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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa amplia o entendimento sobre os mecanismos de comunicacdo entre
plantas, abrindo caminho para o desenvolvimento de técnicas e estudos mais precisos
no futuro. Os resultados podem ser aplicados em areas como a agronomia, contribuindo
para um manejo mais eficiente das culturas; na ecologia, ao revelar novos aspectos das
interagOes vegetais no ambiente; e na biotecnologia, ao favorecer o aprimoramento de
estratégias que utilizem a comunicacdo quimica entre plantas como ferramenta para
otimizar o cultivo agricola.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research broadens the understanding of the mechanisms of communication
between plants, paving the way for the development of more precise techniques and
studies in the future. The results can be applied in areas such as agronomy, contributing
to a more efficient management of crops; in ecology, by revealing new aspects of plant
interactions in the environment; and biotechnology, by promoting the improvement of
strategies that use chemical communication between plants as a tool to optimize
agricultural cultivation.
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RESUMO

A transmissdo de informagdes quimicas para as imediacfes confere aos vegetais
vantagens na sobrevivéncia frente as adversidades. Comumente chamada de
comunicacdo vegetal, todos os 6rgaos sao capazes de realizar esse processo, desde as
folhas por meio de compostos volateis como as raizes por exsudados. Os exsudados
moldam a rizosfera, sendo rico em substancias e dentre elas estdo 0s compostos
fendlicos, advindos do metabolismo especializado. A salinidade € um estresse que
atinge diretamente o sistema radicular, alterando seu funcionamento e sua dindmica
com o ambiente circundante. O presente trabalho objetivou compreender como 0s
exsudatos radiculares do grupo dos fenolicos de Zea mays L., em estresse salino e
ausente, afetam a fisiologia e bioquimica de plantas em meio hidrop6nico. O
experimento contou com dois tratamentos doadores: um com plantas cultivadas sob
estresse salino (120 mM de NaCl) e outro sem salinidade. Cada doador teve 50 mL do
seu meio hidroponico coletado e transferido para tratamentos receptores. Os receptores
foram divididos em duas condi¢6es: um recebia a solugéo pura, sem alteragdes, e outro
a solu¢do previamente aquecida a 60°C. O aquecimento objetivou degradar
compostos organicos que nao fossem fenolicos presentes no meio coletado. Analises
de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, enzimaticas (POD e PPO), flavonoides
e fendlicos totais, das raizes e do coletado, foram realizadas. Os resultados
demonstraram que a exsudacao e os fendlicos no tecido foram maiores em tratamentos
que receberam o coletado puro de doadores sem contato com meio salinizado em
relacdo aos em contato com o coletado de doadores sob salinidade. O quenching
fotoquimico foi o Unico parametro fisiologico a diferir e apenas nos tratamentos que
receberam o coletado de doadores sem salinidade, seja 0 aquecido ou o puro. A
atividade enzimatica variou em todos os tratamentos, tanto aqueles em contato o
coletado de doadores em salinidade quanto o proveniente dos ausentes do estressor. Os
flavonoides apresentaram menores concentrages em tratamentos expostos ao
coletado de doadores sem salinidade, em comparacdo aqueles em contato com a
solucdo proveniente de doadores sob estresse salino. Concluimos que plantas expostas
ao coletado puro de individuos cultivados sem salinidade variaram consideravelmente
em comparacdo aqueles em contato com o coletado de meios salinizados. O

aquecimento prévio do coletado também ocasionou diferencas entre os tratamentos,



principalmente naqueles que recebiam o coletado proveniente de plantas sob estresse,
constatando que a comunicagdo vegetal por fendlicos sofre influéncia da salinidade e

aquecimento.

Palavras-chave: compostos fendlicos; sistema radicular; infoquimicos; interacéo

planta-planta; aquecimento.



