estresse.

Existem quatro fases de resposta ao estresse que sdo a fase de alarme, a fase de
resisténcia, a fase de exaustdo e a fase de regeneracdo (KRANNER et al. 2010; MOSA,
ISMAIL; HELMY, 2017). A fase de alarme ocorre quando as plantas reconhecem as mudancas
causadas pelo estresse nas condi¢des consideradas 6timas para o crescimento, tal fase pode ser
observada ao se verificar alterac6es nas atividades fisioldgicas em comparagdo com plantas sob
condicBes normais. Na fase de resisténcia a planta comeca a responder ao agente estressor, 0
qual ainda esta afetando o crescimento, por meio do processo de reparo e aclimatacdo. Nesta
fase os mecanismos de tolerancia e aclimatacdo estabelecem um novo padréo fisiologico
considerado 6timo para a sobrevivéncia na condicdo estressante. Entretanto, existe um limite
maximo para a resisténcia, sendo assim, se o estresse for prolongado ou intenso as plantas nao
serdo capazes de adequar suas respostas fisiologicas a condicéo estressante. Caso isto ocorra,
as plantas entrardo na fase de exaustao. Nesta fase, as reservas da planta encontram-se exauridas
e 0 estresse € tdo intenso que 0s mecanismos de controle dos danos ja ndo conseguem amenizar

as consequéncias do estresse, o que resulta no acimulo de danos e por fim na morte da planta.



Contudo, se o estresse for removido a planta entrard na fase de regeneracdo. Nesta fase ocorre
a recuperacao pos estresse, onde a planta podera recuperar seu padrdo fisiolégico original ou
ndo dependendo da intensidade e do tempo de exposicdo ao agente estressor
(LICHTENTHALER, 1996; KRANNER et al. 2010; MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017).

A seca € considerada o principal tipo de estresse abidtico, pois afeta diversos aspectos
da planta como o crescimento, desenvolvimento e reproducdo (MOSA; ISMAIL; HELMY,
2017). A seca pode ser definida como o periodo em que a precipitacdo em determinada area
esta abaixo do esperado para uma determinada época, o que resulta em redugdo na umidade do
solo, no volume dos rios e reservatdrios subterraneos e até na disponibilidade de 4gua potavel
(MISHRA; SINGH, 2010). O estado hidrico da planta é influenciado pela interacao de fatores
atmosféricos, das plantas e do solo. Desta forma, a quantidade de 4gua no solo, a demanda
atmosférica por evaporacao, a capacidade da raiz em absorver agua, a habilidade da planta em
transporta-la para as folhas e a resposta do estdmato controlando a transpiragdo podem
influenciar na condicdo hidrica da planta (FEDDES; DAM, 2005; GIMENEZ; GALLARDO;
THOMPSON, 2005; BLUM, 2011). Segundo Gimenez, Gallardo e Thompson (2005) e Blum
(2011) a planta apresenta condi¢do hidrica adequada quando a absorcéo de agua pela raiz €
suficiente para suprir a demanda gerada pela transpiracdo, porém, quando isso ndo ocorre, 0

défice hidrico pode surgir.

O défice hidrico, capaz de levar a planta a condicdo de estresse, surge quando a
disponibilidade de &gua do ambiente é insuficiente para manter a demanda de agua pela planta,
0 que interfere no estado de equilibrio fisioldgico 6timo da planta de tal forma que seu
crescimento e funcionamento normal é reduzido (GASPAR et al.,, 2002; GIMENEZ;
GALLARDO; THOMPSON, 2005). Contudo, as plantas apresentam mecanismos que
possibilitam a resisténcia ao défice hidrico, sendo esta resisténcia definida como a habilidade
de sobreviver & condicdo de baixa disponibilidade de agua (GASPAR et al., 2002; BLUM,
2011). Existem trés tipos de mecanismos de resisténcia ao défice hidrico que sdo: 0 mecanismo
de tolerancia, de evitar o défice hidrico e de escape (BLUM, 2011), sendo que dentro das quatro
fases de resposta ao estresse definidas por Kranner et al. (2010) e Mosa, Ismail e Helmy (2017),

apenas 0s mecanismos de tolerancia e de evitar a seca estao relacionados a fase de resisténcia.

Segundo Gaspar et al. (2002) e Blum (2011) a tolerancia ao défice hidrico é definida
como a habilidade da planta em manter a atividade metabolica sob condi¢bes de baixa
hidratagdo. O mecanismo de escape é associado ao rapido ciclo de vida, a fim de garantir a
reproducdo da espécie antes do periodo de seca. O mecanismo de evitar o défice hidrico €



definido como a capacidade da planta em manter a alta hidratagdgo mesmo em condicdes de
baixa disponibilidade de &gua no solo, sem prejuizo aos demais processos metabdlicos
(GASPAR et al., 2002; BLUM, 2011).

A fotossintese é o principal processo afetado pelo défice hidrico (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009; HASANUZZAMAN et al., 2013), sendo comum a reducdo na taxa de
assimilagdo de CO: durante a diminuig&o no potencial hidrico do solo e da folha (LAWLOR,
2002; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; SANTOS et al., 2006). Além disso, o “status”
de &gua na folha interage com a condutancia estomatica e transpiracao, sendo que sob défice
hidrico € observada correlacdo entre o potencial hidrico da folha e a condutancia estomatica,
pois o fechamento estomatico é a principal resposta contra a perda de agua pela transpiracéo
(TARDIEU; SIMONNEAU, 1998; FLEXAS; ESCALONA; MEDRANO, 1999; CHAVES;
FLEXAS; PINHEIRO, 2009; WAN et al., 2009; GILBERT; MEDINA, 2016).

Apesar de limitar a perda de agua, o fechamento estomatico restringe a entrada de CO,
0 que leva a reducdo da assimilacdo fotossintética de carbono (MEDRANO et al., 2002;
SLAMA et al., 2007; ARAUJO; DEMINICIS, 2009; DITMAROVA et al., 2010), sendo esta
resposta conhecida como limitacdo estomatica da fotossintese (YIN et al., 2005). Contudo, com
0 aumento da intensidade e duracdo do estresse a limitacao da assimilacdo de carbono também
passa a ser influenciada por fatores ndo estomaticos, como a reducdo da atividade da enzima
rubisco e do processo fotoquimico (SILVA; ARRABACA, 2004; GALMES; MEDRANO;
FLEXAS, 2007; XU; ZHOU; SHIMIZU, 2009).

Segundo Moreno-Sotomayor et al. (2002) as trocas gasosas podem ser influenciadas
pela estrutura e anatomia da folha. Desta forma, a abertura do poro estomatico e o nimero de
estbmatos na epiderme das folhas influenciam nas respostas fotossintéticas
(HETHERINGTON; WOODWARD, 2003) e na condicdo hidrica da folha (WANG; CHEN;
XIANG, 2007). Segundo Wang et al. (2016) muitos estudos tém apontado para a importancia
da densidade estomatica para a fotossintese em diversas espécies, entre elas esta a espécie
Sorghum bicolor (L.) Moench (MUCHOW; SINCLAIR, 1989). Embora a anatomia das folhas
seja determinada geneticamente, fatores ambientais também desempenham papel importante na
expressao das caracteristicas anatbmicas (MORENO-SOTOMAYOR et al., 2002). Segundo
Hetherington e Woodward (2003), Nadeau e Sack (2002) e Nadeau e Sack (2003) a densidade
estomatica tambem é determinada por fatores genéticos, porém, fatores ambientais como o

défice hidrico também influenciam na densidade estomatica.



A combinacéo da avaliagéo de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a tem sido
usada para investigar o envolvimento do efeito ndo estomatico na limitacéo da fotossintese sob
estresse hidrico (ENNAHLI; EARL, 2005). A acdo sinérgica do alto nivel de radiancia e défice
hidrico reduz a capacidade do sistema fotossintético de utilizar a luz incidente, levando ao
aumento no grau de dano ao aparato fotossintético devido ao acimulo das espécies reativas de
oxigénio (ERO) produzidas na etapa fotoquimica como consequéncia do estresse (FOYER,;
LELANDAIS; KUNERT, 1994; WINGLER et al., 2000; ZHOU; LAM; ZHANG, 2007). Sob
condi¢des ambientais, onde a energia do foton é superior a assimilacéo de CO», o fotossistema
I1 (PSII) € o principal alvo do processo de fotoinibicdo (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992;
MELIS, 1999; SANDA etal., 2011; WU; BAO, 2011), sendo este processo definido como uma
inibicdo da etapa fotoguimica devido ao aumento excessivo da luz acima da capacidade de
utilizacdo pela fotossintese (LEMOS FILHO, 2000).

A producéo de ERO é uma inevitavel consequéncia da vida aerébica como subprodutos
de processos metabolicos normais dos peroxissomos, cloroplastos e mitocondrias (APEL,;
HIRT, 2004). As ERO podem ser prejudiciais para as funcdes celulares causando danos as
membranas, proteinas e DNA, porém, também podem atuar na sinalizacéo. As principais ERO
sdo conhecidas como radicais superdxido (O27), peroxido de hidrogénio (H20.) e oxigénio
singleto 02 (ALLEN, 1995; VRANOVA,; INZE; BREUSEGEM, 2002; DANON et al., 2005;
GRENNAN, 2008). Em plantas submetidas ao défice hidrico, a fotorrespiracdo é o processo
que gera H>O2 em grandes quantidades nos peroxissomos (CENTRITTO et al., 2005; LUNA
et al., 2005). Além disso, os elétrons que fluem pela cadeia de transporte de elétrons do
cloroplasto podem ser transferidos para 0 O> em condic¢Ges de défice hidrico, produzindo O
em uma reacdo conhecida como reacdo de Mehler ou ciclo agua-agua (HIDEG; SPETEA,
VASS, 1995; CHEN et al., 2004).

A capacidade da planta em ativar o sistema de defesa antioxidativo é o principal
mecanismo para a resisténcia contra danos oxidativos causados pelas ERO. Esta resisténcia é,
principalmente, conectada com mudangas nos niveis de atividade de uma ou mais enzimas
antioxidantes (ALLEN, 1995; BRAY, 1997; CHANDRA; BHATT; MISRA, 1998; DUBEY;
CHANDRA, 2003). Estes mecanismos incluem enzimas antioxidantes tais como superoxido
dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), peroxidases (POD; EC 1.11.1.7) e catalase (CAT; EC 1.11.1.6)
(WANG; LUTTGE; RATAICZAK, 2004).

Como consequéncia do efeito da seca, a produtividade de sistemas agricolas e naturais
sob condicao de défice hidrico é prejudicada (BOYER, 1982; MYERS et al., 2017), sendo uma



das formas de estresse que causa maior restricdo na produtividade e crescimento das plantas
(FAROOQ et al., 2012; DEVNARAIN et al., 2016). Trata-se de um problema global que tém
graves efeitos na agricultura e, consequentemente, na seguranca alimentar (DEVNARAIN et
al., 2016).

2.2. Impressao do estresse e epigenética

A maioria dos estudos que buscam compreender as respostas das plantas ao estresse
aborda apenas um Unico evento. Porém, na natureza é comum que o estresse, tal como a seca,
ocorra de forma recorrente (LAMKE; BAURLE, 2017). Além disso, com as mudancas
climaticas, ocorrera um agravamento na frequéncia e intensidade dos eventos de seca
(SHEFFIELD; WOOD, 2008; DAI, 2011; SHEFFIELD; WOOD; RODERICK, 2012;
TOMBESI et al., 2018). Segundo Walter et al. (2013), a alta frequéncia e intensidade do
estresse pode resultar em acimulo de danos nas plantas, pois as mesmas teriam pouco tempo
para se aclimatar e recuperar em um curto intervalo entre eventos de estresse. Contudo, existem
estudos que demonstram que certos processos fisiologicos, bioquimicos e moleculares em
plantas sdo modificados por eventos de estresse anteriores (WALTER et al., 2011; WALTER
etal., 2013; DING et al., 2014a; Ll et al., 2014).

Estudos realizados por Walter et al. (2011), Ding et al. (2014a) e por Li et al. (2014)
comparando plantas submetidas a evento Gnico e recorrente de estresse demonstraram que as
respostas fisiologicas, antioxidativas e moleculares destas plantas sdo diferentes. Como
exemplo, Walter et al. (2011) demostraram que plantas de Arrhenatherum elatius (L.)
submetidas ao défice hidrico recorrente apresentaram maior capacidade fotoprotetora e maior
quantidade de biomassa viva em relacdo a plantas sem histérico de seca. Li et al. (2014)
demonstraram que plantas de trigo com experiéncia prévia ao frio apresentaram maior atividade
fotossintética e maior atividade das enzimas superdxido dismutase e ascorbato peroxidase no
evento recorrente de frio. Em plantas de milho sob recorrentes eventos de seca Ding et al.
(2014a) observaram maior expressdo dos genes GRMZM2G179462, GRMZM2G053669 e
GRMZM2G011598, bem como maior conteudo relativo de agua na folha em relacédo as plantas

sem experiéncia ao estresse.

Embora as espécies e 0s tipos de estresse dos estudos citados anteriormente sejam
diferentes, estes mesmos estudos apresentam em comum o fato das plantas apresentarem em

algum momento da vida uma experiéncia prévia ao correspondente estresse avaliado. Segundo
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Bruce et al. (2007), as plantas apresentam a capacidade de armazenar informagdes sobre os
eventos anteriores de estresse. Tais informacdes podem ser usadas em eventos recorrentes do
mesmo estresse a fim de melhorar a resposta de tolerancia, tal como uma “memoria” ao estresse.
A “memoria” do estresse, também chamada de impressao do estresse, ocorre quando a planta,
a qual possui uma experiéncia prévia de estresse, apresenta respostas mais eficientes e rapidas
durante o segundo evento do mesmo estresse (BRUCE et al., 2007; WALTER et al., 2011,
WALTER et al., 2013; CRISP et al., 2016).

Entre os possiveis mecanismos responsaveis pela formacgdo da impressdo do estresse
estdo 0 acimulo de proteinas de sinalizacdo inativas, as quais podem se tornar ativas com o
estresse recorrente, e de fatores de transcricdo, 0s quais podem acelerar a transcricao dos genes
de toleréncia no segundo evento de estresse (CONRATH et al., 2006; BRUCE et al., 2007;
CRISP et al., 2016). Estudos realizados por Beckers et al. (2009) e por Stief et al. (2014) tem
comprovado a ocorréncia da impressdo do estresse regulada por tais mecanismos. Contudo, a
impressdo do estresse pode estar relacionada com mudangas epigenéticas (BRUCE et al., 2007,
MARTINEZ-MEDINA et al., 2016; HE; LI, 2018). Estas mudancas resultam de alteracdes na
estrutura da cromatina de forma a ativar ou silenciar a transcrigdo génica sem que haja alteracéo
da sequéncia de nucleotideos (BIRD, 2007; MADLUNG; COMAI, 2004; HE; LI, 2018). Em
outras palavras, a expressdo do genoma é influénciada pela estrutura da cromatina (ZHU, 2008;
MAEJI; NISHIMURA, 2018). A cromatina é formada por repeticdes de sua unidade basica
chamada de nucleossomo, sendo 0 mesmo formado por 147 pares de base de DNA que se
enrolam em um octadmero de proteinas histonas, o qual contém duas moléculas cada de histonas
H2A, H2B, H3 e H4. Além disso, também existe a histona H1, a qual esta associada ao DNA
unindo nucleossomos adjacentes para formar a cromatina e alcancar um alto grau de
condensagdo (VRIET; HENNIG; LALOI, 2015; LAMKE; BAURLE. 2017;
NOROUZITALLAB et al., 2019).

Dentre os tipos de mudancas epigenéticas esta a alteracdo das principais histonas dos
nucleossomos (H2A, H2B, H3, H4) (LOIDL, 2004; SUDAN; RAINA; SINGH, 2018). As
modificagdes de histonas podem afetar a estrutura da cromatina alterando a interagdo proteina-
DNA (histona-DNA) de forma a permitir ou ndo, dependendo do tipo de modificacdo, o acesso
das proteinas de transcricdo ao DNA, ativando ou silenciando o gene (REA et al., 2000; LI1U et
al., 2010; BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; LAMKE; BAURLE., 2017). Um exemplo de

modificacdo de histona € a metilacdo do aminoéacido lisina na cauda amino terminal destas
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proteinas histonas, sendo esta metilacéo realizada por processos enzimaticos (LIU et al., 2010;
WATERBORG, 2011; SUDAN; RAINA; SINGH, 2018).

Alteracdes nos padrdes de metilacdo de histonas sdo influenciadas pelo ambiente e
apresentam papel decisivo na resposta ao estresse abiotico como no caso da seca (ZHU et al.,
2008; ZONG et al., 2012; SUDAN; RAINA,; SINGH, 2018). Como exemplo, Kim et al. (2008)
observaram aumento da trimetilacdo (me3) do aminoacido lisina na posicdo 4 (K4) da cauda
amino terminal da histona H3 (H3K4me3) na regido codificante dos genes de resposta a seca
RD29A, RD29B, RD20 e RAP2.4 avaliados em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Além disso,
0S mesmos autores correlacionaram o aumento da H3K4me3 com a ativacéo e transcrigéo
destes quatro genes. Além deste, outros estudos como os de Ding, Avramova e Fromm (2011);
Ding et al. (2012); Ding, Fromm e Avramova (2012) e Zong et al. (2012) também mostram que
a H3K4me3 ocorre em genes de resposta a seca.

