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RESUMO

Apesar de serem organismos s€sseis, as plantas movimentam ativamente estruturas vegetativas
e reprodutivas, levando a interagdo com o ambiente ao redor. As plantas mantém comunicagao
com plantas vizinhas, herbivoros e predadores através da emissdo de compostos quimicos
exsudados pela raiz e esses eventos modificam o ambiente ocupado pelos vegetais. Esses
exsudatos podem induzir a alteracao de padroes morfologicos e fisiologicos além da expressao
génica de plantas vizinhas. Utilizamos o metil jasmonato, um regulador vegetal, para
desencadear dois ciclos indutivos em plantas € comunicacao com plantas vizinhas. Durante o
estimulo, analisamos assimilacao liquida de CO; (4), condutancia estomadtica (gs), taxa de
transpiracao (E), eficiéncia do uso da agua (EUA), taxa de transporte de elétrons (ETR),
fluorescéncia maxima (Fm) e basal (Fo), dissipagdo fotoquimica (qP) e rendimento quantico
efetivo do PSII (®psn), além da expressdao do gene SHR, padrao de metilagdo de histonas e
parametros anatdmicos em plantas com aplicagdo e plantas vizinhas. Plantas com aplicacao de
metil jasmonato apresentaram queda nos parametros fisioldgicos horas apds o contato com o
elicitor, porém em segundo contato, tais parametros nao diferiram do controle, indicando
possivel efeito de memoria (imprint). Plantas induzidas pelo metil jasmonato podem ter emitido
sinais as plantas vizinhas, proporcionando maiores taxas de 4, gs, Fm e Fo das plantas vizinhas
em relagdo as induzidas. Portanto a comunicacao entre plantas podem levar a manutencao de
processos fisiologicos em resposta a alteragdes ambientais, antecipando respostas e elevando

as chances de tolerar um evento de estresse futuro.

Palavras-chave: comunicacao entre plantas, desenvolvimento de raiz, epigenética, expressao

génica, Short-Root.



ABSTRACT

Although they are sessile organisms, plants actively move their vegetative and reproductive
structures, leading to interaction with the surrounding environment. Plants maintain
communication with neighboring plants, herbivores and predators through emission of
chemical compounds by root and these events modify the environment occupied by plants.
These exudates may induce changes in morphological and physiological patterns beyond the
gene expression of neighboring plants. We used methyl jasmonate, a plant regulator, to trigger
two inductive cycles in plants and communication with neighboring plants. During the stimulus,
we analyzed COx net assimilation (4), stomatal conductance (gs), transpiration rate (E£), water
use efficiency (WUE), electron transport rate (ETR), maximum fluorescence (Fwm), basal
fluorescence (F0), photochemical dissipation (qP) and quantum yield of PSII (®psn), as well as
SHR gene expression, histone methylation pattern and anatomical parameters in plants with
application and neighboring plants. Plants with methyl jasmonate application showed minor
physiological parameters hours after the elicitor contact, but in the second contact, these
parameters did not differ from the control group, indicating a possible memory effect (imprint).
Plants induced by methyl jasmonate may have emitted signals to neighboring plants, providing
higher rates of 4, gs, F'm and Fo of the neighboring plants in relation to the induced ones.
Therefore the communication between plants can lead to the maintenance of physiological
processes in response to environmental changes, anticipating responses and increasing the

chances of tolerating a future stress event.

Keywords: epigenetic, gene expression, plant signaling, root development, Short-Root.