ABSTRACT

The transmission of chemical information to the immediate environment gives
the plant advantages in survival against adversities. Commonly called plant
communication, all organs are able to carry out this process, since the leaves by means
of compounds volatiles as the roots by exudates. The exudates shape the rhizosphere,
being rich in substances and among them are phenolic compounds, derived from
specialized metabolism. Salinity is a stress that directly affects the root system, altering
its functioning and its dynamics with the surrounding environment. The present study
aimed to understand how root exudates of the phenolic group of Zea mays L., in salt and
absent stress, affect the physiology and biochemistry of plants in hydroponic medium.
The experiment had two donor treatments: one with plants grown under salt stress (120
mM of NaCl) and another without salinity. Each donor had 50 mL of its hydroponic
medium collected and transferred to receiving treatments. The receptors were divided
into two conditions: one received the pure solution, without alterations, and the other
the solution previously heated to 60 °C. The heating aimed to degrade organic
compounds that were not phenolic present in the collected medium. Fluorescence
analysis of chlorophyll a, gas exchange, enzymatic (POD and PPO), flavonoids and total
phenolics, of the roots and collected, were performed. The results showed that exudation
and phenolics in the tissue were higher in treatments that received the pure collection of
donors without contact with salinized medium compared to those in contact with the
collection of donors under salinity. Photochemical quenching was the only physiological
parameter to differ and only in treatments that received the sample from donors without
salinity, either heated or pure. The enzymatic activity varied in all treatments, both those
in contact with the salt donors collected and those from the stressors absent. The
flavonoids showed lower concentrations in treatments exposed to the sample of non-
salinity donors, compared to those in contact with the solution from donors under saline
stress. We concluded that plants exposed to the pure collection of individuals cultivated
without salinity varied considerably in comparison with those in contact with the
collected from salinized media. The previous heating of the collected also caused
differences between treatments, especially in those that received the collected from
plants under stress, noting that the plant communication by phenolics is influenced by

salinity and heating.



Keywords:  phenolic compounds;  root system; infochemicals; plant-plant
interaction; heating.



1. INTRODUCAO

A descoberta de que vegetais sdo capazes de estabelecer complexas formas de
comunicagdo com outros organismos do seu entorno impulsionou extensos estudos
voltados para a compreensdo dos mecanismos metabolicos, fisioldgicos e genéticos
responsaveis (Elhakeem et al., 2018; Yamashita et al., 2021). Transmitir informacdes
beneficia os vegetais em amplos contextos, dentre eles na diferenciacdo de parentes
préximos de competidores em potencial ou em interaces com microrganismos na
rizosfera, variando entre 0s grupos vegetais em relacdo as classes de compostos
quimicos utilizados e as espécies que interagem (Kessler; Kalske, 2018; Takahashi et
al., 2021; Howard et al., 2022). As substancias envolvidas na transmissdo de
informacdes entre emissores e receptores sao referidas comumente como infoquimicos
e liberados por raizes, durante o processo de exsudacdo (Kong et al., 2018; Ninkovic
et al., 2019), e folhas, por volatilizacdo (Landi, 2020; Effah et al., 2022).

Os infoquimicos sdo capazes de induzir mudancas nos vegetais, sejam da
mesma espécie ou diferentes, caso sejam detectados e traduzidos em respostas
fisiolégicas que frequentemente conferem vantagens aos receptores em situacdes de
estresse ou ameagca iminente (Song; Ryu, 2018; Meents; Mithofer, 2020). Esse fato foi
comprovado quando plantas sdo atacadas por herbivoros (Karban et al., 2016; Santos
et al., 2021), sofrem dano mecénico (Meents; Mithofer, 2020; Hagiwara; Shiojiri,
2020) ou simplesmente sdo tocadas (Markovic et al., 2016; 2018), havendo a liberagéo
de compostos volateis organicos (VOCs, no inglés Volatile Organic Compounds) que
possibilitam a aquisicdo de respostas prévias em individuos préximos nao afetados.
Os fitormdnios, como o acido jasmonico (JA) e moléculas derivadas dele, também
estdo envolvidos no desencadeamento de respostas fisiologicas entre plantas por meio
de formas volateis emitidas frequentemente pela parte aérea (Song; Ryu, 2018).
Devido a natureza complexa e muitas vezes instavel da maioria dos compostos
quimicos exsudados ou volatilizados envolvidos na comunicacdo entre vegetais, sua
identificacdo e andalise no contexto de interacdes planta-planta apresenta desafios
consideraveis (Glinwood; Blande, 2016).