Além de regular a transcricdo génica, outra possivel funcao para a metilacdo da histona
poderia ser a de “memoria” molecular para genes recentemente transcritos (NG et al., 2003;
HE; LI, 2018). Kim et al. (2012) observaram manutencgéo da trimetilacdo da H3K4 em genes
de reposta a seca de A. thaliana ap6s cinco horas de reidratacdo. Em outro estudo, Ding, Fromm
e Avramova (2012) observaram manutencdo da trimetilacdo da H3K4 apds cinco dias de
reidratacdo em A. thaliana submetida a eventos de défice hidrico seguido de reidratacao.
Segundo Ng et al. (2003) e He e Li (2018) a presenca da H3K4me3 € considerada o principal
marcador molecular para a verificagao da “memoria” em estresses abidticos e bidticos, uma vez
gue a marca epigenética H3K4me3 permanece no nucleossomo dos genes de tolerancia
deixando-os em um estado permissivel a transcricdo mesmo apo6s a inativacdo da transcricdo
do gene, o que resulta em aumento da tolerancia durante o recorrente evento de estresse
(BRUCE et al., 2007; WALTER et al., 2011).

A impresséo do estresse gerada pelas modificagdes de histonas pode atuar para
estabilizar a comunidade de plantas sobre frequentes extremos climéticos de forma a aumentar
a resiliéncia e reduzir a mortalidade vegetal em eventos recorrentes de estresse
(CHINNUSAMY; GONG; ZHU, 2008; BOYKO; KOVALCHUK, 2011; WALTER et al.,
2013). Contudo, avalia¢Ges sobre os custos e beneficios da impressdo do estresse envolvendo
modificacBes de histonas devem ser realizadas (HULTEN et al., 2006; BALUSKA;
GAGLIANO; WITZANY, 2018). Segundo Conrath et al. (2006) para que ocorra a ativagao das
respostas de defesa ao estresse € necessario que 0s recursos da planta sejam realocados para
este fim, 0 que por sua vez gera grandes custos para o crescimento e reproducdo. Em A. thaliana
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Hulten et al. (2006) demonstraram que a aplicacdo de acido B-aminobutirico e benzotiadiazol
para a formacgdo da impressdo do estresse a patdgenos resultou em custos para o vigor das
plantas. Contudo, ao expor as plantas com impressdo do estresse aos patdgenos Pseudomonas
syringae e Hyaloperonospora parasitica os danos ao vigor durante esta exposicdo foram
menores, enquanto que nas plantas sem impresséo do estresse, 0s danos ao vigor durante a
exposicao aos patdgenos foram bem maiores. Sendo assim, apesar da inducao da impressao do
estresse em plantas resultar em certos prejuizos para 0 crescimento e vigor, estas mesmas
plantas tenderdo a apresentar perdas menores nos eventos recorrentes do estresse, enquanto que
plantas sem experiéncia prévia ao estresse tenderdo a apresentar as maiores perdas (CONRATH
et al., 2006; HULTEN et al., 2006).

Por fim, segundo Walter et al., (2011) estudos sobre a impressdo do estresse que
relacionem as respostas moleculares e bioquimicas com os demais parametros funcionais séo
necessarios para o entendimento das respostas das plantas frente as mudancas climéticas. A
compreensdo dos mecanismos que levam a impressao do estresse poderia ter implicacdes
positivas para o cultivo de espécies agricolas e para a restauracdo de areas naturais onde a seca
é frequente. Contudo, ainda ndo ha consenso sobre as consequéncias desta impressao para o
crescimento e para a produtividade das plantas (CHINNUSAMY'; ZHU, 2009; WALTER et al.,
2013). Além disso, também existe o desafio de se determinar por quanto tempo a impressdo do

estresse permanece na planta apos o primeiro evento de estresse (HAN; WAGNER, 2014).

2.3. Sorghum bicolor

Pertencente a familia Poaceae a espécie Sorghum bicolor (L.) Moench., conhecida
popularmente no Brasil como sorgo, é um importante cereal de clima tropical, o qual é cultivado
tanto para a alimentacdo humana como para a producao de forragem para a alimentacao animal
(LM, 2013; TARI et al., 2013). Além da alimentagdo, o sorgo também a apresenta importancia
na producdo de biocombustiveis (SASAKI; ANTONIO, 2009; LIM, 2013; NGARA;
NDIMBA, 2014). Originaria da Africa esta espécie é amplamente cultivada na Africa, india,
China, Australia, México, Estados Unidos e América do Sul, sendo os Estados Unidos o maior
produtor mundial, enquanto que o Brasil se encontra como o 11° maior produtor (LIM, 2013;
TARI et al., 2013).

A espécie S. bicolor € uma planta tipica de regides quentes e secas, sendo conhecida por

tolerar a deficiéncia hidrica e crescer em regifes aridas e semiaridas onde a producédo de outras
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culturas é limitada (LIM, 2013; SUTKA et al., 2016). Esta espécie pode ser cultivada em ampla
variedade de solos desde os argilosos até os arenosos com pH entre 5.0 — 8.5, além disso,
também apresenta tolerancia a solos salinos. A cultura se desenvolve em altitudes que variam
entre o nivel do mar e 1000 m, sendo também possivel cultiva-la em altitudes de até 2300 m
em regides situadas nas latitudes entre 40° N a 40° S. O sorgo pode se desenvolver em locais
de baixa pluviosidade com precipitagdo média anual variando entre 750 — 400 mm. Além disso,
apresenta temperatura O6tima para o crescimento na faixa de 25 — 31°C, ndo resistindo a
temperaturas abaixo de 15°C (LIM, 2013). Por se tratar de uma planta com metabolismo
fotossintético do tipo C4 (ISHIKAWA et al., 2009; TARI et al., 2013), o sorgo necessita de
grande quantidade de luz para seu desenvolvimento ideal (LIM, 2013).

Segundo Sutka et al. (2016) S. bicolor é considerada uma espécie tolerante a seca. Esta
capacidade de tolerancia tem sido atribuida a fatores fisioldgicos, bioquimicos, morfoldgicos e
genéticos (BUCHANAN et al., 2005; TARI et al., 2013; NGARA; NDIMBA, 2014). Como
exemplo, pode-se citar o profundo sistema radicular, a cuticula espessa e cerosa, a capacidade
de ajuste osmotico, a diversidade de genes e alelos relacionados a tolerancia e o0 metabolismo
fotossintético do tipo Ca, 0 qual permite alta taxa fotossintética mesmo sob condicdes de défice
hidrico (BUCHANAN et al., 2005; TARI et al., 2013; NGARA; NDIMBA, 2014). Sendo
assim, por se tratar de uma espécie cultivada e comprovadamente tolerante ao défice hidrico,
Ngara e Ndimba (2014) sugerem o uso do sorgo como planta modelo para estudos sobre a seca,
uma vez que esta espécie apresenta 0 genoma sequenciado e disponivel publicamente
(PATERSON et al., 2009; NGARA; NDIMBA, 2014).

3. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo investigar as respostas fisioldgicas, bioguimicas e
epigenéticas de Sorghum bicolor (L.) Moench durante e apds o segundo evento de défice
hidrico. Além disso, também objetiva-se compreender as vantagens e desvantagens de eventos

recorrentes de seca para a tolerancia e crescimento.
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4. HIPOTESES
Para este estudo foram formuladas duas hipdteses que sao:

1) Plantas da espécie Sorghum bicolor (L.) Moench que passaram por evento de défice
hidrico na fase juvenil do desenvolvimento apresentardo respostas fisioldgicas, antioxidativas,
de ajuste osmotico e epigenéticas que caracterizem a ocorréncia da impressdo do estresse.
Entretanto, o crescimento de plantas submetidas ao segundo evento serd reduzido. Tal fato
indicaria que a experiéncia prévia ao défice hidrico condiciona a espécie apresentar uma

estratégia de sobrevivéncia em detrimento do crescimento.

2) Plantas de S. bicolor com experiéncia prévia ao défice hidrico no inicio do
desenvolvimento apresentardo maior adi¢do e manutencédo a longo prazo da marca epigenética
H3K4me3, responsavel pelo estado de predisposi¢cdo a transcri¢do, no nucleossomo do gene
Sb049g038610 (similar to Class Il peroxidase 32 precursor) durante a reidratacdo do segundo

evento de défice hidrico.
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5. CAPITULO I: Impressdo do estresse e suas consequéncias em Sorghum bicolor (L.)
Moench: Respostas fisiologicas, bioquimicas e epigenéticas ao défice hidrico

recorrente.

Conforme estabelecido pelo Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas
(Boténica), os resultados obtidos neste estudo foram reunidos em um Unico capitulo intitulado
“Impressdo do estresse e suas consequéncias em Sorghum bicolor (L.) Moench: Respostas
fisioldgicas, bioquimicas e epigenéticas ao defice hidrico recorrente”, o qual foi redigido na

forma de artigo para ser submetido ao periddico cientifico “Journal of experimental botany”

Luis Paulo Benetti Mantoan’™ (luismantoan@gmail.com), Carla Veronica Corréa?
(cvcorreal509@gmail.com), Claudia Aparecida Rainho® (claudia.rainho@unesp.br), Luiz

Fernando Rolim de Almeida® (luiz.rolim@unesp.br).

!Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu-SP, CEP:18618-970, Brasil

2Departamento de Horticultura, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu-SP, CEP:18.610-307, Brasil

3Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu-SP, CEP:18618-970, Brasil

“Autor correspondente: luismantoan@gmail.com, telefone: (55 14 3880 0116)

Highlight: Sorghum bicolor apresenta maior tolerancia ao evento recorrente de seca, além de
manter a marca de memoria H3K4me3 no gene Sbh04g038610 apos reidratacdo, contudo, o

crescimento é prejudicado.
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5.1. Resumo
Plantas que presenciam a seca podem armazenar informacdes sobre esta experiéncia, tal como
uma marca ou impressdo deixada por este estresse. As informacdes adquiridas com a impressao
do estresse podem ser utilizadas para aumentar a tolerancia a futuros eventos de défice hidrico,
porém, o crescimento das plantas pode ser limitado. O objetivo deste estudo foi investigar as
respostas fisiologicas, bioquimicas e epigenéticas de Sorghum bicolor (L.) Moench durante e
apos o segundo evento de défice hidrico, bem como as vantagens e desvantagens de eventos
recorrentes de seca para a tolerancia e crescimento. Mesmo com o intervalo entre o primeiro e
0 segundo evento de seca, 0 que poderia resultar na remogéo da impressdo do estresse formada
no primeiro evento, as respostas fotossintéticas, antioxidativas, morfo-anatomicas e de estado
hidrico demonstraram que plantas de S. bicolor apresentaram maior tolerancia a seca durante o
défice hidrico recorrente em relacdo as plantas submetidas a apenas um evento de défice. Além
disso, plantas sob seca recorrente apresentaram maior ocorréncia da marca de “memoria”
epigenética H3K4me3 no gene Sh04g038610 durante a seca e reidratacdo, sendo a H3K4me3
mantida durante a reidratacdo de plantas submetidas a seca Unica e recorrente por seis dias.
Contudo, a massa seca da parte aérea e a area foliar de plantas sob seca recorrente foi reduzida
em relacdo a plantas sob seca Unica. Desta forma, conclui-se que S. bicolor apresenta impressao
do estresse por défice hidrico a longo prazo, pois durante o segundo evento de seca as plantas
apresentam maior tolerancia e presenca, com posterior manutencao, da H3K4me3. Entretanto,

o0 crescimento destas plantas € prejudicado.

Palavras-chave: H3K4me3, “Memoria” do estresse, Planta cultivada, Reidratacdo, Seca

recorrente, Sorgo.
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5.2. Introdugéo

As mudancas climaticas tém aumentado a frequéncia dos estresses abioticos, tal como
a seca, influenciando negativamente as comunidades vegetais e diminuindo a capacidade de
aclimatacdo e tolerancia ao défice hidrico, pois o curto periodo de recuperacdo entre dois
eventos de seca pode resultar no acumulo de danos do primeiro evento (HEGERL; HANLON;
BEIERKUHNLEIN, 2011; MIN et al., 2011; WALTER et al., 2013). Sendo assim, segundo
Kreps et al. (2002), Bruce et al. (2007) e Walter et al. (2013) as plantas que passam por
frequentes eventos de défice hidrico precisam ser capazes de apresentar ajustes em suas

respostas de forma que ocorra aumento na resisténcia a futuros eventos de défice hidrico.

Existem evidéncias que certos processos fisioldgicos em plantas sdo modificados por
eventos de estresse anteriores (WALTER et al., 2013). Como exemplo, pode-se citar a espécie
Sorghum bicolor (L.) Moench, a qual n&o sobrevive a concentra¢des de 0.3 mol/L de NaCl.
Porém, a mesma espécie sobrevive a tal concentracdo apds 20 dias de pré-tratamento em
concentracdes nao letais de NaCl (0.15 mol/L) (AMZALLAG; LERNER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1990). Em outro estudo Walter et al. (2011) observaram aumento na fotoprotecédo
e maior biomassa fresca em Arrhenatherum elatius (L.) submetida ao segundo evento de seca
em relacdo a plantas sob evento Unico deste estresse. Consequentemente, 0s autores concluiram
que A. elatius apresentou e manteve impressao do estresse para o défice hidrico, o que facilitou

uma resposta rapida ao estresse recorrente.

A impressao do estresse, também chamada de “memoria” do estresse, ocorre quando a
planta, a qual possui uma experiéncia prévia de estresse, apresenta melhora nas respostas de
resisténcia quando submetida a recorrentes experiéncias deste estresse (BRUCE et al., 2007,
WALTER et al., 2011; WALTER et al., 2013). Respostas de defesa ao estresse associadas aos
processos bioquimicos e fisioldgicos s@o mais réapidas e/ou mais fortes em plantas que
apresentam impresséo do estresse (MARTINEZ-MEDINA et al., 2016). Como exemplo, Li et
al. (2014) verificaram aumento na atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e
ascorbato peroxidase de folhas de trigo no segundo evento de exposicao a baixas temperaturas,
0 que demostrou que a exposi¢édo prévia ao frio aumentou a capacidade de defesa antioxidativa
no segundo evento. Além dos pardmetros bioquimicos, o monitoramento de parametros
fisiolégicos como o conteudo relativo de agua na folha, fotossintese e crescimento também
podem indicar, durante o evento recorrente de seca, a ocorréncia da impressdo do estresse
(NEVES et al., 2017).
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Modificages fisioldgicas ocasionadas pela impressdo do estresse podem ser decisivas
em face de repetidos eventos deste estresse e podem estimular o rapido inicio dos mecanismos
de protecéo e de resisténcia a eventos recorrentes (CONRATH et al., 2006; BRUCE et al.,
2007; WALTER et al., 2011; WALTER et al., 2013). Sendo assim, a compreensdao dos
mecanismos que levam a impressao do estresse poderia ter implicagdes positivas para o cultivo
de espécies agricolas e para a restauracéo de areas naturais onde a seca é frequente. Contudo,
ainda ndo ha consenso sobre as possiveis consequéncias desta impressdo para o crescimento e
para a produtividade das plantas (CHINNUSAMY; ZHU, 2009; WALTER et al., 2013).

O estresse ambiental frequentemente leva a modificagdes em proteinas histonas, as
quais estdo associadas ao DNA, e como consequéncia desta alteracdo a expressdo de diversos
genes de tolerancia pode ser ativada sem que haja qualquer modificacdo na sequéncia de
nucleotideos (JASKIEWICZ; CONRATH; PETERHANSEL, 2011; AVRAMOVA, 2015;
KIM et al., 2015; HE; LI, 2018). As modificagdes de histonas podem permanecer durante toda
a vida da planta, sendo propagadas por meio de divisdes mitdticas (“memoria” somatica), tais
modificacdes permanentes sdo consideradas marcas epigenéticas (SANI et al.,, 2013,
AVRAMOVA, 2015; HE; LI, 2018). Estas marcas sdo mantidas mesmo ap6s a completa
recuperacdo do estresse, 0 que resulta em um mecanismo epigenético de impressao do estresse
favorecendo a rapida ativacdo de genes de tolerancia durante eventos recorrentes de estresse
(AVRAMOVA, 2015; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016; HE; LI, 2018).

Apesar de serem vantajosas, as modificacdes de histonas, bem como a manutencao
destas, consomem 0s recursos das plantas. Sendo assim, é comum que sejam deletadas com o
fim do estimulo estressante, a fim de garantir o desenvolvimento e o crescimento normal da
planta (BAROUX et al., 2011; CRISP et al., 2016; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016; TAO
et al., 2017). Segundo, Crisp et al. (2016), é no periodo de recuperacdo do défice hidrico em
que a planta deve escolher entre a consolidacdo da impresséo do estresse, a fim de aumentar a
tolerancia a futuros eventos de seca, ou se deleta esta impresséo, a fim de evitar a redugdo no

crescimento.

A trimetilacdo da lisina localizada na posi¢éo 4 da cauda amino terminal da histona H3
(H3K4me3) € uma importante marca epigenética responsavel por ativar a transcri¢cdo genica,
deixando 0 gene em um estado permissivel ao acesso da maquinaria de transcricdo (BERGER,
2007; BRUCE et al.,, 2007; GARCIA et al., 2007; LIU et al.,, 2010; BANNISTER,;
KOUZARIDES, 2011; LIJSEBETTENS; GRASSER, 2014). Em estudo realizado por Kim et

al. (2012) em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. submetida a seca em condicGes de laboratdrio,
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foi demonstrado que a H3K4me3 permanece nos genes de tolerancia RD20 e RD29A ap0s cinco
horas de reidratacdo. Em outro estudo realizado por Ding, Fromm e Avramova (2012) também
foi observado a manutencdo da H3K4me3 em A. thaliana ap0s cinco dias de reidratacéo, o que
demonstra que a H3K4me3 pode atuar como uma marca de “memoria” epigenética pos estresse
(HE; LI, 2018). Contudo, segundo Ngara e Ndimba (2014) A. thaliana n&o seria o melhor
modelo para estudos de tolerancia a seca, uma vez que tal espécie ndo é reconhecidamente
resistente a tal estresse. Sendo assim, uma planta modelo com reconhecida capacidade de

tolerancia a seca, como a espécie S. bicolor, seria 0 modelo mais adequado.