1. INTRODUCAO

As principais fungdes cognitivas do organismo como fala, memoria, capacidade de
aprendizagem, cogni¢do, entre outros, sao estritamente atribuidos aos seres humanos e animais
superiores. Toda e qualquer tentativa de comparacao de tais atribui¢des cognitivas a insetos,
vegetais e outros organismos, foram e ainda sdo rotuladas como antropomorfismo, uma
tentativa de humanizar o que nao ¢ humano (LYON, 2006). Algo contrario que Charles Darwin
e seu filho, Francis Darwin, escreveram na ultima frase de um de seus ultimos livros publicados:
“Nao ¢ exagero dizer que a ponta da radicula dotada de sensibilidade, e tendo o poder de dirigir
os movimentos das partes adjacentes, atua como o cérebro de um dos animais inferiores; o
cérebro situado na extremidade anterior do corpo, recebendo impressdes dos orgaos dos
sentidos e direcionando a varios movimentos.” (DARWIN; DARWIN, 1880). Obviamente,
plantas ndo possuem nenhum tipo de sistema nervoso sofisticado, nem cérebro, portanto seus
mecanismos para percepcao e coordenagdo devem ser diferentes dos encontrados nos animais
(BALUSKA; GAGLIANO; WITZANY, 2018).

A exemplo de Darwin, recentemente diversos pesquisadores comegaram a estudar os
movimentos e sinalizagdes realizadas pelas plantas afirmando que apesar de serem organismos
sésseis, sdo capazes de movimentarem ativamente 0rgaos € utilizam esses movimentos para
manipular o ambiente bidtico e abidtico ao seu redor (BALUSKA; MANCUSO, 2018).
Corroborando a mesma ideia de que as plantas podem manipular o ambiente ao seu redor,
Karban (2008) admite que as plantas podem se comunicar com plantas vizinhas, com
herbivoros e até com predadores e parasitas de seus herbivoros, com o intuito de ajustar suas
defesas a0 ambiente no qual estdo inseridas.

Segundo Dicke (2003), uma dessas formas de comunicagdo ocorre pela emissdo de
diversos compostos quimicos. Porém, para que ocorra a comunicagao, ¢ necessario que exista
emissor de sinal ou estimulo e respectivo receptor que capte e traduza rapidamente esse sinal
(KARBAN, 2008). Por exemplo, apds contato com agente agressor, a planta ativa mecanismos
de resposta, desencadeando cascata de sinalizacdo interna, indicando situacdo de ataque.
Também pode ocorrer a sinaliza¢ao para o ambiente, liberando compostos quimicos produzidos
por diferentes oOrgdos, ocorrendo geralmente por volatilizagdo na parte aérea e/ou pela
exsudagao radicular (VENTURI; KEEL, 2016).

Alguns cientistas demonstraram que plantas vizinhas captam informagdes emitidas por
plantas estressadas, detectando seu estado fisioldgico alterado através da composicdo de
exsudatos radiculares (ELHAKEEM et al., 2018; JACOB; TOZZI; WILLENBORG, 2017),

acarretando na indugdo de alteracdo nos padrdoes morfoldgicos, fisiologicos e alteragao da



expressao génica (CHEN; DURING; ANTEN, 2012). Jacob et al., (2017) concluiu que uma
das possibilidades ¢ que algumas espécies podem exsudar substancias quimicas, sendo que tais
substancias podem ser toxicas para o desenvolvimento de plantas vizinhas.

Uma substancia quimica com elevado potencial de causar disturbio nas plantas ¢ o metil
jasmonato. Esse composto foi identificado pela primeira vez em 6leo essencial de jasmim e
alecrim (CREELMAN; MULLET, 1997), atuando como regulador vegetal de ocorréncia
natural que, mesmo em baixas concentragdes, pode causar importantes alteracoes fisiologicas,
no crescimento ¢ desenvolvimento da planta (FAGAN et al., 2015). Em resposta a estimulos
ambientais, como herbivoria, algumas plantas podem emitir metil jasmonato (ENGELBERTH
et al., 2004), sinalizando esse ataque as plantas vizinhas. Essas plantas vizinhas podem captar
esse sinal e, em resposta ao metil jasmonato podem ajustar mecanismos de defesa,
desencadeando internamente uma cadeia de acao contra a herbivoria (CHEONG; CHOI, 2003).
Segundo Fagan et al. (2015), apds a aplicagdo exdgena de metil jasmonato, ocorre a regulacao
do crescimento e desenvolvimento do vegetal, especialmente do tecido radicular.