Além dos grupos de moléculas organicas previamente mencionados, podemos

citar os compostos fendlicos, formados na rota metabdlica do &cido chiquimico, no
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qual a fenilalanina sofre agdo da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL, no inglés
phenylalanine ammonia liase) e forma &cido cinamico, um precursor de muitos outros
fendlicos (Kumar et al., 2020). Ingressam no ambiente por meio de volatilizag&o,
exsudacao, decomposi¢édo ou lixiviagdo, desempenhando papeis cruciais em processos
ecoldgicos e em contextos agrondmicos, sendo amplamente usados na producéo de
pesticidas naturais (Zhu, 2015; Mushtaq et al., 2020). Por serem liberados
extensivamente pelo sistema radicular, representam um fluxo de carbono da parte
aérea até o solo em formas organicas ativas (Khanam et al., 2022; Heuermann et al.,
2023). Em interacOes entre plantas, sdo constantemente associados a alelopatia,
conhecida como uma interacdo negativa entre vegetais e que provoca inibigcdo de seu
crescimento ou germinacao por afetar seus processos fisioldgicos (Kumar; Deb, 2023).
Por conta disso, a alelopatia se distingue da comunicacdo vegetal que promove
interacGes positivas, ainda que os beneficios imediatos sejam muitas vezes exclusivos
para receptores (Kong et al., 2018). Essa diferenciacao ressalta a complexidade das
interacdes quimicas mediadas por fenolicos, que podem atuar tanto como ferramentas
de defesa quanto como facilitadores de cooperacdo em comunidades vegetais (Gfeller
et al., 2019; Yamawo et al., 2022).

Os fendlicos auxiliam na sobrevivéncia a diversos estressores ambientais
abioticos, como radiacdo UV, variacdo de temperatura, seca e salinidade (Al-Khayri
et al., 2023; Chowdhary et al., 2022; Rodriguez-Calzada et al., 2019). Devido a sua
localizagdo, o sistema radicular é a primeira estrutura impactada em ambientes com
altas concentracdes de sais, resultando em reducéo do crescimento vegetativo ou, em
casos extremos, na morte do vegetal (Hasan et al., 2018; Hu et al., 2022). Essas
reducdes no crescimento estdo, em grande parte, associadas ao fechamento estomatico,
a desregulacdo do fotossistema Il (PSII) causada pelo acimulo de ions transportados
das raizes para as folhas e a dificuldade na absorcdo de agua (Shukry; Bayerly, 2015;
Vineeth et al., 2023; Stefanov et al., 2024). Dentre os mecanismos fisioldgicos usados
para contornar o estresse salino, o aumento dos fenolicos nos tecidos é um dos fatores
verificados em certas espécies e assumem papeis como moléculas antioxidantes ou
osmoprotetores (Islam et al., 2024). O aumento de fendlicos nos tecidos em resposta
a salinidade também tem efeitos sobre a atividade enziméatica de enzimas como a
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) que atuam como moléculas antioxidantes
(Muhammad et al., 2024; Stefanov et al., 2024). O processo de exsudacdo também é
afetado em ambientes salinos devido ao aumento da extrusdo de ions excessivos ou em
tentativas de estabelecer um gradiente osmotico favoravel a absor¢do de agua
(Rahman et al., 2021).

A liberacdo de infoquimicos pode ocorrer tanto na presenca de estressores

11



como na auséncia deles, exibindo plasticidade de acordo com a estrutura da
comunidade e ambiente na qual o vegetal esteja inserido (Gfeller et al., 2019; Effah et
al., 2019). Embora muitos estudos tenham explorado as formas de interacdo entre
vegetais, a maioria concentrou-se na parte aérea das plantas, deixando lacunas
significativas em relagcdo aos processos que ocorrem abaixo do solo (Ninkovic et al.,
2019; Wang et al., 2020). Atualmente é aceito que plantas por meio de compostos
exsudatos conseguem diferenciar parentes proximos de competidores (Satoa et al.,
2018) e exibem certo grau de interagdo com eles na sincronizagdo de seu crescimento
vegetativo e reprodutivo (Wang et al., 2020). As raizes também liberam compostos
volateis e outras moléculas que desempenham funcBes essenciais na rizosfera, no
entanto os compostos fenolicos se destacam como as moléculas mais estaveis devido
a sua estrutura quimica, Ihes conferindo durabilidade mesmo quando a temperatura do
solo varia (Hiremath et al., 2024). No entanto, apesar de evidéncias que mostram que
as moléculas exsudadas podem mediar interacGes entre individuos proximos, ainda
nédo se sabe com precisdo quais grupos de compostos estdo diretamente envolvidos.
Como ja mencionado, os compostos fenolicos sdo um grupo bem presente nos
exsudatos radiculares e atuam fortemente na resposta a estressores, no entanto seu
envolvimento como infoquimico representa uma lacuna consideravel, tanto na
presenca de estressores quanto na auséncia. Os poucos compostos fendlicos noticiados
com fungbes na transmissdo de informacgdes entre individuos séo o indol e 0 metil
salicilato (MeSA), ambos volateis liberados pela parte aérea (Meents; Mithofer, 2020;
Song; Ryu, 2018; Erb et al., 2015). Estudos recentes, tais como os de Yamashita et al.
(2021), com metil jasmonato (MelJA), e Elhakeem et al. (2018), com estresse
mecanico, trazem uma abordagem para a liberacdo de compostos radiculares como
forma de sinalizacdo entre plantas, porém os respectivos trabalhos ndo objetivaram
compostos fendlicos, evidenciando a necessidade de mais pesquisas direcionadas a