Estudos que relacionem as respostas moleculares, bioquimicas e 0os demais parametros
funcionais sdo necessarios para a real compreensdo das respostas das plantas aos recorrentes
eventos de seca, bem como as possiveis consequéncias da manutencdo da impressao do estresse
para o crescimento (CHINNUSAMY; ZHU, 2009; WALTER et al., 2011; WALTER et al.,
2013; VRIET; HENNIG; LALOI, 2015; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016). Além disso,
existe o desafio de determinar por quanto tempo a impressao do estresse permanece na planta
apos o primeiro evento de estresse (HAN; WAGNER, 2014).

Desta forma, para este estudo foram formuladas duas hipéteses que sdo: 1) Plantas da
espécie Sorghum bicolor (L.) Moench gue passaram por evento de défice hidrico na fase juvenil
do desenvolvimento apresentardo respostas fisiologicas, antioxidativas, de ajuste osmético e
epigenéticas que caracterizem a ocorréncia da impresséo do estresse. Entretanto, o crescimento
de plantas submetidas ao segundo evento seré reduzido. Tal fato indicaria que a experiéncia
prévia ao défice hidrico condiciona a espécie apresentar uma estratégia de sobrevivéncia em
detrimento do crescimento. 2) Plantas de S. bicolor com experiéncia prévia ao défice hidrico
no inicio do desenvolvimento apresentardo maior adicdo e manutencédo a longo prazo da marca
epigenética H3K4me3, responsavel pelo estado de predisposicao a transcri¢cdo, no nucleossomo
do gene Sh04g038610 (similar to Class Il peroxidase 32 precursor) durante a reidratagcéo do

segundo evento de défice hidrico.

Por fim, este estudo teve como objetivo investigar as respostas fisioldgicas, bioquimicas
e epigenéticas de Sorghum bicolor (L.) Moench durante e apds o segundo evento de défice
hidrico. Além disso, também objetiva-se compreender as vantagens e desvantagens de eventos

recorrentes de seca para a tolerancia e crescimento.
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5.3. Material e métodos
5.3.1. Area experimental e cultivo

O presente estudo foi dividido em dois experimentos, sendo ambos realizados em casa
de vegetacdo localizada no Departamento de Botéanica do Instituto de Biociéncias da UNESP
(Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™) de Botucatu-SP. Para o primeiro
experimento foi realizado analises de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, contetdo
relativo de agua na folha, area foliar, massa seca da parte aérea e densidade estomatica. Para o
segundo experimento foi realizado andlises de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,
contetdo relativo de agua na folha, atividade de enzimas antioxidativas, contetdo de H20O-,
peroxidacdo lipidica, conteldo de acgucares totais, conteudo de sacarose e ocorréncia da
trimetilacdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4me3) no gene Sh04g038610.

Para os dois experimentos foram utilizadas sementes de sorgo granifero (Sorghum
bicolor (L.) Moench) da variedade BRS 332 fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa milho e sorgo) no municipio de Sete Lagoas-MG. O cultivo foi
realizado de forma semelhante para os dois experimentos, porém, o primeiro ocorreu entre
janeiro a abril de 2017 e o segundo entre setembro a novembro de 2017. A semeadura foi
realizada em bandejas de isopor de 72 células preenchidas com substrato do tipo vermiculita
expandida de textura média e irrigadas uma vez por dia até se observar percolacdo. Durante a
segunda semana de semeadura em bandejas uma irrigacdo com solucdo de Hoagland e Arnon

(1950) a 25% de forga ionica foi realizada como forma de adubagéo.

Apbs 15 dias de semeadura, plantas de sorgo com aproximadamente 12 cm de altura
foram retiradas das bandejas onde foram cultivadas e suas raizes foram lavadas para a remocéo
do substrato. Em seguida, estas plantas foram separadas em dois grupos, sendo o primeiro sem
a inducdo de défice hidrico aos 15 dias ap6s a semeadura (DAS) (“fase juvenil”) e 0 segundo
grupo com a inducdo do défice hidrico na “fase juvenil” seguido de reidratacdo. As plantas do
primeiro grupo foram transplantadas para vasos de 12 L, onde se utilizou duas plantas por vaso.
Estas foram mantidas irrigadas até o inicio dos tratamentos de suspensao de irrigacdo, o que
ocorreu aos 49 DAS para o primeiro experimento e 54 DAS para 0 segundo experimento,
momento em que as folhas se apresentaram completamente expandidas no porte “adulto” (“fase
adulta”). As plantas do segundo grupo foram removidas das bandejas e suas raizes também
foram lavadas com agua para a remog&o do substrato. Em seguida, estas plantas foram deixadas
sobre bancada ao ar livre por duas horas e meia para induzir a deficiéncia hidrica. Apos este

periodo, estas plantas também foram transplantadas para vasos de 12 L com duas plantas por
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vaso, onde foram mantidas irrigadas até o inicio dos tratamentos de suspensdo de irrigagdo na
“fase adulta”.

Para confirmar a ocorréncia do défice hidrico no grupo de plantas com inducéo deste
estresse na “fase juvenil” apos o periodo de duas horas e meia sobre a bancada, a parte aérea de
12 plantas do primeiro grupo (sem indugéo de estresse) e de 12 plantas do segundo grupo (com
inducdo de estresse) foram recortadas e separadas em quatro repeti¢cdes por grupo. Estas foram
usadas para medir o potencial hidrico das plantas sem e com inducdo ao defice hidrico por meio
de psicrometro gerador de ponto de orvalho modelo WP4-T (Decagon Devices, USA), onde se
verificou, por meio de teste t (P<0.05), reducdo significativa no potencial hidrico das plantas
com inducédo ao défice hidrico na “fase juvenil” em relacdo as plantas sem inducdo de défice

tanto no primeiro experimento como no segundo experimento (tabela 1).

Tabela 1: Média (n=4) do potencial hidrico da parte aérea (MPa) de plantas de Sorghum bicolor
com e sem inducdo de défice hidrico na “fase juvenil” (15 DAS) por 2:30 h no primeiro

experimento e no segundo experimento.

Potencial hidricoda  Potencial hidrico da

Tratamento parte aérea (MPa) parte aérea (MPa)
1° Experimento 2° Experimento
Sem inducéo de défice hidrico por 2:30 h -1.45a+0.21 -1.59 a £0.08
Com inducdo de défice hidrico por 2:30 h -2.42 b +£0.14 -1.96 b £0.14

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre tratamentos pelo teste t (P<0.05).

Como substrato para 0s vasos em ambos 0s experimentos foi utilizado solo corrigido
conforme descrito por Wiethdlter et al. (2004) para a cultura do sorgo. Além disso, durante todo
0 periodo de crescimento as plantas receberam uma vez por semana solucdo de Hoagland e

Arnon (1950) a 50% de forca idnica como forma de complementar a adubacao.

5.3.2. Delineamento experimental
Para ambos os experimentos foram utilizados quatro tratamentos, os quais foram
formados a partir das plantas de sorgo sem a inducéo do défice hidrico e com indugéo do défice
hidrico na “fase juvenil”, descritas na secdo “Area experimental e cultivo”, sendo 0s
tratamentos nomeados e descritos a seguir:
1) Controle: plantas sem indugdo do défice hidrico na “fase juvenil” foram

transplantadas para os vasos e irrigadas em dias alternados durante todo o experimento.
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2) Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ): plantas com inducdo do défice hidrico na
“fase juvenil” foram transplantadas para vasos e irrigadas em dias alternados durante todo o

restante do experimento.

3) Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA): plantas sem a induc¢éo do défice hidrico na
“fase juvenil” foram transplantadas para vasos e irrigadas até a “fase adulta”, sendo na “fase
adulta” o momento no qual estas plantas foram expostas ao seu primeiro evento de défice

hidrico por suspenséo de irrigacdo com posterior reidratagéo.

4) Défice Hidrico Recorrente (DHR): plantas com a inducdo do défice hidrico na “fase
juvenil” foram transplantadas para vasos e irrigadas até a “fase adulta”, sendo na “fase adulta”
0 momento no qual estas plantas foram expostas ao seu segundo evento de défice hidrico por

suspensdo de irrigacdo com posterior reidratacao.

O delineamento experimental do primeiro experimento foi realizado em blocos
casualizados com quatro tratamentos e cinco repeticdes, sendo utilizados 110 vasos com 2
plantas por vaso, totalizando 220 plantas. Para os quatro tratamentos foram utilizados 20 plantas
para as analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a realizadas no ultimo dia de
défice hidrico e no primeiro, segundo, terceiro, quarto e sexto dia apos reidratacdo (54, 55, 56,
57, 58 e 60 DAS, respectivamente), 40 plantas para as analises de conteudo relativo de agua na
folha realizadas no ultimo dia de défice hidrico e no primeiro dia de reidratacdo (54 e 55 DAS,
respectivamente), 20 plantas para avaliar a densidade estomaética e densidade estomatica total
apos 27 dias de reidratacdo (81 DAS) e 140 plantas para avaliar a area foliar e a massa seca de
caule e folha aos 15, 30, 49, 54, 64, 80 e 125 DAS.

O delineamento experimental do segundo experimento foi realizado em blocos
casualizados com quatro tratamentos e cinco repeticdes, sendo utilizados 97 vasos com 2
plantas por vaso, totalizando 194 plantas. Para os quatro tratamentos foram utilizados 20 plantas
para as analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a no ultimo dia de défice hidrico
e no primeiro, segundo, terceiro e sétimo dia apos reidratacdo (66, 67, 68, 69 e 73 DAS), 40
plantas para as analises de contetdo relativo de agua na folha no ultimo dia de défice hidrico e
no segundo dia de reidratacdo (66 e 68 DAS), 80 plantas para avaliar o conteudo de agucares
soluveis totais, o contetdo de sacarose, o conteddo de peroxido de hidrogénio, nivel de
peroxidacao lipidica e a atividade das enzimas superoxido dismutase, peroxidase e catalase no
ultimo dia de défice hidrico e no segundo dia de reidratacdo (66 e 68 DAS) e 54 plantas para

quantificar a ocorréncia de trimetilagdo na lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) no gene
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Sb04g038610 em trés repeticbes dos tratamentos Controle, DHFA e DHR no ultimo dia de
défice hidrico e no segundo e sexto dia apds reidratacéo (66, 68 e 72 DAS).

No periodo entre 49 — 54 DAS ocorreu a suspensdo de irrigacdo dos tratamentos DHFA
e DHR do primeiro experimento, enquanto que no segundo experimento a suspencdo de
irrigacdo ocorreu no periodo entre 54 — 66 DAS. O contetido de agua no solo entre 30 — 20 %
foi usado como critério para definir o limite da suspenséo de irrigacao e inicio da reidratacdo
dos tratamentos DHFA e DHR de ambos os experimentos. Além disso, critérios visuais como
enrolamento das folhas e observacdo da murcha das folhas também influenciaram na decisdo
do momento da reidratacao.

Os dados de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) desde o inicio dos
tratamentos até o final das avaliacGes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a do
primeiro e segundo experimento encontram-se nas figuras suplementares 1 e 2,

respectivamente.

5.3.3. Irrigacdo e conteudo de agua no solo (CAS)
Até os 15 DAS as plantas de sorgo semeadas em bandejas de isopor contendo
vermiculita como substrato foram irrigadas diariamente até se observar percolacdo. Apds este
periodo, as plantas foram transplantadas para vasos de 12 L contendo terra, como descrito na

secdo “Area experimental e cultivo™.

Nos vasos a irrigacao e a perda de agua foram monitoradas pelo método gravimétrico.
Para isso, antes do transplante, cada recipiente vazio (vasos) utilizado no experimento foi
pesado individualmente e sua massa foi anotada. Em seguida, em cada vaso foi adicionado terra
seca até a massa do vaso e da terra seca somarem 10 kg, sendo este conjunto nomeado como
Massa do Vaso com 0 % de retengdo de dgua (MV o de retencao). POSteriormente, cada vaso foi
irrigado com &gua até se observar o inicio da percolagdo, os quais ficaram em repouso durante
0 periodo noturno para que toda a &gua gravitacional fosse perdida. No inicio da manha
seguinte, 0s vasos irrigados (recipiente + terra + dgua) foram pesados e sua massa foi anotada

para ser usada como Massa dos Vasos na capacidade méxima de retencdo de agua (MV 100% de

retengéo) .

Durante o primeiro e segundo experimento, 0s vasos foram pesados em dias alternados
para a obtencdo da Massa dos Vasos de cada tratamento (MViratamento). A partir desta massa, foi

calculado o conteudo de agua no solo (CAS), em porcentagem, por meio da formula (CAS =
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(MVtratamento — MVo% de retencio)/(MV100% de retencio — MVo% de retencio) *100). Antes do inicio dos
tratamentos e apos a reidratacdo todos os vasos foram mantidos com CAS entre 90 — 75 %.
Durante o periodo de suspensdo de irrigacdo o CAS dos tratamentos Controle e DHFJ foi
padronizado entre 90 — 75 %, enquanto que nos tratamentos DHFA e DHR a irrigacédo foi

interrompida.

5.3.4. Conteudo relativo de dgua na folha (CRAFoIna)

O conteddo relativo de agua na folha (CRAFona) do primeiro experimento foi avaliado
as 6 h no ultimo dia de défice hidrico (54 DAS) e no primeiro dia de reidratacdo (55 DAS),
enquanto que no segundo experimento 0 CRAFrona foi avaliado as 6 h no ultimo dia de défice
hidrico (66 DAS) e no segundo dia de reidratacdo (68 DAS).

Para a avaliagdo do CRAFroha €m ambos os experimentos foram utilizadas cinco
repeticdes por tratamento, sendo que de cada planta foi recortada da primeira ou segunda folha
completamente expandida um quadrado de 2 cm x 2 cm, o qual foi pesado para determinacao
da massa fresca (MF). Apos a pesagem, a amostra foi imersa em agua deionizada por 24 horas
a 4°C para a determinacdo da massa turgida (MT). Em seguida, a amostra foi levada para estufa
de circulacdo forcada de ar a 65°C até atingir massa constante para a determinacdao da massa
seca (MS). Os valores das massas foram usados na formula proposta por Weatherley (1949),
CRAFoha=(MF-MS)/(MT-MS)*100, para a determinacdo do CRAFoiha.

5.3.5. Densidade estomética e densidade estomatica relativa a area foliar

Para avaliar a densidade estomatica e a densidade estomatica relativa a area foliar foi
utilizada a técnica da impressdao do estdmato em cola, a qual foi adaptada de Segatto et al.
(2004). Estas analises foram realizadas no primeiro experimento em cinco repeticdes por
tratamento apds 27 dias de reidratacdo (81 DAS), momento em que foi possivel coletar a
impressdo estomatica de folhas de diferentes idades, ou seja, as que presenciaram o défice
hidrico aos 49 — 54 DAS (folhas velhas) e as que surgiram no periodo de reidratacéo e que nao
presenciaram este estresse (folhas novas). Além disso, tanto em folhas velhas como em folhas
novas, foi coletada a impressdo estomatica das posicOes abaxial e adaxial das folhas de cada

tratamento.

Na técnica da impressdo estomética em cola, utilizou-se laminas de microscopio com
uma gota de cola universal (super bonder®) em cada lamina. Estas laminas foram pressionadas

por 40 segundos na face adaxial e abaxial de folhas velhas e novas para formar a impressao dos
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estomatos sobre as laminas. Em seguida, as laminas foram fotografadas por meio de camera
fotogréfica acoplada ao microscépio de luz (Olympus, Japdo) utilizando o aumento de 20x.
Posteriormente, as fotos foram analisadas no software Cell*B (Olympus, Japdo) por meio do
qual foi medida a area da regio fotografada (0.326 mm?) e realizada a contagem do néimero de

estdmatos.

A densidade estomatica de cada tratamento na posicdo abaxial e adaxial tanto de folhas
novas como de folhas velhas foi calculada a partir do nimero de estdmatos dividido pela area
da foto (N° de estdmatos/mm?). Para calcular a densidade estomatica relativa a area foliar de
cada tratamento utilizou-se o nimero de estdmatos de cada repeticéo, a area da foto em cm?
(0.00326 cm?) e a area foliar total de cada repeticdo coletada aos 80 DAS. Estes dados foram
utilizados na seguinte relacdo: densidade estomatica relativa a area foliar = (N° de

estdbmatos*area foliar do tratamento)/0.00326.

5.3.6. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas ao
mesmo tempo por meio de um analisador de gas CO> e vapor d’agua por radia¢do infravermelha
(Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo GSF 3000, Walz, Alemanha) acoplado a um
fluorémetro de pulso modulado. As avaliacdes foram realizadas no primeiro experimento no
periodo das 11 horas no Gltimo dia de défice hidrico e no primeiro, segundo, terceiro, quarto e
sexto dia apos reidratacdo (54, 55, 56, 57, 58 e 60 DAS), enquanto que no segundo experimento
as avaliacbes ocorreram as 11 h no ultimo dia de défice hidrico e no primeiro, segundo, terceiro
e sétimo dia apos reidratacdo (66, 67, 68, 69 e 73 DAS). Para ambos 0s experimentos foi
utilizado cinco repeticdes de cada tratamento padronizando a primeira ou segunda folha
completamente expandida.