Um dos primeiros 6rgaos vegetais afetados pela acdo de substancias quimicas ¢ a raiz,
sofrendo inibicdo do crescimento e consequentemente afetando o desenvolvimento da planta
como um todo, podendo ocasionar a sua morte (FERREIRA; AQUILA, 2000). Semelhante a
resposta a outros tipos de estresse (frio, calor, seca, alagamento ou salinidade), a planta pode
apresentar alteracdes moleculares e bioquimicas durante a agao do metil jasmonato, limitando
seu desenvolvimento. Portanto, ferramentas moleculares associadas ao mecanismo de agao do
metil jasmonato podem auxiliar no monitoramento ¢ consequentemente fornecer melhor
compreensao sobre o crescimento radicular.

Uma ferramenta molecular essencial no monitoramento do crescimento radicular ¢ a
expressao do gene SHR. Esse gene codifica a proteina SHORT-ROOT (SHR) e juntamente com
o gene SCR (SCARECROW) sao fatores de transcri¢ao da familia GRAS que regulam a divisao
celular durante a embriogénese (HELARIUTTA et al., 2000). Tais genes sdo fundamentais para
a formacdo ¢ desenvolvimento das camadas da endoderme e cortex do tecido radicular
(BENFEY et al., 1993; KOIZUMI et al., 2012). Conforme descrito por Helariutta et al. (2000),
o gene SCR influencia somente na divisao celular, ao contrario do SHR, essencial na divisao e
especificacdo celular (BENFEY et al., 1993).

O gene SHR ¢ de fundamental importancia na divisao celular assimétrica, dando origem
do coértex e endoderme, resultando também na especificacdo endodérmica (HELARIUTTA et
al., 2000). Em experimento realizado em Arabidopisis thaliana, Levesque et al. (2006)
observaram que plantas mutantes, sem expressao do gene SHR, possuiam desorganizacao das

células do centro quiescente, acarretando a perda da atividade das células meristematicas, além
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de apresentarem raizes primarias reduzidas em comprimento, induzindo a formacao de uma
camada unica de tecido fundamental no cortex radicular (BENFEY et al., 1993; SCHERES et
al., 1995). Por outro lado, altos niveis de SHR também pode inibir divisdes celulares,
ocasionando menor crescimento radicular e desenvolvimento lateral das células do tecido
vascular (HAO et al., 2011; KOIZUMI et al., 2012).

Outro efeito de intensos estimulos ambientais ¢ a producao e acumulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), geralmente acompanhada da ativagdao de sistemas celulares de defesa,
como producdao de enzimas antioxidantes (BAIS et al., 2003). Entre os EROs podemos
encontrar o perdxido de hidrogénio (H20>), que atua como o primeiro sinalizador para estimular
a transcricdo da enzima glutationa S-transferase (GS7T) (MARRS, 1996). Essa enzima esta
relacionada a defesa celular, catalisando a conjugag¢do do tripeptideo glutationa, e assim,
desintoxicando a peroxidacgdo lipidica (BHATTACHARIJEE, 2012). A enzima GST também
indica capacidade de repostas a diferentes estresses como, desintoxicagdo contra herbicidas,
ataque de patdgenos e estresse oxidativo (MARRS, 1996).