esse grupo quimico no contexto de interacdes vegetais no ambiente rizosférico.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Compreender como exsudatos radiculares do grupo dos fendlicos de milho
(Zea mays L., cultivar Hibrido Dss 1001), em estresse salino e ausente, afetam plantas
em contato com seu meio hidropdnico. Acreditamos que plantas em contato com o

meio hidropénico de individuos em estresse salino exibirdo diferencas significativas
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nos parametros fisioldgicos, enziméticos e bioquimicos em relacdo aos individuos

apenas em contato com o meio de plantas ausentes de estressor.

2.2 Objetivo especifico

Comparar alteracbes sofridas pelos vegetais em contato com 0 meio
hidropdnico de plantas em estresse salino em relagéo a aqueles em contato com meios
de plantas ausentes do estressor. Os parametros abaixos serdo levados em consideracéo
para aferir se houve diferencas a depender da fonte que cada material teve contato:

A) Mudangas na producgdo de compostos fendlicos e sua liberagdo no meio

hidrop6nico por meio de anlises bioquimicas;

B) Alteragdes fisiologicas na fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas;

C) Alta atividade enzimética de enzimas relacionadas com 0s compostos

fendlicos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie vegetal

Pertencendo a familia das Poaceae/Gramineas, o milho € uma espécie
amplamente utilizada pela sociedade como grao para alimentacdo humana, racao para
gado e aves, produtos de panificacdo e fornece matérias-primas importantes para as
agroindustrias (Mushtaq et al., 2020). Considerada uma glicofita com metabolismo
C4, a espécie ndo possui tolerancia a altas quantidades salinas presentes no solo,
rapidamente apresentando queda nos processos fotossintéticos e reduzindo seu
crescimento (Hasan et al., 2018; Pandolfi et al., 2016). Com sistema radicular
fasciculado e capaz de estabelecer associa¢cdes micorrizicas com microorganismos da
rizosfera, a espécie consegue sobreviver a amplas adversidades ambientais (Yang et
al., 2020; Abedinzadeh et al., 2019; Gao; Jonathan, 2016).

A variedade utilizada neste estudo foi obtida pela fornecedora Agranda
Sementes e é caracterizada por ciclo precoce, florescimento dentro de 65 dias, com
porte de até 2.35cm. Os grdos sdo do tipo dentado/duro, com sua cor sendo um

amarelo/alaranjado e utilizado com a finalidade de grao, silagem ou milho-verde.

3.2 Localizagéo e procedimentos
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O experimento foi realizado em uma casa de vegetacao do tipo Pad-fan sob luz
natural localizada no Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica da Universidade
Estadual de S& Paulo (UNESP), na cidade de Botucatu, Brasil. A Radiacdo
Fotossinteticamente Ativa (PAR, no inglés Photosynthetically Active Radiation) do
ambiente foi por volta de 800 a 900 pmol m-2 s-1, com temperatura variando entre 25°C
e 38°C em dias comuns. A casa de vegetacao é equipada com um sistema préprio de
aeracdo que foi utilizado na oxigenagdo do meio de crescimento hidropdnico dos
vegetais. As sementes foram germinadas em vermiculita e suas plantulas, com até trés
folhas totalmente expandidas, transferidas posteriormente para potes de 750ml
contendo a solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950), também referida
como solucédo de crescimento, a 25% de forca idnica até sua aclimatagdo, que durou
cerca de quatro dias.