As configuracgdes utilizadas no IRGA durante as medidas de trocas gasosas foram
padronizadas da seguinte forma: CO> e H2O de referéncia de acordo com o ambiente, “flow”
em 750 umol/s (recomendacéo de fabrica), temperatura e umidade relativa da cAmara de acordo
com o ambiente e a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) em 1500
umol m2 s, Os pardmetros de trocas gasosas avaliados foram: assimilacdo de CO, (Ane),

condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e eficiéncia de uso da agua (EUA).

Para as analises de fluorescéncia da clorofila a, foi aplicado um pulso de luz com 1500

umol m2 st de DFFFA para a obtencdo da fluorescéncia estavel (Fs) no momento em que as
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leituras de trocas gasosas estiveram estaveis. Em seguida, um pulso de saturagdo de 10000 pumol
m2 s de DFFFA com 0.6 segundos foi aplicado para a obtencéo da fluorescéncia maxima da
folha sob luz (Fwm’), seguido da fluorescéncia minima da folha sob luz (Fo’). A partir destes
dados foram calculados os seguintes parametros: rendimento quéantico efetivo (@®psn), 0
“quenching” fotoquimico (gP), o rendimento quantico maximo do PSII na luz (Fv'/Fwm'), fracdo
da energia dissipada pelas antenas como calor na condicdo de luz (D) e fracdo do excesso de

energia ndo dissipada pelas antenas e nao utilizadas fotoquimicamente na condicédo de luz (EX).

Além destes pardmetros de fluorescéncia da clorofila a, também foi avaliado o
rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fw). Para isso, foi utilizado um fluorémetro de pulso
modulado modelo Jr-PAM (Walz, Alemanha), estas medidas ocorreram no primeiro
experimento em cinco repeticdes por tratamento no periodo das 5, 10 e 18 horas aos 54, 55, 58
e 60 DAS utilizando a primeira ou segunda folha completamente expandida, a qual foi adaptada
ao escuro por 30 minutos envolvendo-a com papel aluminio. Durante cada medida, foi obtida
a fluorescéncia minima da folha sob escuro (Fo) seguido de um pulso de saturagdo de 10000
umol m?st de DFFFA com 0.6 segundos, a fim de se obter a fluorescéncia maxima da folha
sob escuro (Fwm). Por meio destes dados foi calculado o Fv/Fwm a partir da formula (Fv/Fvm =(Fu-
Fo)/Fw).

5.3.7. Area foliar e massa seca da parte aérea

A determinacdo da area foliar e da massa seca da parte aérea foi realizada no primeiro
experimento em cinco repeticdes por tratamento aos 15, 30, 49, 54, 64, 80 e 125 DAS. Durante
as coletas, as plantas foram separadas em folhas e caules, sendo que a area foliar (AF, cm?) foi
imediatamente determinada em aparelho integralizador Optico de area modelo Li 3100 (LI-
COR, USA). Em seguida, tanto as folhas como os caules foram embalados separadamente em
sacos de papel e levados para a secagem em estufa de circulagdo forgada de ar a 65°C até
obtengdo de massa constante. A massa seca de folha (MSF) e de caule (MSC) de cada coleta
foi anotada para se calcular a massa seca total (MST). Aos 80 e 125 DAS ocorreu a formacéo
das hastes das flores, flores e das sementes, as quais também foram coletadas e separadas em
sacos de papel para posterior secagem em estufa, como descrito anteriormente, sendo estes

dados de massa seca computados na massa seca total.
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5.3.8. Conteudo de perdxido de hidrogénio e nivel de peroxidacao lipidica

No segundo experimento foi avaliado o contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) e o
nivel de peroxidacdo lipidica. Para isso, foram coletadas a primeira e segunda folha
completamente expandida de cinco repeti¢cdes por tratamento no Gltimo dia de défice hidrico e
no segundo dia de reidratacdo (66 e 68 DAS) no periodo das 6 h. Estas folhas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, onde foram completamente maceradas com
auxilio de almofariz e pistilo, para posteriormente serem armazenadas em freezer -80°C até o
inicio das avaliacgdes.

O conteudo de H>0; foi determinado de acordo com o método de Alexieva et al. (2001)
descrito por Sperotto (2014), com algumas modificacdes, utilizando cinco repeti¢bes bioldgicas
e duas repeticBes técnicas. Para a obtencdo do extrato de H,O, foram utilizadas amostras de
200 mg de tecido foliar macerado, o qual foi acondicionado em tubos de microcentrifuga de 2
ml. Em cada amostra foi adicionado 2 ml de &cido tricloroacético 0.1%, onde as amostras foram
homogeneizadas por agitagdo vigorosa em vortex por 1 minuto. Em seguida, o material
homogeneizado foi centrifugado a temperatura ambiente a 12000 rpm por 15 minutos, onde o
sobrenadante resultante foi coletado e armazenado em um novo tubo de microcentrifuga de 2
ml a -20°C até o inicio da avaliacao.

Em tubos de ensaio de 5 ml ocorreu a montagem do meio de reacdo para a determinagédo
do contetdo de H.O,. Para isso, em cada tubo foi adicionado 500 ul de tampéo fosfato de
potassio 0.1 M (pH 7.0), 500 pl do extrato de H202 e 2 ml de iodeto de potéssio 1 M. Em
seguida, este meio de reacdo foi acondicionado no escuro por 1 hora. Apos este tempo, 0 meio
de reacdo foi levado para a leitura da absorbancia em espectrofotobmetro no comprimento de
onda de 390 nm, utilizando cubeta de vidro. Entretanto, antes das leituras, o aparelho foi zerado
utilizando o mesmo meio de rea¢do como branco, porém, substituindo o extrato de H20O. por
H-O deionizada. Para os calculos da concentracdo de H.O. foi utilizada curva padréo de H20:
com concentracfes conhecidas (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260,
280 e 300 uM). Os resultados obtidos foram expressos como uM de H20, g de massa fresca.

O nivel de peroxidacéo lipidica foi avaliado conforme o método de Janero (1990), com
algumas modificac@es, utilizando cinco repeticbes bioldgicas e duas repeticdes técnicas. Para
este método, amostras com 200 mg de tecido foliar macerado foram acomodados em tubos
falcon de 15 ml, nos quais foi adicionado 4 ml de &cido tricloroacético 1%. Estas amostras
foram homogeneizadas por meio de agitagdo vigorosa em vortex por 1 minuto seguido de

centrifugacdo a temperatura ambiente a 4500 rpm por 30 minutos. Apos centrifugacdo o
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sobrenadante foi retirado e transferido para novo tubo falcon de 15 ml, o qual foi armazenado
em freezer -20°C até o inicio das avaliagdes.

Em tubos falcon de 15 ml novos, foi montado 0 meio de reacdo para a determinacao do
nivel de peroxidacao lipidica. Para isso, em cada tubo foi adicionado 1 ml de sobrenadante da
etapa anterior e 3 ml de uma solugdo composta por acido tiobarbitdrico 0.5% e &cido
tricloroacético 20%. Estes tubos foram fechados com suas respectivas tampas e incubados em
banho maria a 95°C por 60 minutos. Em seguida, os tubos foram submetidos ao choque térmico,
mergulhando-os em agua fria por 1 minuto. Posteriormente, os tubos foram levados para a
leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 532 nm e 660 nm,
utilizando cubetas de vidro, onde o branco do espectrofotdmetro foi realizado com o0 mesmo
meio de reacdo descrito anteriormente, porém, usando HO deionizada no lugar do
sobrenadante. Para calcular o nivel de peroxidacdo lipidica foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar de 155 mM™ cm, sendo os resultados expressos em mol de malondialdeido
(MDA) por grama de massa fresca.

5.3.9. Obtencao do extrato bruto para determinacéo de proteinas solUveis totais e
atividade enzimatica foliar

A determinacdo do conteudo de proteinas solUveis totais e da atividade das enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT)) foi realizada
no segundo experimento. Para isso, foram coletadas em cinco repeti¢cbes por tratamento a
primeira e segunda folha completamente expandida no dltimo dia de défice hidrico e no
segundo dia de reidratacdo (66 e 68 DAS) no periodo das 6 horas. Estas folhas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, onde foram completamente maceradas com
auxilio de almofariz e pistilo para posteriormente serem armazenadas em freezer -80°C.

Para a obtencédo do extrato bruto, foram utilizadas por amostra 200 mg de material foliar
macerado, o qual foi homogeneizado em 2 ml de tampéo fosfato de potassio 0.1 M (pH 6.8) e
100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) com auxilio de almofariz e pistilo. Em seguida, as
amostras foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 2 ml, onde foram centrifugadas a
12000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi transferido para novos tubos de
microcentrifuga de 2 ml e armazenados em freezer -20°C. Este sobrenadante foi utilizado como
extrato bruto para a determinacéo de proteinas solUveis totais e para a atividade da enzima SOD,
POD e CAT de folhas.
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5.3.10. Conteudo de proteinas soltveis totais

O conteudo de proteinas soluveis totais foi determinado de acordo com o método de
Bradford (1976), com algumas modificacfes, utilizando cinco repeticdes bioldgicas por
tratamento e duas repeti¢cbes técnicas. O preparo da solucdo de Bradford foi realizado
dissolvendo 100 mg de comassie brilliant blue G-250 em 50 ml de etanol 95%, seguido da
adicdo de 100 ml de &cido fosférico 85%. Esta solucédo foi dissolvida em H2O deionizada até
completar 1 L, em seguida, a mesma solucao foi agitada e filtrada duas vezes em papel filtro.

O meio de reacdo utilizado para determinar o conteddo de proteinas foi formado pela
adicéo de 2.5 ml da solucdo de Bradford em tubos de ensaio de 5 ml contendo 50 pl do extrato
bruto descrito anteriormente. Apds 15 minutos de reacdo em temperatura ambiente, o meio de
reacao foi levado para a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 595 nm utilizando cubeta de vidro. Para o branco do aparelho, foi utilizada a solucéo de
Bradford sem o extrato bruto. A concentracdo de proteinas foi determinada por meio de curva
padrdo utilizando concentrages conhecidas de caseina (0, 20, 40, 60, 80 e 100 pg pl™). Os
resultados obtidos foram utilizados para calcular a atividade especifica das enzimas

antioxidantes descritas abaixo.

5.3.11. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi determinada de
acordo com o método de Giannopolitis e Ries (1977), com algumas modificacdes, utilizando
cinco repeticdes bioldgicas por tratamento e duas repeticdes técnicas. O principio deste método
consiste em avaliar a atividade da SOD mensurando a capacidade da enzima em inibir a
formacdo de formazana pela fotoreducdo do azul de nitrotetrazélio cloreto (NBT) na presenca
de luz.

A reacdo foi montada em placas de cultura de células de 24 pocos sob auséncia de luz,
sendo que em cada pogo foram adicionados 50 ul de extrato bruto (descrito anteriormente) em
2.95 ml de uma solucdo contendo 0.05 M de tampéo fosfato de potéssio (pH 7.8), 13 mM de
metionina, 75 uM de NBT, 0.1 uM de EDTA e 2 uM de riboflavina. A reacéo foi iniciada ao
expor duas placas contendo as amostras a duas fontes de luz incandescentes de 100 W por cinco
minutos. Apos este periodo, 0 meio de reacdo foi levado para a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 560 nm utilizando cubeta de vidro. Para realizar
0 branco do aparelho foi utilizado 0 mesmo meio de rea¢do descrito anteriormente, porém, sem

exposicdo a luz. Alem disso, em conjunto com as amostras, foi realizada uma reagéo controle
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sem amostra em cada rodada de avaliagdes, cujos resultados deste controle mais amostra foram

utilizados para calcular a atividade da SOD.

5.3.12. Atividade da enzima peroxidase (POD)

A atividade da peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) foi determinada de acordo com o método
de Peixoto et al. (1999), com algumas modificacdes, utilizando cinco repeticdes biolodgicas por
tratamento e duas repeticdes técnicas. Neste método, a atividade da POD foi determinada pela
acdo desta enzima na conversao do &cido pirogalico em purpurogalina em conjunto com H20..

A reagédo foi montada em tubos de ensaio de 10 ml contendo 100 pl do extrato bruto
(descrito anteriormente), no qual foram adicionados 4.9 ml de uma solucéo contendo 0.025 M
de tampéo fosfato de potassio (pH 6.8), 20 mM de &cido pirogalico e 20 mM de H20,. Apds
um minuto de reagdo, a mesma foi interrompida pela adicdo de 500 pl de H.SO4 a 5%. Em
seguida, 0 meio de reacdo foi levado para a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 420 nm utilizando uma cubeta de vidro. Para o branco do
espectrofotdmetro, foi utilizado o mesmo meio de reacdo contendo o acido sulfarico, porém,
sem o extrato bruto. Para o calculo da atividade da POD, foi utilizado o coeficiente de extingdo
molar de 2.47 mMcm™,

5.3.13. Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi determinada de acordo com o método
de Peixoto et al. (1999), com algumas modificacdes, utilizando cinco repeticdes bioldgicas por
tratamento e duas repeticdes técnicas. O método consistiu na avaliacdo da atividade da CAT
mensurando em espectrofotobmetro, no comprimento de onda de 240 nm, a reducdo na
absorbancia do H.O2 em funcéo do tempo. Para isso, em uma cubeta de quartzo contendo 50 pl
do extrato bruto (descrito anteriormente), foram adicionados 950 ul de uma solucdo de tampéo
fosfato de sédio 0.05 M (pH 7.0) enriquecido com H20> na concentragdo final de 12.5 mM.

Imediatamente ap0s a adicdo do reagente, foi realizada a primeira leitura da absorbancia,
apos 40 segundos foi realizada a segunda leitura da absorbancia. A diferenca entre a leitura 1l e
a leitura 2 foi utilizada juntamente com o coeficiente de extin¢gdo molar do H>O> (39.4 mM cm’
1Y para se calcular a atividade da CAT. Como branco para o espectrofotdmetro, foi utilizado

apenas o tampéo fosfato de sddio descrito anteriormente.
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5.3.14. Extracéo e determinacgdo do contetido de agUcares solUveis totais e sacarose

Na extracdo e determinacdo do conteddo de agUcares sollveis totais e do conteudo de
sacarose realizada no segundo experimento, foram utilizadas cinco repeti¢cGes por tratamento
das quais foram coletadas a primeira e segunda folha completamente expandida no dltimo dia
de défice hidrico e no segundo dia de reidratacdo (66 e 68 DAS) no periodo das 6 horas. Estas
folhas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, onde foram maceradas com
auxilio de almofariz e pistilo até formar um po fino, sendo posteriormente armazenado em
freezer -80°C.

Para a extracao de agucares foi utilizado o método de Garcia et al. (2006). Neste método,
foram utilizados 100 mg de amostra foliar macerada em microtubos de 2 ml, no qual foi
adicionado 1 ml de etanol 80% seguido de agitacdo vigorosa em vortex por 1 minuto. Em
seguida, os tubos foram incubados em banho maria a 80°C por 15 minutos com posterior
centrifugagéo a 12000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi
coletado e armazenado em tubo falcon de 15 ml. O procedimento de extragdo foi repetido mais
duas vezes utilizando sempre o mesmo pellet resultante da centrifugacao, sendo o sobrenadante
de cada extracdo adicionado ao coletado anteriormente no tubo falcon de 15 ml. O volume do
extrato de acUcares no final do processo de extracdo foi ajustado para 3 ml com H2O deionizada
e 0 mesmo foi armazenado em geladeira (4°C).

A determinacdo de agUcares solUveis totais ocorreu por meio do método do reagente de
antrona descrito por Morris (1948) e Yemm e Willis (1954), sendo utilizados cinco repeticdes
bioldgicas por tratamento e duas repeti¢bes técnicas. Para preparar o reagente de antrona, foram
utilizados 222 mg de antrona em 100 ml de H2SOsa.

O meio de reacdo foi formado pela adi¢cdo de 50 pl do extrato de aclcares e 950 ul de
H>O deionizada em tubos de ensaio de 5 ml, onde ocorreu a adi¢do de 2 ml do reagente de
antrona. Apos agitagdo vigorosa dos tubos em vortex, os mesmos foram levados para banho
maria a 90°C por trés minutos. Com o resfriamento dos tubos, as amostras foram levadas para
a leitura da absorbéancia utilizando cubeta de vidro em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 620 nm. O branco para zerar o espectrofotdmetro foi realizado com 2 ml do reagente
de antrona e mais 1 ml de H2O. Para o calculo do contelido de agucares sollveis totais foi
utilizado uma curva padrao de glicose.

A determinacdo do conteudo de sacarose foi realizada de acordo com o método de
Passos (1996) utilizando cinco repeticbes biologicas por tratamento e duas repeti¢des técnicas.
Para este método foi utilizado o reagente de antrona, descrito anteriormente, e hidroxido de

potassio 30%.
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O meio de reacdo foi formado pela adi¢do de 50 pl do extrato de aglcares e 50 pl de
H.O deionizada em tubos de ensaio de 5 ml contendo 100 pl de hidréxido de potassio 30%.
Estes tubos foram agitados vigorosamente em vortex e levados para banho maria 90°C por 10
minutos. Apds este tempo, com as amostras em temperatura ambiente, foi adicionado 2 ml do
reagente de antrona. Estes tubos foram novamente agitados manualmente e incubados em banho
maria 40°C por 10 minutos. Com os tubos em temperatura ambiente, as amostras foram levadas
para a leitura da absorbancia em cubeta de vidro utilizando espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 620 nm. Para o branco do aparelho, foi utilizado 0 mesmo meio de reacdo descrito
anteriormente, porém, no lugar do extrato foi utilizado H.O deionizada. Para calcular a
concentragdo de sacarose na folha, foi utilizada uma curva padrdo de sacarose.