Segundo Gagliano et al. (2016), plantas sdo capazes de se adaptar a mudangas ambientais,
formando um processo de aprendizagem. Esse processo baseia-se em desenvolver
comportamento de antecipacao, sem a necessidade de aprender “do zero” a cada situagao de
disturbio ambiental. Walter et al. (2013) denominaram esse processo de aprendizagem como
“memoria” do estresse. Logo no inicio de um evento estressante, a planta capta a informacgao
(fase de alarme) e durante todo esse periodo altera os ajustes fisiologicos que podem promover
o efeito de memoéria (KOSOVA et al., 2011). Assim, esses ajustes podem gerar uma memoria,
que pode aperfeicoar respostas fisiologicas para o proximo evento de estresse (CRISP et al.,
2016). Esse processo de memoria nas plantas dificilmente se assemelha com as redes neuronais
e cérebros encontrada nos animais, contudo, neurénios podem nao ser a inica maneira essencial
para o aprendizado (GAGLIANO et al., 2014). O processo de memoria pode estar relacionado
com mudangas da conformagdo da cromatina (MADLUNG; COMAI, 2004), denominadas
mudangas epigenéticas.

Alteragdes epigenéticas sao modificagdes na estrutura da cromatina, sem que haja
alteragdes na sequéncia de nucleotideos (mutagdo), para registrar, sinalizar, ativar ou silenciar
a transcricdo génica (BIRD, 2007; MADLUNG; COMAI, 2004). Em outras palavras, a
expressao do genoma ¢ influenciada pela estrutura da cromatina (ZHU et al., 2008). A
cromatina ¢ formada por nucleossomos, que por sua vez sdo formados por pares de bases de
DNA que se enrolam em proteinas chamadas histonas, as quais contém duas moléculas de cada
histona H2A, H2B, H3 e H4 (VRIET; HENNIG; LALOI, 2015). A acessibilidade da cromatina

a transcri¢dao estd relacionada a modificagdes pos-transducionais dessas histonas, como por



exemplo, a metilagdo do aminoacido lisina na cauda terminal N destas histonas (LIU et al.,
2010; WATERBORG, 2011). Ao afetar a conformacao da cromatina, essas modificacdes nas
histonas podem alterar a interagdo histona-DNA, permitindo ou ndo o acesso de proteinas de
transcrigdo ao DNA, assim ativando ou silenciando um gene (BANNISTER; KOUZARIDES,
2011; LIU et al., 2010; REA et al., 2000).

O padrao da metilacdo da histona estd diretamente relacionado a estimulos ambientais
(CONRATH et al., 2006). Um exemplo ¢ a trimetilacdo da lisina da posi¢do 4 da histona H3
(H3K4me3). Em resposta ao estimulo ambiental, ocorre a H3K4me3, permitindo o acesso de
proteinas de transcri¢ao ao DNA e a rapida ativagao de genes, permitindo respostas fisiologicas
mais rapidas, assim como o aumento da tolerancia durante evento de estimulos recorrentes
(BRUCE et al., 2007; NG et al., 2003; WALTER et al., 2011). Portanto, a metilagao de histonas
pode estar relacionada a respostas de estimulos ambientais, podendo alterar a estabilidade da
comunidade vegetal, diminuindo a mortalidade e aumentando a resiliéncia das plantas.
Contudo, existem poucas pesquisas que abordam alteragcdes epigenéticas induzidas por
estimulos ambientais (VRIET; HENNIG; LALOI, 2015).

Nesse contexto, considerando que a comunicagdo vegetal pode ocorrer através da
sinalizagdo pelo tecido radicular e que a ocorréncia da metilacao de histonas auxilia na possivel
memoria do estresse, temos como hipotese que o metil jasmonato induz a comunicagao
radicular entre plantas, assim como altera padrdes morfo-fisioldgicos, expressdo génica e
metilacao de histona nos genes GST e SHR, favorecendo a tolerdncia em eventos de estresse
futuros. Portanto temos como objetivo: 1) investigar se o metil jasmonato induz a comunicagao
entre plantas; ii) testar se a sinalizagdo recebida pelas plantas vizinhas acarreta alteracdes
morfo-fisiologicas, padrao de metilagdo de histonas e da expressao génica do gene SHR, o que

favoreceria a tolerancia a eventos de estresse recorrente.
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