Para evitar o surgimento de deficiéncias devido ao tempo do experimento e seu
rapido crescimento, as plantas foram mantidas em solucdo nutritiva a 100% de forca
ibnica até o final do periodo de coleta de dados. O pH do meio foi mantido entre 5.7 e
6.4 e a condutividade elétrica (EC, no inglés Electrical Conductivity) em 3,4 mS cm™,
com medicao feita com um phmetro de bolso (Akso). A condutividade elétrica do meio
hidrop6nico salino foi o Unico diferente dos demais tratamentos por conta da alta
quantidade de sais na solucdo. O meio de crescimento hidropdnico era coletado a cada
5 dias e ap0s isso 0 meio de crescimento era completamente trocado por uma nova
solugdo de Hoagland, com os potes devidamente lavados antes da insercdo da nova
solugdo. Um total de 6 coletas do meio de crescimento de cada tratamento foi feito,

totalizando 30 dias de experimentacao de fevereiro de 2024 até margo do mesmo ano.

3. 3 Desenho experimental

Para o experimento de comunicacao vegetal, dois tratamentos foram a fonte do
meio hidropdnico transferido para os demais, sendo eles o controle (ausentes de
salinidade) e as plantas em meio salino (Figura 1). Desses tratamentos, 50ml do meio
que cresciam era coletado e transferido para tratamentos nomeados Plantas Receptivas
(PR), que recebiam o coletado sem alteracdes, e para o tratamento Plantas Receptivas
Alteras (PRA), que tinham contato com o coletado previamente aquecido a 60°C por
30 minutos. O aquecimento da solucdo coletada objetivou degradar outras moléculas
organicas além dos fendlicos presentes na amostra antes da distribuicdo para 0s
respectivos tratamentos, salientando que apds o aquecimento foi aguardado o
resfriamento natural antes da transferéncia. Dependendo de qual tratamento recebeu

0s 50ml do coletado, seja a que veio do controle (C) ou das plantas em salinidade (PS),
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foi adicionado as letras C e S na frente de sua sigla para determinar a fonte da solucéo
que tiveram contato. A quantidade de sal utilizada foi de 120 mM NaCl, valor
estipulado com base nos experimentos de estresse salino de Shukry e Bayerly (2015)
para que os individuos ndo morressem até o final do periodo experimental. Foram 6

tratamentos com 6 individuos em cada, totalizando 36 plantas.

Plantas em Controle (C)
salinidade (PS)

¥

-
g
A
v

Solugdo bruta Solugdo aquecida Solugdo bruta Solugdo aquecida
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Figura 1 - Delineamento experimental da espécie Zea mays L. em experimentos de salinidade e controle.

3. 4 Andlise do teor total de fenolicos

As amostras de solucdo coletadas em 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias foram secas a
38°C em estufa durante trés dias e apds esse periodo o material restante no fundo dos
beckers foi raspado com espatulas e armazenado. O material radicular foi macerado
com nitrogénio liquido e armazenado em freezers a -80°C. Para a analise de fendlicos
totais foram pesados 300mg de material radicular e 50mg do material advindo das
solugdes, com ambos extraidos com 5ml de metanol a 80% apenas uma vez e feitos
em triplicata. O material com o extrator foi levado para banho ultrassénico por 20
minutos e centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos, com o sobrenadante coletado
posteriormente. Foram usados 0.5ml do reagente de Folin-Ciocalteau, 0.5ml de dgua
destilada, 0.5ml do sobrenadante do material vegetal extraido e 2.5ml de carbonato de
sodio (Na,COs3). O material ficou no escuro durante 1 hora e a subsequente leitura das

amostras foi realizada na faixa de absorbancia de 725 nm no espectrofotémetro, com



todos os procedimentos acima sendo baseados em Singleton et al. (1999).

3.5 Analise do teor total de flavonoides

Para a andlise de flavonoides totais foram pesados 300mg de material radicular
e extraidos em 5ml de metanol acidificado apenas uma vez. O material foi
homogeneizado em banho ultrassénico por 30 minutos, logo ap6s sendo acrescentado
1mL de Cloreto de Aluminio (AI**) a 5% e deixado no escuro. A centrifugagio ocorreu
em 6000 rpm durante 20 minutos em centrifuga refrigerada a 5°C e feitos em triplicata.
A leitura ocorreu na faixa de absorbancia de 425 nm no espectrofotdometro, com todos
0s procedimentos acima sendo baseados em Awad et al., (2000).