5.3.15. Imunoprecipitagdo da cromatina

Para quantificar a ocorréncia da modificacdo da histona H3 causada pela adi¢do de trés
grupos metil no aminoécido lisina localizada na posicéo 4 da por¢do amino terminal da proteina
histona H3 (H3K4me3), foi utilizado o método de imunoprecipitacdo da cromatina associada a
técnica de PCR quantitativa em tempo real. Por meio desta técnica, a H3K4me3 foi quantificada
na regido situada entre 246 — 144 pares de base acima do sitio de inicio de transcri¢do do gene
Sb04g038610 (similar to Class 11l peroxidase 32 precursor), cujo acesso encontra-se no site:
phytozome.jgi.doe.gov.

A quantificagdo da H3K4me3 ocorreu no segundo experimento no dltimo dia de défice
hidrico e no segundo e sexto dia apos reidratacdo (66, 68 e 72 DAS), sendo coletado a primeira
e segunda folha completamente expandida de trés repeticdes dos tratamentos Controle, DHFA,
DHR no periodo entre 7 e 9 horas. Apos a coleta, o material foliar fresco foi tratado como
descrito por Heimann et al. (2013). Sendo assim, a nervura central das folhas foi removida e 0
material foliar foi cortado transversalmente até se obter 1 g. Em seguida, as amostras foram
lavadas em H>O deionizada autoclavada e secas em papel toalha. Estas amostras foram imersas
em 37 ml de formaldeido 1% e submetidas ao vacuo por 10 minutos. Apds este periodo, foram
adicionados 2.5 ml de glicina a 2 M na solucgéo de formaldeido contendo as amostras seguido
de mais 5 minutos de infiltracdo a vacuo. Apos a infiltracdo, as amostras foram lavadas trés
vezes em H>0 deionizada autoclavada e secas em papel toalha. Por fim, o material foliar tratado
foi macerado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C.

A imunoprecipitacdo da cromatina foi realizada usando o kit “ChIP Kit - Plants®”
(ab117137) da Abcam seguindo o protocolo do fabricante com algumas modificacdes. Dentre

estas modificacOes estdo a reducdo da quantidade de amostra de 1 g para 300mg e a reducdo do
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volume dos reagentes em oito vezes até a etapa de sonicacdo. A etapa de sonicacao das amostras
foi realizada com sonicador Branson 250 utilizando 4 ciclos de 10 segundo com intervalos de
1 minuto no gelo. Por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% foi avaliada a
eficiéncia da sonicacgéo, onde se verificou fragmentos de DNA entre 1000 — 100 pares de base
como descrito no protocolo do kit. Para a etapa de imunoprecipitacdo foram utilizados 2.5 pl
do anticorpo policlonal “Anti-Histone H3 (tri methyl K4) antibody - ChIP Grade” (ab8580) da
Abcam como descrito por Heimann et al. (2013) para cada amostra sonicada. O DNA purificado
obtido no final do processo de imunoprecipitacdo foi quantificado no espectrofotémetro
NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Sciences) e utilizado na técnica de PCR quantitativa em
tempo real.

A PCR quantitativa em tempo real foi realizada em triplicata no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System® (Applied Biosystems™). As condigdes de
amplificacdo foram de 10 minutos a 95°C para a desnaturacdo do DNA, seguido de 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C para desnaturacdo e 1 minuto a 60°C para o anelamento do DNA. Para
a reacdo foi utilizado o kit “GoTaq® qPCR Systems” (Promega) seguindo as recomendacdes
do fabricante. Os primers para o gene alvo Sb04¢g038610 encontram-se na tabela suplementar
1, os quais foram desenhados utilizando o software online PrimerQuest Tool
(www.idtdna.com). Para isso, foi utilizada uma parte da sequéncia do gene Sb04g038610
situada 500 pares de base acima e 500 pares de base abaixo do sitio de inicio de transcricdo,
sendo esta sequéncia acessada pela base de dados Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov). Para
confirmar a especificidade, tamanho de amplicon e presenca de primer dimers nos primers
desenhados, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%.

Como forma de normalizacéo dos resultados foi utilizado o gene Sbh03g040880 (Actin
1) como controle positivo para a presenca da H3K4me3 em sorgo, sendo 0s primers para este
gene descritos por Heimann et al. (2013) (tabela suplementar 1). A quantificacdo da ocorréncia
da H3K4me3 para os tratamentos DHFA e DHR foi calculada pelo método 244¢t (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) usando o gene Sb03g040880 como normalizador.

5.3.16. Analises estatisticas
Para as analises estatisticas foi utilizado o software estatistico SigmaPlot versédo 12.0.
Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (P<0.05).
No primeiro experimento, os parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a
(Drsi, P, Fv/Fm’, D e Ex), CAS, CRAFha, area foliar e massa seca da parte aérea foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). O Fv/Fw foi
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submetido a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores seguido do teste de Tukey (P<0.05),
sendo o fatorial de 4 tratamentos x 3 horarios. A densidade estomética e a densidade estomatica
total foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) de trés fatores seguido do teste de
Tukey (P<0.05), sendo que para ambos os parametros o fatorial foi de 4 tratamentos x 2
posicOes dos estdmatos na folha x 2 idades da folha.

No segundo experimento, os parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a
(Drsit, qP, Fv’/Fm’, D e Ex), CAS, CRAFoha, COnteudo de agucares soluveis totais e sacarose,
contetido de H>O3, nivel de peroxidagdo lipidica e atividade das enzimas superdxido dismutase,
peroxidase e catalase foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey (P<0.05). Os dados de ocorréncia da H3K4me3 foram submetidos ao teste t (P<0.05)
guando comparado os tratamentos DHFA e DHR e também a ANOVA seguido do teste de
Tukey (P<0.05) quando comparado os tempos: ultimo dia de défice hidrico, dois dias de

reidratacdo e seis dias de reidratacdo (66, 68 e 72 DAS).

5.4. Resultados

5.4.1. Conteldo de 4gua no solo (CAS) e conteudo relativo de 4gua na folha
(CRAFolha)

A suspensdo de irrigacao influenciou na reducdo do CAS dos tratamentos DHFA e DHR
em relacdo ao Controle e ao DHFJ no ultimo dia de défice hidrico (figura 1A e 1B), onde se
verificou valores de CAS inferiores a 30% para os tratamentos DHFA e DHR em ambos 0s
experimentos (figura 1A e 1B). Enquanto isso, nos tratamentos Controle e DHFJ, os quais
foram mantidos irrigados, o CAS foi superior a 75% em ambos os experimentos (figura 1A e
1B).

Embora tenha ocorrido reducdo no CAS do tratamento DHR em relagéo ao Controle no
ultimo dia de défice hidrico (figura 1A e 1B), 0 CRAFoha do DHR né&o diferiu do tratamento
Controle no ultimo dia de défice hidrico do primeiro e segundo experimento (tabela 2), porém,
o tratamento DHFA apresentou menor CRAroha em relagdo ao Controle em ambos os
experimentos (tabela 2), o que indica que plantas de S. bicolor com historico de défice hidrico
apresentam maior capacidade de retencdo de agua nos tecidos foliares durante o evento
recorrente de seca.

Durante a reidratacdo em ambos os experimentos, foi observado que o CAS dos
tratamentos DHFA e DHR retornou a condi¢do hidrica estabelecida para os tratamentos
Controle e DHFJ (90 — 75%) (figura 1A e 1B). Como consequéncia deste retorno no CAS, foi
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verificado que 0 CRAFomha dos tratamentos DHFA e DHR de ambos os experimentos também

retornaram a condic¢do Controle (tabela 2).
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Figura 1. Média (n=20) do conteddo relativo de dgua no solo (CAS, %) nos tratamentos Controle (barra branca
com linhas diagonais), Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ) (barra branca), Défice Hidrico na Fase Adulta
(DHFA) (barra cinza) e Défice Hidrico Recorrente (DHR) (barra preta). (A) CAS do primeiro experimento no
Gltimo dia de défice hidrico (DH) e ap6s um dia de reidratacdo (Reid. (1 dia)); (B) CAS do segundo experimento
no ultimo dia de défice hidrico (DH) e apds dois dias de reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras diferentes indicam
diferenca entre tratamentos pela anélise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas
verticais indicam desvio padréo.

Tabela 2: Média (n=5) do contetdo relativo de agua na folha (CRAFoiha, %) de S. bicolor as 5
horas nos tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase
Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). Avalia¢des no ultimo dia de défice hidrico
(DH) do primeiro e segundo experimento, no primeiro dia de reidratacdo (Reid. (1 dia)) do
primeiro experimento e no segundo dia de reidratacdo (Reid. (2 dias)) do segundo experimento.

Experimento 1 Experimento 2
CRAFolha (%) CRAFolha (%)
Tratamento DH Reid. (1 dia) DH Reid. (2 dias)
Controle 94a+25 94a+25 87azxl?2 91a#£l10
DHFJ 94a+2.1 94a+2.1 9l1a+l4 89a+l.7
DHFA 69b+145 95a+£2.0 72b+11.4 94ax135
DHR 80ab+140 96ax25 83a+3.2 92a+1.0

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Tukey (P<0.05).

5.4.2. Densidade estomatica e densidade estomatica relativa a area foliar
Para a densidade estomatica ndo houve diferenga entre tratamentos, até mesmo a
interacdo entre o fator tratamento com os demais fatores ndo foi observada (tabela suplementar
2). Entretanto, foi verificado interacdo entre os fatores posicdo dos estobmatos na face da folha

e idade da folha, tais dados encontram-se representados na tabela suplementar 2.
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Ao submeter os dados de densidade estomatica relativa a area foliar a ANOVA de trés
fatores, foi verificado diferenca entre tratamentos, entre posi¢éo dos estdmatos na folha e entre
idade da folha de forma independente (tabela 3). Sendo assim, ao comparar os tratamentos, a
densidade estomatica relativa a area foliar do tratamento Controle foi maior em relacdo aos
tratamentos de deficiéncia hidrica (DHFJ, DHFA e DHR) (tabela 3), o que demonstra que a
seca influencia negativamente na distribuicdo total dos estdmatos na folha. Nas plantas
submetidas a dois eventos de défice hidrico (DHR) foi observado que a densidade estomatica
relativa a area foliar foi menor em relacdo ao DHFA (tabela 3), indicando que eventos

recorrentes de seca intensificam a reducdo na densidade estomatica total.

Para o fator posicdo dos estdmatos na folha foi verificado maior densidade estomatica
relativa a area foliar na face abaxial, enquanto que para o fator idade da folha, as folhas novas

apresentaram a maior densidade (tabela 3).

Tabela 3: Média (n=5) da densidade estomatica relativa a area foliar (N° estbmatos/area foliar
total em cm?) do primeiro experimento apds 27 dias de reidratacdo (81 DAS) na posicio adaxial
e abaxial de folhas que presenciaram o défice hidrico aos 49 — 54 DAS (folhas velhas) e que
surgiram apo6s 27 dias de recuperacdo (folhas novas) em S. bicolor submetido aos tratamentos
Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e
Défice Hidrico Recorrente (DHR).

Tratamento N° estbmatos/area foliar total
Controle 22.800 10° a
DHFJ 18.584 10° bc
DHFA 19.147 10%b
DHR 15.793 10° ¢
Posicédo N° estbmatos/area foliar total
Adaxial 17.18110%b
Abaxial 20.981 10%a
Idade N° estdbmatos/area foliar total
Folha nova 20.53910%a
Folha velha 17.62310%b
Significancia
Tratamento P<0.001
Posicao dos estdmatos P<0.001
Idade da folha P<0.001
Tratamento x Posi¢do dos estdbmatos N.S.
Tratamento x Idade da folha N.S.
Posicdo dos estdmatos x Idade da folha N.S.
Tratamento x Posi¢do dos estdbmatos x Idade da folha N.S.

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela anélise de variancia (ANOVA) de trés fatores (4
tratamentos x 2 posicfes dos estdbmatos x 2 idades da folha) seguido do teste de Tukey (P<0.05). N.S. indica
diferenca nao significativa.
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5.4.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Na avaliacdo de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a realizadas no ultimo dia de
défice hidrico do primeiro experimento, o tratamento DHFA apresentou reducdo na assimilagédo
de CO2 (Anet), na condutancia estomatica (gs), transpiragéo (E), rendimento quantico efetivo
(@psn) e rendimento quantico maximo do PSII sob condicgéo de luz (Fv’/Fm’) em relagdo aos
tratamentos Controle e DHFJ (figuras 2A, 2B, 2C, 2D e 2E, respectivamente), 0 que demonstra
que a fotossintese de plantas sem historico de défice hidrico é afetada negativamente pela seca.
Entretanto, o DHR néo diferiu do tratamento Controle e DHFJ nos parametros de Anet, Js, E,
Dpsii € Fv/Fuw’ (figura 2A, 2B, 2C, 2D e 2E, respectivamente), o que indica que a fotossintese
de plantas com experiéncia prévia a seca apresentam maior tolerancia a seca recorrente.
Enquanto isso, para a fracdo da energia dissipada pelas antenas como calor (D), foi observado
aumento deste pardmetro apenas no tratamento DHFA em relacdo aos demais tratamentos
(figura 2F).

A avaliacdo de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a no dltimo dia de défice
hidrico do segundo experimento demonstrou que o tratamento DHR apresentou reducdo em
relagcdo ao tratamento Controle nos pardmetros Anet, gs, E € @psi (figura 3A, 3B, 3C e 3D),
sendo este padrdo de resposta diferente do observado no final da seca do experimento 1 (figura
2A, 2B, 2C e 2D). Entretanto, no Gltimo dia de défice hidrico do segundo experimento, nédo

houve diferenca entre 0 DHR e o Controle para os parametros de Fv /Fm’ e D (figura 3E e 3F).

Durante a fase de reidratacdo dos dois experimentos, as trocas gasosas e a fluorescéncia
da clorofila a dos tratamentos DHFA e DHR apresentaram recuperacdo significativa ao nivel
do tratamento Controle logo no primeiro dia de recuperacdo, sendo que nos demais dias de
reidratacdo também ndo se observou diferenca entre os tratamentos Controle, DHFA e DHR
(tabela suplementar 3 e 4).

No ultimo dia de défice hidrico de ambos os experimentos ndo foram observadas
diferengas entre tratamentos para 0s parametros de eficiéncia de uso da agua (EUA),
“quenching” fotoquimico (qP) e fragdo do excesso de energia ndo dissipada pelas antenas e ndo

utilizadas fotoquimicamente (Ex) (tabela suplementar 5).

Para o rendimento quantico maximo (Fv/Fm) a ANOVA de dois fatores demonstrou que
houve interagdo entre os fatores tratamento e tempo no Ultimo dia de seca (tabela 4).
Considerando esta interacdo, ao comparar estatisticamente o fator tempo dentro de um

determinado tratamento, observou-se que no tratamento DHFA o Fv/Fwu foi maior as 5 e 10h



38

(tabela 4). Enquanto isso, no DHR o periodo das 5h apresentou maior Fv/Fm em relagdo as 18h,
sendo que as 10h ndo houve diferenca entre o periodo das 5 e 18h (tabela 4). Ao comparar 0
fator tratamento dentro de um determinado tempo, verificou-se que no periodo das 18h o
tratamento DHFA apresentou menor Fv/Fm em relacdo aos demais tratamentos também
avaliados as 18h (tabela 4).

No primeiro dia de reidratacdo a ANOVA de dois fatores também demonstrou interacéo
entre os fatores tratamento e tempo para o Fv/Fwm (tabela 4). Nesta interagdo, a comparacéo
estatistica entre tempo para um determinado tratamento demonstrou que para todos 0s
tratamentos o Fv/Fwm foi maior as 5 e 18h (tabela 4). Ao comparar estatisticamente o Fv/Fwm entre
tratamentos para um determinado tempo, observou-se que tanto no periodo das 5 e 10h o

tratamento DHFA apresentou menor Fv/Fu em relacdo aos demais tratamentos (tabela 4).

ApoGs quatro e seis dias de reidratacdo ndo foi verificado interacdo entre os fatores
tratamento e tempo. Entretanto, foi observado diferenca apenas para o fator tempo, onde o
Fv/Fwm foi maior as 5h com posterior redugdo significativa no periodo das 18h seguido do menor

valor observado as 10h (tabela 4).
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Figura 2: Média (n=5) das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a de S. bicolor para os tratamentos
Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico
Recorrente (DHR). AvaliacOes realizadas no primeiro experimento no periodo das 11 h no Gltimo dia de défice
hidrico. (A) assimilacdo de COz (Anet, pmol CO, m2 s1); (B) condutancia estomatica (gs, mmol m? s?); (C)
transpiracéo (E, mmol H,O m2 s%); (D) rendimento quéntico efetivo (®psi); (E) rendimento quantico maximo do
PSII sob condigéo de luz (Fv /Fw’); (F) fracdo da energia dissipada pelas antenas como calor (D). Letras diferentes
indicam diferenga entre tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05).
Linhas verticais indicam desvio padréo.
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Figura 3: Média (n=5) das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a de S. bicolor para os tratamentos
Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico
Recorrente (DHR). AvaliacGes realizadas no segundo experimento no periodo das 11 h no Gltimo dia de défice
hidrico. (A) assimilacdo de CO2 (Anet, Umol CO, m2 s1); (B) condutincia estomatica (gs, mmol m?2 s?); (C)
transpiracdo (E, mmol H,O m2 s%); (D) rendimento quéntico efetivo (®psi); (E) rendimento quéantico maximo do
PSII sob condigéo de luz (Fv /Fw’); (F) fracdo da energia dissipada pelas antenas como calor (D). Letras diferentes
indicam diferenga entre tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05).
Linhas verticais indicam desvio padréo.
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Tabela 4: Média (n=5) do rendimento quantico méaximo do PSII (Fv/Fw) de S. bicolor as 5, 10

e 18 h nos tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na

Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). Avaliagdes realizadas no ultimo dia

de défice hidrico (DH), no primeiro dia de reidratacdo (Reid. (1 dia)), no quarto dia de

reidratacdo (Reid. (4 dias)) e no sexto dia de reidratacdo (Reid. (6 dias)) do primeiro

experimento.

DH Reid. (1 dia) Reid. (4 dias) Reid. (6 dias)
Tratamento Fv/Fm Fv/Fwm Fv/Fwm Fv/Fwm
Controle - - - -
DHFJ - - - -
DHFA - - - -
DHR - - - -
Tempo Fv/Fm Fv/Fm Fv/iFm Fv/Fm
5h - - 0.835a 0.835a
10 h - - 0.761 c 0.758 ¢
18 h - - 0.781b 0.819b
Tratamento x tempo  Fv/Fwm Fu/Fm Fu/Fm Fv/Fm
Controle5h 0.839 Aa 0.830 Aa - -
Controle 10 h 0.769 Aa 0.753 Ab - -
Controle 18 h 0.795 Aa 0.806 Aa - -
DHFJ5h 0.837 Aa 0.830 Aa - -
DHFJ 10 h 0.768 Aa 0.758 Ab - -
DHFJ 18 h 0.794 Aa 0.803 Aa - -
DHFA5h 0.804 Aa 0.758 Ba - -
DHFA 10 h 0.769 Aa 0.692 Bb - -
DHFA 18 h 0.627 Bb 0.782 Aa - -
DHR5h 0.833 Aa 0.809 Aa - -
DHR 10 h 0.773 Aab 0.745 Ab - -
DHR 18 h 0.750 Ab 0.797 Aa - -
Significancia
Tratamento P<0.01 P<0.01 N.S. N.S.
Tempo P<0.01 P<0.001 P<0.001 P<0.001
Tratamento x tempo  P<0.05 P<0.05 N.S. N.S.

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela analise de variancia (ANOVA) de dois fatores
(4 tratamentos x 3 tempos) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam diferentes
tratamentos em um determinado tempo e letras mindsculas comparam diferentes tempos para um determinado

tratamento. N.S. indica diferenca néo significativa.
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5.4.4. Crescimento da parte aérea
Ao0s 15, 30 e 49 DAS, ndo foram observadas diferencas entre tratamentos na massa seca
de caule (MSC), massa seca de folha (MSF), massa seca total (MST) e area foliar (AF) (tabela
5). Entretanto, aos 54, 64, 80 e 125 DAS foram verificadas diferencas entre tratamentos para 0s
parametros de MSC, MSF, MST e AF (tabela 5).

Aos 54 DAS, ultimo dia de défice hidrico, o tratamento Controle apresentou maior
MSC, MSF e MST em relacdo aos tratamentos DHFJ e DHR (tabela 5). Contudo, o tratamento
DHFA néo diferiu das plantas Controle e do DHR na MSC, MSF e MST (tabela 5). Com relacéo
a AF, verificou-se que o tratamento Controle apresentou maior AF do que os tratamentos DHFJ,

DHFA e DHR, sendo que estes trés altimos nao diferiram entre si (tabela 5).

Aos 64 DAS (10 dias ap06s a reidratagdo) o tratamento DHR apresentou reducéo na MSC
em relacdo ao Controle (tabela 5). Entretanto, o tratamento DHFA n&o diferiu na MSC em
relacdo aos tratamentos Controle, DHFJ e DHR (tabela 5). Para a MSF, foi verificado que o
tratamento DHR apresentou menor MSF do que o tratamento DHFA (tabela 5), porém, ambos
néo diferiram do tratamento Controle (tabela 5). A MST do tratamento Controle e DHFA néo

diferiram entre si, entretanto, foram maiores em relacdo ao tratamento DHR (tabela 5).

Para 0s 80 DAS (26 dias apds reidratacdo) o tratamento Controle apresentou maior MSC
do que os demais tratamentos (tabela 5). Para a MSF, foi verificado que o tratamento DHR
apresentou menor MSF em relacdo aos tratamentos Controle e DHFA (tabela 5), porém, o
tratamento DHFA ndo diferiu dos tratamentos Controle e DHFJ (tabela 5). Na MST o
tratamento Controle ndo diferiu de DHFA (tabela 5). Entretanto, o tratamento Controle
apresentou maior MST em relacdo aos tratamentos DHFJ e DHR (tabela 5). Para a AF, o
tratamento Controle ndo diferiu de DHFJ e DHFA, contudo, houve reducdo na AF do

tratamento DHR em relagdo ao Controle (tabela 5).

Aos 125 DAS (71 dias ap0s reidratacao), o tratamento Controle apresentou maior MSC
e MST em relacdo ao tratamento DHFA (tabela 5), porém, o tratamento DHR n&o diferiu dos
demais tratamentos (tabela 5). Para a MSF e AF, o tratamento Controle apresentou os maiores
valores em relacdo ao tratamento DHFA e DHR (tabela 5), porém, estes dois ultimos nédo
diferiram entre si (tabela 5).
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Tabela 5: Média (n=5) da massa seca do caule (MSC, g), massa seca de folha (MSF, g), massa
seca total da parte aérea (MST, g) e area foliar (AF, cm?) de S. bicolor aos 15, 30, 49, 54, 64,
80 e 125 dias apds semeadura (DAS) do primeiro experimento nos tratamentos Controle, Défice
Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico

Recorrente (DHR).

15 DAS MSC (g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle 0.009 £0.004 0.02 £0.006  0.03£0.01  11.52 +2.62
DHFJ  0.01+£0.002 0.02+0.004 0.03+0.006 11.15#1.77
DHFA  0.01+0.002 0.02+0.003 0.03#0.005 10.74 +1.94
DHR 0.01 £0.002 0.02 £0.003 0.03 £0.004 11.24 +1.63
30 DAS MSC (g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle 0.15+0.05 0.236 +0.03 0.382+0.11 71.0+21.3
DHFJ 0.10 £0.07 0.196 £0.13 0.297 +0.20  66.0 +45.0
DHFA  0.13#0.04 0.217+0.07 0.343+0.12 64.0 +22.0
DHR 0.07 £0.01  0.123+0.02 0.190 +0.03 37.8+7.2
49 DAS MSC (g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle  1.84 +0.69 2.94 £1.16 4,78 +1.84 824 +285
DHFJ 1.03 £0.36 1.79 £0.49 2.82 +0.85 558 +143
DHFA  2.04 +0.68 3.36 £1.19 5.40 £1.86 927 +322
DHR 1.31 £0.60 2.18 £0.96 3.48 £1.55 648 +261
54 DAS MSC (g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle 4.00a#1.17 6.29a+1.74 10.3a+2.86 1672a+449
DHFJ 1.81c+055 3.18b+091 499b+1.45 956b+274
DHFA 3.44ab+0.81 4.91ab+0.92 8.35ab+1.72 819b+141
DHR 2.18bc+0.50 3.37b+0.87 555b+1.36 670b+105
64 DAS  MSC (g) MSF (g) MST () AF (cm?)
Controle 7.49a+3.05 8.34ab+093 15.8a+3.70 1975236
DHFJ 490ab+2.11 6.79ab+2.12 11.7ab+4.21 1716 +461
DHFA 7.36ab+1.70 8.89a+1.18 16.3a+2.73 2127 +196
DHR 3.63b+0.73 593b+1.08 956b+1.81 1625283
80 DAS MSC (g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle 27.4a+359 9.18a+0.66 36.6a+4.21 1955a+41
DHFJ 16.9b#3.10 7.36 bc+0.86 24.3b+3.88 1671 ab 177
DHFA 19.8b+6.70 8.52ab+1.01 28.4ab+7.25 1772 ab £356
DHR 164b+163 6.19c+0.88 22.6b+1.53 1480b +258
125 DAS MSC(g) MSF (g) MST (g) AF (cm?)
Controle 15.7a#2.43 7.80a+0.73 55.3a+7.49 1381a+128
DHFJ 145ab+2.33 6.94 ab +0.82 54.1ab +6.13 1258 ab +174
DHFA 993b#3.34 598b+1.13 42.7b+9.61 1041b +153
DHR 11.1ab#255 574b+0.51 44.9ab+2.49 1060b +100

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste

de Tukey (P<0.05).



44

5.4.5. Acucares soluveis totais e sacarose
No dltimo dia de défice hidrico o tratamento DHFA apresentou maior contetudo de
acucares soluveis totais e maior contetdo de sacarose na folha em relacdo ao Controle, DHFJ

e DHR (figura 4 e 5, respectivamente), sendo que estes trés ultimos nao diferiram entre si (figura
4 e 5, respectivamente).

Ap0s dois dias de reidratacdo o Controle apresentou maior conteldo de acUcares totais
em relacdo ao DHR e DHFJ (figura 4). Enquanto isso, o tratamento DHFA néo diferiu do
Controle e do DHR (figura 4), porém, o DHFA apresentou maior conteido de acUcares totais
em relacdo ao DHFJ (figura 4). Para o conteudo de sacarose apos dois dias de recuperacéo, foi
observado que o tratamento DHFA apresentou maior conteido de sacarose em relacdo ao DHR

(figura 5), enquanto que para os tratamentos Controle e DHFJ ndo houve diferenca (figura 5).
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Figura 4: Média (n=5) do contetido de aglicares sollveis totais (mg aglcares g MF?) de S. bicolor para os
tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Jovem (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice
Hidrico Recorrente (DHR). AvaliacGes realizadas no segundo experimento no ultimo dia de défice hidrico (DH) e
apos dois dias de reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras mintsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no
ultimo dia de défice hidrico e letras maitsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos apés dois dias de

recuperacdo pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas verticais indicam
desvio padréo.
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Figura 5: Média (n=5) do conteldo de sacarose (mg sacarose g MF) de S. bicolor para os tratamentos Controle,
Défice Hidrico na Fase Jovem (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente
(DHR). Avaliac6es realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de défice hidrico (DH) e ap6s dois dias de
reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras mindsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no ultimo dia de
défice hidrico e letras maiusculas diferentes indicam diferencga entre tratamentos ap6s dois dias de recuperagao
pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas verticais indicam desvio padrao.

5.4.6. Conteudo de H20: e peroxidagéo lipidica
O conteudo de H20: e o nivel de peroxidagdo lipidica dos quatro tratamentos avaliados
apresentaram padrdo de resultados semelhantes no Gltimo dia de défice hidrico e apds dois dias
de reidratacédo (figura 6 e 7, respectivamente). Sendo assim, no Gltimo dia de défice hidrico, o
tratamento DHFA apresentou maior contetdo de H20> e de peroxidacéo lipidica em relacéo aos
tratamentos Controle, DHFJ e DHR, sendo que entre estes trés ultimos ndo se verificou

diferenca (figura6 e 7).

Ap0s dois dias de recuperacdo nao foram observadas diferencas para o conteudo de
H>02 e de peroxidacgdo lipidica entre os tratamentos Controle, DHFA e DHR (figura 6 e 7),
porém, foi observado redugdo nestes mesmos parametros para o tratamento DHFJ ao ser
comparado com DHFA (figura 6 e 7).
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Figura 6: Média (n=5) do contetido de H,O, (umol H,0, g MF1) de S. bicolor para os tratamentos Controle,
Défice Hidrico na Fase Jovem (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente
(DHR). Avaliagdes realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de défice hidrico (DH) e ap6s dois dias de
reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras mindsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no ultimo dia de
défice hidrico e letras maiusculas diferentes indicam diferencga entre tratamentos ap6s dois dias de recuperagao
pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas verticais indicam desvio padrao.
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Figura 7: Média (n=5) do nivel de peroxidacdo lipidica (contetido de malondialdeido, MDA) (mol MDA g MF1)
de S. bicolor para os tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Jovem (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta
(DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). Avaliages realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de
défice hidrico (DH) e ap6s dois dias de reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras minGsculas diferentes indicam diferenca
entre tratamentos no Gltimo dia de défice hidrico e letras maitsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos
apos dois dias de recuperacdo pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas
verticais indicam desvio padréo.
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5.4.7. Atividade da enzima peroxidase (POD), superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT)

A atividade da enzima POD foi maior no tratamento DHFA quando comparado ao
Controle e DHFJ, os quais apresentaram a menor atividade da POD (figura 8). No DHR a
atividade da POD ndo diferiu dos tratamentos Controle, DHFJ e DHFA (figura 8). Para a
atividade das enzimas SOD e CAT né&o foram observadas diferencas entre os tratamentos no

ultimo dia de défice hidrico (tabela suplementar 6).

Apos dois dias de reidratagdo, a atividade da POD do tratamento DHFA se manteve alta
em relacdo aos tratamentos Controle, DHFJ e DHR, sendo que estes trés ultimos tratamentos
ndo diferiram entre si (figura 8). Assim como ocorreu no ultimo dia de seca, os tratamentos nao

diferiram na atividade da SOD e CAT ap0s dois dias de recuperacéo (tabela suplementar 6).

900
800 A 3
£ 700 -
a
2 600 -
T & Controle
2 500 A
g A 0 DHFJ
'€ 400 -
£ b 5 mDHFA
§300+1 1 i mDHR
8 200 i L T T
< o i
v i
O et i
DH Reid. (2 dias)

Figura 8: Média (n=5) da atividade da enzima peroxidase (POD) (umol minuto™ pg Prot.”) de S. bicolor para os
tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Jovem (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice
Hidrico Recorrente (DHR). Avaliages realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de défice hidrico (DH) e
apos dois dias de reidratacdo (Reid. (2 dias)). Letras minusculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos no
ultimo dia de défice hidrico e letras maitsculas diferentes indicam diferenca entre tratamentos apds dois dias de
recuperacdo pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas verticais indicam
desvio padréo.

5.4.8. Ocorréncia de trimetilacdo na lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) no nucleossomo
do gene Sh049038610
A ocorréncia da H3K4me3, a qual foi avaliada no nucleossomo situado entre 246 — 144
pares de base acima do sitio de inicio de transcri¢do do gene Sb04g038610 (similar to Class 11

peroxidase 32 precursor), foi observada nos tratamentos DHFA e DHR no ultimo dia de défice
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hidrico (figura 9). Contudo, o tratamento DHR apresentou maior enriquecimento relativo para

a H3K4me3 em relacdo ao DHFA no Gltimo dia de seca (figura 9).

ApOls dois e seis dias de reidratacdo ainda foi possivel verificar a ocorréncia da
H3K4me3 nos tratamentos DHFA e DHR no gene Sh04g038610 (figura 9). Com dois dias de
reidratacdo o tratamento DHR apresentou aumento na H3K4me3 em rela¢do ao DHFA (figura

9). Porém, ap0s seis dias de recuperacao, ndo houve diferenca entre tratamentos (figura 9).

Ao avaliar a ocorréncia da H3K4me3 para cada tratamento ao longo do tempo, foi
possivel observar que para o tratamento DHFA a ocorréncia da H3K4me3 foi crescente no
decorrer do tempo (figura 10). Sendo assim, no DHFA a presenca da H3K4me3 foi maior apds
seis dias de recuperacdo quando comparado ao ultimo dia de défice hidrico (figura 10).
Enquanto isso, para 0 DHR o maior enriquecimento relativo da H3K4me3 ocorreu ap6s dois
dias de reidratacdo, com posterior redugdo da ocorréncia desta marca epigenética apos seis dias
de recuperacao, igualando-se ao nivel observado no ultimo dia de défice hidrico deste mesmo

tratamento (figura 10).
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Figura 9: Média (n=3) da ocorréncia da H3K4me3 no nucleossomo situado entre 246 — 144 pares de base acima
do sitio de inicio de transcricdo do gene Sb04g038610 (similar to Class Il peroxidase 32 precursor) para 0s
tratamentos Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) (barra branca) e Défice Hidrico Recorrente (DHR) (barra
preta). Avaliacdes realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de défice hidrico (DH), dois dias apds
reidratacdo (Reid. (2 dias)) e seis dias apos reidratacdo (Reid. (6 dias)). Valores apresentados como enriquecimento
da H3K4me3 relativo ao enriquecimento da H3K4me3 no controle positivo Sb03g040880 (Actin 1). Letras
diferentes indicam diferenca entre tratamentos pelo teste t (P<0.05). Linhas verticais indicam desvio padrao.
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Figura 10: Média (n=3) da ocorréncia da H3K4me3 no nucleossomo situado entre 246 — 144 pares de base acima
do sitio de inicio de transcri¢cdo do gene Sb04g038610 (similar to Class 111 peroxidase 32 precursor) ao longo do
tempo. AvaliacOes realizadas no segundo experimento no Gltimo dia de défice hidrico (barra branca), dois dias
apos reidratacdo (barra cinza) e apds seis dias de reidratacdo (barra preta) para o tratamento Défice Hidrico na
Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). Valores apresentados como enriquecimento da
H3K4me3 relativo ao enriquecimento da H3K4me3 no controle positivo Sb03g040880 (Actin 1). Letras diferentes
indicam diferenga entre dias pela andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Linhas
verticais indicam desvio padréo.