3.6 Atividade enzimatica da peroxidase (POD - EC 1.11.1.7)

Amostras de raizes foram coletadas em 5, 20 e 30 dias de experimentacao,
sendo moidas em nitrogénio liquido e logo apds pesado 400mg. O pesado foi colocado
em tubos de ensaio de plastico contendo 8ml de tampéo fosfato de potassio (pH 6,7 a
0,2M) e centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. Durante o andamento da reacao,
foram usados 0.4mL de amostra, 0.5mL da solucdo A (Peréxido de hidrogénio (H.Oz)
a 30% e Tampéao) e 0.5mL da solucdo B (Fenol e Aminoantipirina) em triplicatas. Os
tubos de ensaio contendo a reacdo foram levados para banho-maria a 30°C durante 5
minutos e a reacdo foi parada logo depois colocando os tubos em meio liquido a 90°C.
A posterior leitura foi realizada na faixa de absorbancia de 505nm em
espectrofotébmetro, com todos os procedimentos acima sendo baseados em Lima et al.,
(1999).

3.7 Atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO - EC 1.10.3.1)

Amostras de raizes foram coletadas em 5, 20 e 30 dias de experimentacéo,
sendo moidas em nitrogénio liquido e logo apds pesado 400mg. O pesado foi colocado
em tubos de ensaio de plastico contendo 8 ml de tampéo fosfato de potassio (pH 6,7
a 0,2M) e levado para centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos. Durante o andamento
da reacdo, foram usados 0.3mL de amostra e 1.85mL de catecol a 0,1M e feitos em
triplicata. Os tubos de ensaio contendo a reacdo foram levados para banho-maria a
30°C durante 30 minutos e a reacdo foi parada colocando os tubos em meio liquido a
90°C. A posterior leitura foi realizada na faixa de absorbancia de 395 nm em
espectrofotbmetro, com todos os procedimentos acima sendo baseados em Kar e
Mishra (1976).
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3.8 Analises fisioldgicas

A fluorescéncia da clorofila a foi medida usando um Infra Red Gas Analyser
(IRGA- 6400), obtendo a maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), quenching
fotoquimico (gP), quenching néo fotoquimico (NPQ), fluorescéncia méaxima adaptada
ao escuro (Fm) e fluorescéncia minima adaptada ao escuro (Fo) (Murchie; Lawson,
2013; Maxwell; Johnson, 2000). As trocas gasosas, especificamente a assimilagéo
liquida de CO2 (A, umol CO2 m=2s71), transpiragdo (E, mmol m=2s-1), Eficiéncia
intrinseca do uso da agua (WUEI, umol CO2 umol H20) e condutancia estomatica (gs,

mmol m-2s-1), também foram obtidas com os dados do IRGA.

A coleta dos dados foi feita no tempo de 5, 20 e 30 dias, com cada tratamento
tendo 4 individuos e durante a coleta de dados foram escolhidos aleatoriamente.
Dentre os 4 individuos coletados, os valores discrepantes foram retirados para manter
a padronizacdo dos dados. O horario das coletas iniciava as 9h da manha e encerrava

as 11:30, nunca estendendo além dessa faixa de tempo.

4. ANALISES ESTATISTICA

Todos os dados foram testados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis e
seguido pelo teste Pds-hoc de Dunn para comparacGes multiplas globais entre os
grupos, com os valores de p ajustados pelo método de correcdo de Holm-Bonferroni,
a fim de controlar o erro do Tipo | (Falso Negativo). O Teste t de Student foi aplicado
para comparacgdes par a par entre os tratamentos, com o objetivo de verificar diferencas
significativas entre aqueles expostos a solucdo pura (sem alteracdo) e a solugédo
aquecida provenientes de diferentes doadores. Para garantir que os resultados nao
fossem influenciados diretamente pelos efeitos do estresse salino, o tratamento PS
(plantas cultivadas diretamente sob salinidade) ndo foi incluido nas analises
comparativas gerais entre os demais tratamentos. Isso porque o foco do estudo é
avaliar os efeitos causados pelo contato com o meio hidropdnico de plantas sob
salinidade para determinar se houve compartilhamento de informacdes quimicas, e ndo
0 impacto direto da salinidade no proprio tratamento. Assim, o tratamento PS foi
utilizado apenas na Analise de Componentes Principais (PCA) e no Teste t, com 0
objetivo de servir como referéncia para os efeitos fisioldgicos tipicos da salinidade.
Em todas as analises os tratamentos foram assumidos como variaveis categoricas
explicativas (Fatores), enquanto as demais incluidas como variaveis resposta

(dependentes). Todos os graficos e analises estatisticas ocorreram no software R (R
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Core Team, 2024).