5.5. Discusséo

A impressdo do estresse por défice hidrico, também conhecida como “memoria” do
estresse, € observada quando uma planta submetida ao segundo evento de défice hidrico
apresenta respostas que resultam em aumento da tolerancia em relagéo a planta que presencia
este défice pela primeira vez (BRUCE et al., 2007; WALTER et al., 2011; WALTER et al.,
2013). Considerando esta definicdo, o tratamento DHR apresentou um padrdo de resposta
durante a seca recorrente que esta de acordo com a definicdo de impressdo do estresse descrita
acima. Este padrdo consistiu na auséncia de diferengas entre o tratamento DHR e o Controle, o
que foi verificado no dltimo dia de défice hidrico nas trocas gasosas (figura 2A, 2B e 2C),
fluorescéncia da clorofila a (figura 2D, 2E, 2F, 3E, 3F e tabela 4), CRAFrona (tabela 2), contetdo
de acUcares totais e conteldo de sacarose (figura 4 e 5), conteddo de H2O. (figura 6),
peroxidagdo lipidica (figura 7) e atividade da POD (figura 8). Tal padréo de resposta indicou
que S. bicolor submetido ao defice hidrico recorrente apresentou maior tolerancia a seca em
relacdo as plantas que presenciaram este défice pela primeira vez, o que deixa evidente a
ocorréncia da impressdo do estresse relatado por Bruce et al. (2007), Walter et al. (2011) e
Walter et al. (2013).
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Outra possivel explicacdo para o aumento da tolerancia ao défice hidrico observada no
tratamento DHR seria a manutencgéo da aclimatacdo que poderia ter ocorrido no primeiro evento
de défice hidrico do tratamento DHR aos 15 DAS, o que ndo caracterizaria o efeito de impressédo
do estresse por défice hidrico. Entretanto, a impressdo do estresse tem caracteristica temporal.
Sendo assim, s6 pode ser estudada quando o metabolismo retorna a condicdo anterior ao
estresse (WALTER et al., 2013). Segundo Gaspar et al. (2002) a aclimatac&o é a habilidade de
uma planta em ajustar suas caracteristicas fisiologicas em resposta ao estresse. Tais ajustes
levam a um novo estado fisioldgico, o qual é diferente da condicdo anterior ao estresse,
possibilitando a sobrevivéncia da planta. Nesse sentido, ao comparar o tratamento DHFJ, o qual
foi submetido ao défice hidrico apenas no inicio do desenvolvimento (15 DAS), com o
tratamento Controle nas avaliagdes de CRAroha (tabela 2), fotossintese (figura 2 e 3) e
atioxidativas (figura 6, 7 e 8) realizadas no ultimo dia de défice hidrico na “fase adulta”, é
possivel observar que o tempo de recuperacdo entre eventos de estresse foi suficiente para que
0 metabolismo retornasse a condicao anterior ao défice hidrico. Sendo assim, o incremento na
tolerancia fotossintética e antioxidativa a seca recorrente observada no tratamento DHR é

atribuido a impressdo do estresse por défice hidrico.

No ultimo dia de défice hidrico houve redugdo no CAS dos tratamentos DHFA e DHR
em relacdo as plantas Controle (figura 1A e 1B). Apesar disso, 0 CRAFroha dos tratamentos
Controle e DHR néo diferiram no ultimo dia de défice hidrico (tabela 2). Tal fato indica que
plantas de S. bicolor submetidas a recorrentes eventos de defice hidrico tendem a apresentar
estratégia de economia no uso da agua durante o défice hidrico, diferente do que é observado
em plantas hidratadas, onde a absorcao de agua pelas plantas tende a satisfazer a demanda por
evaporacdo (GIMENEZ; GALLARDO; THOMPSON, 2005), o que leva a perda excessiva de
agua. Tal estratégia de economia estaria de acordo com o conceito de “biological water saving”,
onde as plantas exploram todo o seu potencial fisioldgico e genético a fim de manter um alto
desempenho e produgdo mesmo sob condi¢cBes de menor disponibilidade de agua (WANG;
CHEN; XIANG, 2007). Desta forma, considerando o baixo CAS no DHR (figura 1A e 1B), o
melhor desempenho do tratamento DHR em relagédo ao DHFA no ultimo dia de défice hidrico
para os parametros fotossintéticos (figura 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 3E e 3F) e o baixo conteido
de H2O> (figura 6) e de peroxidacéo lipidica (figura 7) do DHR no ultimo dia de seca, fica
evidente que plantas de S. bicolor que passam pela experiéncia de défice hidrico durante o inicio
do desenvolvimento apresentam uma estratégia de resisténcia a este estresse baseado no

conceito de “biological water saving”.
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Estudos realizados por George-Jaeggli, Mortlock e Borrell (2017) demonstraram que a
reducdo na &rea foliar de S. bicolor resulta em consumo mais lento da &gua do solo, o que por
sua vez melhora a eficiéncia do uso da agua devido a reducdo na superficie transpirante. Sendo
assim, ao relacionar a densidade estomatica com a area foliar total, a qual foi avaliada aos 80
DAS, foi possivel verificar diferencga entre os tratamentos na densidade estoméatica em relagdo
a area foliar total, a qual foi definida neste estudo como densidade estomatica relativa a area
foliar (tabela 3). A densidade estomatica € reconhecida como um fator capaz de afetar a
fotossintese e a transpiracdo. Desta forma, a reducdo no nimero de estdmatos influencia a
condicdo hidrica da planta, o que resulta em redugdo na perda de agua com consequente
aumento na eficiéncia de uso da 4gua (WANG; CHEN; XIANG, 2007; MEI et al., 2013). O
tratamento Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), o qual foi submetido ao défice hidrico
apenas aos 15 DAS, apresentou baixa densidade estomatica relativa a area foliar (tabela 3), o
que indica que o tratamento DHR também apresentou reducdo desta densidade desde os 15
DAS. Desta forma, é possivel que tal reducdo na densidade estomatica relativa a area foliar do
tratamento DHR (tabela 3) explique a manutencdo do CRAFrqha do DHR ao nivel do tratamento

Controle no ultimo dia de défice hidrico (tabela 2).

Segundo Trewavas (2003) qualquer alteracdo estrutural originada durante o evento de
estresse que resulte em melhora na resisténcia ao segundo evento pode ser considerada uma
forma de impressao do estresse, uma vez que tais modificacdes tendem a permanecer durante
toda a vida da planta. Sendo assim, as respostas observadas na densidade estomatica relativa a
area foliar demostram que a espécie S. bicolor apresenta mecanismos morfo-anatémicos de
impressdo do estresse por défice hidrico, os quais ndo foram encontrados observando apenas
um Unico parametro, mas sim observando a associacdo entre densidade estomatica e area foliar.
Segundo Wang, Chen e Xiang (2007) e Zhao et al. (2015) pouca atenc¢éo tem sido direcionada
para estudos sobre os efeitos da densidade estomatica na fotossintese e na perda de agua. Sendo
assim, este estudo contribui para a compreensao da importancia da densidade estomatica para

0 efeito da impresséo do estresse.

Embora a reducéo na densidade estomatica relativa a area foliar observada no DHFJ e
DHR (tabela 3) possa resultar em diminuigdo na perda de agua, com consequente aumento na
tolerancia a eventos futuros de défice hidrico, existe uma possivel desvantagem para esta
reducdo na densidade estomaética relativa a area foliar, a qual esta ligada a limitagdo na
fotossintese. O tratamento DHFJ, o qual foi submetido ao defice hidrico apenas aos 15 DAS,

apresentou reducdo na densidade estomatica relativa a area foliar mesmo apds 66 dias de
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recuperagéo (tabela 3), contudo, ndo foi observada reducéo na taxa de assimilagdo de CO> do
tratamento DHFJ em relacdo as plantas controle (figura 2A). Em plantas geneticamente
modificadas de Zea mays L. submetidas a seca com a super expressdo do gene ZmSDD1, o qual
regula negativamente a densidade estomatica, foi verificado que mesmo com a reducdo no
namero de estdbmatos, a taxa de assimilacdo de CO- destas plantas sob seca ficou acima das néo
geneticamente modificadas (LIU et al., 2015). A auséncia de interferéncia da reducdo na
densidade estomatica relativa a area foliar nas taxas de assimilagdo de CO2 em S. bicolor pode
estar no fato desta espécie apresentar a fotossintese com metabolismo C4 (ISHIKAWA et al.,
2009). Neste metabolismo, a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase realiza a captura do CO>
atmosférico no mesofilo, o qual é transformado em &cido oxalacético e, apds sucessivas reacdes,
liberado nos cloroplastos das células da bainha do feixe vascular, responsaveis pela fase
bioquimica da fotossintese (EVANS, 2013; TAIZ et al., 2014; LIU et al., 2015). Portanto,
mesmo que ocorra reducdo na concentracdo de estdmatos na folha, a planta ainda apresenta
mecanismos metabolicos que garantem a captura e concentracdo do CO2 atmosférico.

Segundo Gaspar et al. (2002) para que a planta esteja em situacdo de estresse é
necessario que algum recurso do ambiente seja alterado de forma néo usual, onde o excesso ou
o defice deste recurso resulta em alteracdo no estado fisioldgico 6timo alcangado por esta planta
no ambiente em que se encontra. Considerando esta descricdo de estresse e o0s resultados
semelhantes dos tratamentos Controle e DHR no ultimo dia de défice hidrico para os parametros
de trocas gasosas (figura 2A, 2B e 2C), de fluorescéncia da clorofila a (figura 2D, 2E e tabela
4), contetido de acUcares totais (figura 4), contetdo de sacarose (figura 5), contedo de H20>
(figura 6), peroxidacao lipidica (figura 7) e atividade da POD (figura 8), é possivel dizer que
plantas de S. bicolor que passam pelo segundo evento de défice hidrico (DHR) sdo capazes de

reconhecer a seca como um fator usual do ambiente.

Enquanto isso, as plantas do tratamento DHFA, as quais diferiram do Controle nos
mesmos parametros citados anteriormente, reconhecem o défice hidrico como um fator ndo
usual do ambiente, necessitando adequar as respostas fisioldgicas a nova condi¢do ambiental.
Por fim, a auséncia de diferenca entre os tratamentos Controle e DHR no ultimo dia de défice
hidrico estd de acordo com o que é esperado para plantas que apresentam a impressdo do
estresse, pois foram capazes de reconhecer o agente causador de estresse a partir de uma
exposicao inicial a0 mesmo, o que resultou em aumento na tolerancia durante o segundo evento
de défice hidrico (QIN; XU; ClI, 2017).
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Em geral as plantas submetidas ao estresse hidrico severo recuperam somente 40 a 60%
da méaxima taxa de fotossintese no dia ap0s a reidratacdo, sendo que a recuperacao continua nos
dias seguintes, no entanto a maxima taxa de fotossintese nem sempre se recupera (FLEXAS et
al., 2004; SOFO et al., 2004a; SOUZA et al., 2004). Porém, neste estudo, apés a reidratacédo
em ambos 0s experimentos foi verificado que as trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila a
dos tratamentos DHFA e DHR apresentaram recuperacdo dos parametros fotossintéticos no

primeiro dia de reidratacdo (tabela suplementar 3 e 4).

No ultimo dia de défice hidrico, o tratamento DHFA apresentou reducdo no Fv/Fm em
relagdo aos demais tratamentos as 18 h (tabela 4), enquanto que o DHR né&o apresentou reducéao
no Fv/Fwm entre tratamentos em nenhum dia avaliado (tabela 4). Segundo Maxwell e Johnson,
(2000) e Baker e Rosengvist, (2004), o Fv/Fm € um parametro muito utilizado para indicar a
ocorréncia de estresse em plantas, uma vez que a redugdo no Fv/Fw reflete na reducdo da
habilidade do PSIl em reduzir o aceptor primario Qa (quinona A) (CALATAYUD;
BARRENO, 2001). Esta reducdo no Fv/Fwm apresentada pelo DHFA em relacdo aos demais
tratamentos se manteve no primeiro dia de reidratacdo no periodo das 5 e 10 h (tabela 4), o que
indicaria o inicio de uma fotoinibicao causada pelo efeito combinado da alta luminosidade com
o défice hidrico (ZHOU; LAM; ZHANG, 2007; SANDA et al., 2011; WU; BAO, 2011) em
plantas sem experiéncia prévia de seca, uma vez que o défice hidrico causa inibicao do ciclo de
reparo do PSIl em especial a proteina D1 (HAKALA et al., 2005; OHNISHI et al., 2005;
NISHIYAMA et al., 2006).

A impressdo do estresse tem implicacGes positivas quando se trata das populacGes
vegetais em ambientes estressantes e também para a conservacdo de espécies in situ
(CHINNUSAMY; ZHU, 2009), pois aumenta a resiliéncia e pode reduzir a mortalidade de
individuos de uma mesma populacdo em momentos de defice hidrico (WALTER et al., 2013).
Porém, é possivel que exista consequéncias para a planta que apresenta este efeito de impressao
do estresse, sendo que estas consequéncias ainda ndo foram bem esclarecidas (WALTER et al.,
2013). Segundo Chinnusamy e Zhu (2009) e Skirycz e Inzé (2010), o possivel efeito negativo
para a impressao do estresse seria na diminuicdo do crescimento das plantas, por impedir que
estas alcancem seu potencial maximo de crescimento. Neste sentido, este estudo demonstrou
que plantas de S. bicolor submetidas a dois eventos de défice hidrico (DHR) apresentaram
reducdo na MSC, MSF, MST e AF em relacdo as plantas controle em varios momentos
avaliados apo0s a reidratacdo do segundo evento de défice hidrico (tabela 5). Enquanto isso, as

plantas que passaram pelo défice hidrico apenas na fase adulta (DHFA) ndo apresentaram
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diferenca na MSC, MSF, MST e AF em relacéo as plantas controle e submetidas a dois eventos
de défice hidrico (DHR) na maioria dos dias avaliados (tabela 5). Estes resultados indicam que
eventos recorrentes de seca influenciam de forma negativa o acimulo de massa seca na espécie
S. bicolor, estando de acordo com o que Chinnusamy e Zhu (2009) e Skirycz e Inzé (2010)
propuseram para o crescimento de plantas sob recorrentes eventos de seca. Assim como
observado neste estudo, Abdallah et al. (2017) também observaram reducdo na massa seca total
da parte aérea de oliveira com experiéncia prévia ao défice hidrico em relacdo as plantas

controle.

Na seca, as espécies reativas de oxigénio (ERO), tal como o peréxido de hidrogénio
(H203), séo consideradas as principais alteracdes bioquimicas observadas em plantas sob este
estresse (PAN et al., 2006). Tais espécies reativas, quando em concentracdes elevadas, podem
causar danos as membranas, proteinas e ao DNA, porém, quando em concentracdes adequadas,
podem atuar na sinalizacdo em resposta a diversos fatores ambientais (ALLEN, 1995;
VRANOVA; INZE; BREUSEGEM, 2002; DANON et al., 2005; GRENNAN, 2008;
NOCTOR; REICHHELD; FOYER, 2018). No tltimo dia de défice hidrico o tratamento DHFA
apresentou maior contetldo de H>O> e maior ocorréncia de peroxidacdo lipidica em relacdo aos
demais tratamentos (figura 6 e 7). Tal fato indica que plantas de S. bicolor sem experiéncia
prévia ao défice hidrico apresentam maior producdo de H.O2, 0 que resultou em danos a
membrana plasmatica das células como foi demonstrado pelo aumento no contetdo de
malondialdeido (MDA) (figura 7), um subproduto da peroxidacdo lipidica e importante
marcador de estresse oxidativo (ROMERO-PUERTAS et al., 2018). Estudos realizados por
Abdallah et al. (2017) em oliveira com e sem experiéncia prévia a seca também demonstraram
que plantas sem experiéncia prévia ao défice hidrico apresentaram maior acumulo de H20: e

MDA em comparagéo a plantas com impressao do estresse.

Em resposta ao dano celular causado pelo aumento do H202 no tratamento DHFA
(figura 6), a atividade da POD foi maior neste mesmo tratamento no ultimo dia de défice hidrico
(figura 8), uma vez que a POD é conhecida como uma importante enzima antioxidativa
responsavel pela limpeza do excesso de H.O> (ALMAGRO et al., 2009; ONELE et al., 2018).
Enquanto isso, o tratamento DHR no ultimo dia de défice hidrico ndo apresentou aumento no
contetdo de H20. e na peroxidacdo lipidica (figura 6 e 7), demonstrando que plantas com
experiéncia prévia ao défice hidrico apresentaram maior tolerancia a danos oxidativos durante
0 segundo estresse. Durante a reidratacdo, os tratamentos Controle, DHFA e DHR néo

apresentaram diferencas para os parametros de contetdo de H2O. e peroxidacdo lipidica
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avaliados apds dois dias de reidratacdo (figura 6 e 7), indicando a auséncia de danos oxidativos.
Contudo, a atividade da POD do DHFA ainda foi observada apds dois dias de recuperacéao

(figura 8) possivelmente como forma de aclimatacéo a seca.

Segundo Sofo et al. (2004b) a manutencdo da 4gua na célula durante a seca é essencial
para a tolerdncia a este estresse. Tal fato pode ser alcancado por meio do ajuste osmotico
realizado por meio do acumulo de acucares solUveis e sacarose, 0s gquais atuam como solutos
osmoticamente ativos reduzindo o potencial osmotico celular e por sua vez garantindo o turgor
da célula sob défice hidrico (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; SKIRYCZ; INZE, 2010; YOUSFI
et al., 2010). Neste sentido, o tratamento DHFA apresentou maior conteldo de agUcares
sollveis totais e sacarose em relacdo aos demais tratamentos no ultimo dia de défice hidrico
(figura 4 e 5). Contudo, apesar destes agucares atuarem como osmolitos, 0 CRArona do DHFA
no ultimo dia de défice hidrico do segundo experimento foi menor em relacdo aos demais
tratamentos (tabela 2), o que indica que o acimulo de acucares no DHFA (figura 4 e 5) néo foi
suficiente para manter o turgor celular ao nivel do Controle. Enquanto isso, apesar do
tratamento DHR ter apresentado alto CRArona durante o ultimo dia de seca (tabela 2), o
contetido de agUcares sollveis totais e sacarose deste mesmo tratamento ndo diferiu do Controle
e foi menor do que o DHFA (figura 4 e 5). Desta forma, o acimulo de aglcares ndo se
configurou como um osmdlito na manutencdo da hidratacéo de S. bicolor submetido ao défice
hidrico recorrente. Tal fato destaca a importancia da reducdo na densidade estomatica relativa
a area foliar de plantas com experiéncia prévia ao defice hidrico (tabela 3) como principal forma
de manutencéo da hidratacdo celular em plantas com impressédo do estresse.

A estrutura da cromatina (DNA e proteinas histonas) é capaz de limitar ou facilitar o
acesso da maquinaria de transcricdo génica a um determinado gene. Modificacbes em
determinados aminoacidos das proteinas histonas podem alterar a estrutura da cromatina
permitindo ou ndo o acesso das proteinas responsaveis pela transcricdo ao gene alvo, sendo
estas modificagbes conhecidas como alteracfes epigenéticas (KOUZARIDES, 2007; DING et
al., 2014b). A metilagdo de aminoacidos em proteinas histonas, tal como a H3K4me3, atuam
como importantes marcas epigeneticas. A ocorréncia da H3K4me3 esta relacionada com o
processo de ativacao da transcricdo genica, deixando o gene em um estado permissivel para a
transcricdo (BERGER, 2007; BRUCE et al., 2007; GARCIA et al., 2007; LIU et al., 2010;
BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; LIJSEBETTENS; GRASSER, 2014). Neste sentido, ao
avaliar a ocorréncia da H3K4me3 no gene Sh04g038610 (similar to Class Ill peroxidase 32

precursor), verificou-se que o tratamento DHR apresentou maior enriquecimento da H3K4me3
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em relagdo ao DHFA no ultimo dia de défice hidrico (figura 9), indicando que no DHR o gene
Sh04g038610 se encontrava em um estado mais permissivel a transcri¢cdo do que o DHFA.

Existem duas possiveis explicacdes para a maior ocorréncia da marca de metilacdo
H3K4me3 no DHR em rela¢do ao DHFA no altimo dia de défice hidrico (figura 9). A primeira
explicagdo esta relacionada ao surgimento da H3K4me3 no primeiro evento de défice hidrico
no inicio do desenvolvimento (15 DAS) com a posterior manutencdo desta marca no segundo
evento de défice na fase adulta. Tal suposicdo pode ser feita baseado nos resultados obtidos por
Feng et al. (2016) em Arabidopsis thaliana submetida ao estresse salino. Neste estudo, o gene
de toleréncia P5CS1 apresentou aumento na ocorréncia da H3K4me3 no primeiro evento de
estresse salino, sendo esta marca mantida durante a recupera¢do. Com o segundo evento de
estresse salino a presenca da H3K4me3 neste mesmo gene foi ainda maior, demonstrando a

importancia da H3K4me3 como uma marca de impressao do estresse salino.

Outra possivel explicacdo para a maior ocorréncia da H3K4me3 no DHR em relagéo ao
DHFA no ultimo dia de défice hidrico (figura 9) poderia estar relacionada a maior atividade das
enzimas pertencentes ao grupo das histonas metil transferases (HMT) no tratamento DHR, as
quais atuam na adi¢do de grupos metil em aminoacidos como a lisina (KIM et al., 2010;
PAPAEFTHIMIOU; TSAFTARIS, 2012). Sendo assim, é provavel que a experiéncia prévia ao
défice hidrico no inicio do desenvolvimento tenha influenciado de forma positiva no aumento
da atividade das HMTs durante o segundo evento de défice, o que explicaria tanto 0 aumento
da H3K4me3 do tratamento DHR no Gltimo dia de défice hidrico (figura 9) como também o
aumento desta marca epigenética apds dois dias de reidratacdo (figura 9). Contudo,
independente da possivel causa do aumento da ocorréncia da H3K4me3 no DHR, fica evidente
que o primeiro evento de défice hidrico no inicio do desenvolvimento influenciou o
enriquecimento da marca H3K4me3 durante o segundo evento de défice, o que demonstra a
possivel existéncia e manutencdo a longo prazo para uma forma epigenética de impresséo do

estresse por défice hidrico em S. bicolor para o gene Sb04g038610.

A impressédo do estresse pode ocorrer na forma de alteracfes epigenéticas, tal como a
adicdo da marca H3K4me3. A presenga e manutencdo desta alteracdo esta relacionada com a
capacidade da planta em armazenar informac6es a longo prazo sobre eventos anteriores de
estresse, 0 que possibilita a rapida ativacdo de um determinado gene de tolerancia deixando-o
permissivel a transcrigdo caso o evento estressante retorne (BRUCE et al., 2007; WALTER et
al., 2013; HAN; WAGNER, 2014). Apés dois dias de reidratacdo, o tratamento DHR
apresentou alto nivel de enriquecimento da marca H3K4me3 (figura 9 e 10). Tal aumento
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ocorreu quando a atividade da POD e as respostas fotossintéticas deste mesmo tratamento
durante a reidratacdo estavam semelhantes ao controle (figura 8 e tabela suplementar 4),
indicando que a H3K4me3 permaneceu em S. bicolor mesmo apo6s a completa recuperacdo do

segundo evento de seca.

Apos seis dias de reidratacdo a ocorréncia da H3K4me3 no DHR foi menor em relagéo
aavaliacdo ocorrida ap6s dois dias de reidratagéo (figura 10). Isto demonstra que alta ocorréncia
da marca epigenética H3K4me3 no gene Sh04g038610 de S. bicolor submetido a recorrentes
eventos de seca tende a ser removida rapidamente durante a recuperacao hidrica. Em estudos
realizados por Kim et al. (2012) e por Ding, Fromm e Avramova, (2012) em Arabidopsis
thaliana sob défice hidrico seguido de reidratacdo também foi verificado que a presenca da
H3K4me3 tende a diminuir durante o processo de recuperacdo. Entretanto, durante a reidratacéo
do tratamento DHFA foi observado que o enriquecimento da H3K4me3 ndo diminuiu com o
tempo (figura 10), além disso, ao considerar a analise realizada no tltimo dia de défice hidrico,
é possivel verificar que o tratamento DHFA apresentou aumento na ocorréncia da H3K4me3
ao longo do tempo (figura 10), o que indica que esta marca epigenética permaneceu em S.

bicolor ap6s exposi¢do a um Unico evento de défice hidrico.

Segundo Crisp et al. (2016), é no periodo de recuperacdo do défice hidrico em que a
planta deve “escolher” entre a consolidacdo da impressdo do estresse, a fim de aumentar o
investimento em tolerancia a futuros eventos de seca em detrimento do crescimento, ou se apaga
esta impresséo, a fim de evitar a redugé@o no crescimento. Neste estudo, apesar do tratamento
DHR ter apresentado reducdo na presenca da H3K4me3 no sexto dia de recuperacdo hidrica
(figura 10), a ocorréncia desta marca epigenética no DHR se estabilizou ao nivel do tratamento
DHFA aos seis dias de reidratacdo (figura 9), o que indica que a H3K4me3 foi mantida em
ambos os tratamentos. Portanto, durante a segunda recuperacéo hidrica de S. bicolor é possivel

dizer que esta espécie “optou” por consolidar a impressao do estresse por défice hidrico.

5.6. Concluséo
A espécie S. bicolor apresenta impressdo do estresse por défice hidrico a longo prazo,
uma vez que plantas com experiéncia prévia ao défice hidrico desde o inicio do
desenvolvimento apresentam maiores repostas fotossintéticas, auséncia de danos de membrana
e melhor condicdo hidrica durante o segundo evento deste estresse na “fase adulta”. Além disso,

a manutencao da reducdo na densidade estomaética relativa a area foliar total em plantas com
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experiéncia prévia a seca contribuiu para aumentar a tolerancia a perda de agua foliar, atuando

como uma forma morfo-anatdmica de impresséo do estresse.

Mesmo apoés 51 dias de intervalo entre o primeiro e segundo evento de défice hidrico
do tratamento DHR, a alta ocorréncia da H3K4me3 no DHR no ultimo dia de défice hidrico e
apos dois dias de reidratagdo, bem como a manutengdo desta marca epigenética apos seis dias
de reidratacdo, indica a existéncia e permanéncia a longo prazo de um mecanismo epigenético
de impressao do estresse para a ativacdo do gene Sb04g038610 (similar to Class Il peroxidase

32 precursor) em eventos futuros de seca.

Apesar de plantas com experiéncia prévia ao défice hidrico apresentarem impressao do
estresse, 0 que confere maior chance de sobrevivéncia a eventos recorrentes de seca, 0O
crescimento destas plantas € prejudicado, o que pode ser uma desvantagem na competicao por

recursos.
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5.8. Material suplementar
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Figura suplementar 1: Meédia da temperatura do ar (°C) e umidade relativa do ar (%) entre 6 — 18 h durante o

periodo de avaliacdo das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a do primeiro experimento (49 — 60 dias ap6s
semeadura, DAS).
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Figura suplementar 2: Média da temperatura do ar (°C) e umidade relativa do ar (%) entre 6 — 18 h durante o
periodo de avaliacdo das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a do segundo experimento (54 — 73 dias ap6s
semeadura, DAS).
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Tabela suplementar 1: Sequéncia de primers para a quantificacdo da H3K4me3 na regido
situada entre 246 — 144 pares de base acima do sitio de inicio de transcricdo do gene
Sb049g038610 (similar to Class Il peroxidase 32 precursor) e sequencia de primers para o gene

Sb03g040880 (Actin 1) usado como controle positivo.

Gene Primer foward Primer reverse
Sbh04g038610 CACCAATACAGCCCTTCCTC AGGAGGTGTGGATACAACAAAG
Sh03g040880

. GTGCTATTCCAGCCATCCTTCATTGG GCGGTCAGCAATACCAGGGAAC
Heimann et al. (2013)

Tabela suplementar 2: Média (n=5) da densidade estomatica (N° estbmatos/mm?) ap6s 27 dias
de reidratacdo (81 DAS) do primeiro experimento na posi¢do adaxial e abaxial de folhas que
presenciaram o défice hidrico aos 49 — 54 DAS (folhas velhas) e que surgiram apds 27 dias de
recuperacdo (folhas novas) em S. bicolor submetido aos tratamentos Controle, Défice Hidrico
na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente
(DHR).

Posic¢ao dos estdbmatos x Idade da folha (N° estdmatos/mm?)

Adaxial x Folha velha 96.5 Ba

Adaxial x Folha nova 104.0 Ba

Abaxial x Folha velha 110.0 Ab

Abaxial x Folha nova 134.3 Aa

Significancia

Tratamento N.S.

Posicdo dos estbmatos P<0.001

Idade da folha P<0.001
Tratamento x Posicdo dos estdmatos N.S.
Tratamento x Idade da folha N.S.

Posicdo dos estbmatos x Idade da folha P<0.05
Tratamento x Posicdo dos estdmatos x Idade da folha N.S.

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela analise de variancia (ANOVA) de trés fatores (4
tratamentos x 2 posi¢des dos estdbmatos x 2 idades da folha) seguido do teste de Tukey (P<0.05). Letras maitsculas
comparam diferentes posicdes dos estomatos para uma determinada idade de folha e letras mindsculas comparam
diferentes idades de folha para uma determinada posicdo do estdbmato na folha. N.S. indica diferenca nédo
significativa.
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Tabela suplementar 3: Média (n=5) das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a de S.
bicolor para os tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico
na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). AvaliacGes realizadas no primeiro

dia de reidratacdo do primeiro experimento (Reid. (1 dia) 1° Experimento) no periodo das 11 h.

Reid. (1 dia) 1° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
E 334ax0.73 3.52a+0.81 3.05a+1.05 3.47a=0.61
Os 135a+37 136a+34 113a+37 132a+29
Anet 27 a6 28 a 6 23 a7 28 a £6
EUA 8azx0.49 8 a+0.66 8a£0.72 8a+0.67
@psi 0.14a+0.04 0.15a+0.05 0.13a+0.03 0.15a+0.03
gP 0.25a+0.08 0.27 a+0.10 0.29 2 +0.06 0.28 a +0.07
Fv'/Fm' 0.55a+0.09 0.56a+0.04 0.45a+0.06 0.56 a +0.06

D 044a%0.09 0.442a+0.04 0.55a+0.06 0.44 a +0.06

Ex 042a+0.11 0.41a+0.08 0.32a+0.06 0.40 a +0.07

Letras diferentes indicam diferenca entre tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey (P<0.05).

Tabela suplementar 4: Média (n=5) das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a de S.
bicolor para os tratamentos Controle, Défice Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico
na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico Recorrente (DHR). AvaliacGes realizadas no primeiro

dia de reidratacdo do segundo experimento (Reid. (1 dia) 2° Experimento) no periodo das 11 h.

Reid. (1 dia) 2° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
E 1.62a+0.40 1.67a+0.30 1.37a+0.33 1.56 a +0.36

gs 98 a +22 101 a +13 76 a+18 91 a=+19

Anet 25ab +4 27 a2 19Db +6 25ab +4

EUA 16 a +3 17 a2 13a+3 16a+1
®ps;;  0.15a+0.01 0.17a+0.01 0.13a+0.03 0.16 a +0.03
gP 0.27a+0.03 0.31a%0.05 0.22a+0.09 0.29 a +0.06
Fv'/Fu' 0.58 a+0.04 0.55a+0.07 0.59a+0.08 0.56a+0.07

D 042a+0.04 045a+0.07 0.40a+0.08 0.44 a+0.07
Ex 0.42a%0.05 0.38a+0.08 0.47a=+0.12 0.40a+0.07

Letras diferentes indicam diferenca entre tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey (P<0.05).
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Tabela suplementar 5: Média (n=5) da eficiéncia do uso da &gua (EUA), “quenching”
fotoquimico (gP) e fracdo do excesso de energia ndo dissipada pelas antenas e ndo utilizadas
fotoquimicamente na condicédo de luz (Ex) de S. bicolor para os tratamentos Controle, Défice
Hidrico na Fase Juvenil (DHFJ), Défice Hidrico na Fase Adulta (DHFA) e Défice Hidrico
Recorrente (DHR). AvaliacBes realizadas no ultimo dia de défice hidrico do primeiro
experimento (DH 1° Experimento) e no Gltimo dia de défice hidrico do segundo experimento

(DH 2° Experimento) no periodo das 11 h.

DH 1° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
EUA 7.38a+0.47 7.13a+1.03 5.38a+3.17 6.93 a+0.59
gP 0.31a£0.10 0.35a+0.09 0.25a+0.09 0.27 a +0.07
Ex 0.38a+0.07 0.34a+0.05 0.27 a+0.08 0.38 a +0.08
DH 2° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
EUA 898a+1.23 873a+1.0 4.60a+6.90 6.69 a+2.97
gP 0.37ax0.08 0.38a+0.07 0.26 a+0.07 0.26 a +0.06

Ex 0.31a+0.05 0.31a+0.06 0.23a+0.07 0.25a+0.07

Letras diferentes indicam diferenca entre tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey (P<0.05).

Tabela suplementar 6: Média (n=5) da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD,
atividade especifica) e da atividade da enzima catalase (CAT, mmol s ug proteina™).
Avaliacdes realizadas no ultimo dia de défice hidrico do segundo experimento (DH 2°
Experimento) e no segundo dia de reidratacdo do segundo experimento (Reid. (2° dia) 2°

Experimento).

DH 2° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
SOD 60azl14 64 a+14 65a 12 50a+13
CAT 0.34a+0.10 0.34a+0.17 0.42a+0.19 0.30a+0.13
Reid. (2 dias) 2° Experimento
Controle DHFJ DHFA DHR
SOD 48atb 56 a +18 64 a +13 50a+10

CAT 0.27a+0.12 0.25a+0.07 0.31a+0.07 0.35a+0.15

Letras diferentes indicam diferenca entre tratamentos pela andalise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Tukey (P<0.05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo a combinacdo de avaliaces fisiologicas, bioquimicas, morfo-anatémicas e
epigenéticas possibilitaram a ampla compreensdo dos padrbes de respostas das plantas aos
eventos recorrentes de seca, bem como dos mecanismos envolvidos na formacdo da impresséo
do estresse. Além disso, é importante ressaltar que tais resultados foram obtidos na espécie S.
bicolor, a qual apresenta comprovada habilidade de tolerancia a seca, o que permitiu avaliar a
real capacidade e duracdo do efeito de impressao do estresse, uma vez que a maioria dos estudos
sobre a impresséo do estresse tem utilizado como modelo plantas sem capacidade de tolerancia

a seca.

Embora este experimento tenha ocorrido em condic¢des de casa de vegetagdo, os resultados
poderdo servir de base em futuros experimentos sobre a impressao do estresse em condicoes de
campo. Além disso, o delineamento experimental utilizado neste estudo abre a possibilidade
para um novo tipo de manejo de mudas de espécies agricolas e nativas. A inducdo do défice
hidrico em plantulas por algumas horas, tal como foi realizado em S. bicolor, poderia resultar
na producdo de mudas comerciais de espécies olericolas, florestais e nativas com a impresséo
do estresse, 0 que por sua vez resultaria na reducdo das perdas agricolas e na reducdo da

mortalidade de mudas nativas em areas de restauracao em situacoes de seca recorrente.
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