5. RESULTADOS

5.1 Analise de componentes principais entre variaveis fisioldgicas e bioquimicas

Os componentes principais (Dim1 e Dim2) explicaram, respectivamente, 31% e
21,6% da variancia total, totalizando 52,6% da varia¢ao nos dados (Figura 2). O Dim1
conteve principalmente parametros fisioldgicos, como assimilacgdo de CO2,
transpiracdo (E), condutancia estomética (gs) e dentre outros. Com excegdo do
controle e do tratamento em salinidade (PS) que apresentaram distribuicdo ao longo

das dimens@es da PCA, grande parte dos tratamentos se agruparam na Dim1.

Fv_Fm

Fendis_tecido

2" POD

I
I |
-2 0 2

Dim1 (31%)

Figura 2 - Gréafico PCA de variaveis fisioldgicas e bioguimicas relacionando todos os tratamentos. (Quenching fotoquimico, qP;
Quenching n&o-fotoquimico, NPQ; Transpiracdo, E; Conduténcia estomética, Gs; Peroxidase, POD; Polifenoloxidase, PPO;
Eficiéncia intrinseca do uso da agua, WUEI; Eficiéncia maxima do PSII, Fv_Fm; Plantas receptivas, PR; Plantas receptivas

alteradas, PRA; Controle, C)
5.2 Teor total de fendlicos exsudados no meio hidropdnico

O conteudo total de fendlicos no meio nutritivo exibiu diferenca significativa
apenas nos tratamentos que tiveram contato com o material coletado de plantas ausentes
de sal (Figura 3). O tratamento que teve contato com o coletado puro das ausentes (PR-
C) diferiu do C ap06s 10 (chi-squared = 5.77; p = 0.05) e 15 dias (chi-squared = 5.79; p =
0.04). Depois de 20 dias (chi-squared = 6.32; p = 0.04), 25 dias (chi-squared = 7.20; p =
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0.02) e 30 dias (chi-squared = 6.85; p = 0.03) os tratamentos PR-C e PRA-C,

correspondente ao tratamento que teve contato com a coletado que foi previamente

aquecido advindo das ausentes, apresentaram diferencas entre si.
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Figura 3 - Conteudo total de fendlicos presente no meio de crescimento hidropdnico (Hoagland) dos tratamentos em cada
experimento no periodo de 30 dias (n = 3). Letras iguais indicam tratamentos sem diferencas significativas (P > 0.05),
enquanto tratamentos com letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0.05) de acordo com o teste pés-hoc de
Dunn. (Plantas receptivas, PR; Plantas receptivas alteradas, PRA; Controle, C)

5.3 Teor total de fendélicos no tecido radicular

A quantidade de fenolicos no tecido variou em todos os tratamentos e em todos
0s tempos avaliados independente se o tratamento teve contato com o coletado de
plantas em salinidade ou do ausente do fator estressor (Figura 4). Em plantas que
tiveram contato com o coletado daquelas em salinidade, o tratamento PRA-S teve
diferencas com o controle aos 5 dias (chi-squared = 5.79; p = 0.04), logo depois foi
PR-S que variou dos demais aos 20 dias (chi-squared = 5.60; p = 0.04) e ap6s 30 dias
0 mesmo tratamento diferiu somente do PRA-S (chi-squared = 6.87; p = 0.03).
Diferencgas entre os tratamentos que tiveram contato com o coletado das ausentes do
estressor também ocorreram, sendo no tempo de 5 dias entre os tratamentos C e PRA-
C (chi-squared = 7.20; p = 0.02), em 20 dias entre C e PR-C (chi-squared = 6.54; p =
0.03) e no altimo dia entre PRA-C e PR-C (chi-squared = 7.20; p = 0.02).
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Figura 4 - Conteldo total de fenolicos presentes no tecido radicular dos individuos em cada experimento durante o tempo
de 5, 20 e 30 dias (n = 3). Letras iguais indicam tratamentos sem diferencas significativas (P > 0.05), enquanto tratamentos
com letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0.05) de acordo com o teste pos-hoc de Dunn. (Plantas
receptivas, PR; Plantas receptivas alteradas, PRA; Controle, C)

5.4 Flavonoides totais no tecido radicular

A quantidade de flavonoides no tecido radicular variou em todos os
tratamentos, porém apenas no tempo de 5 e 20 dias, independente se o tratamento teve
contato com a solucdo salina ou a ausente (Figura 5). Nas plantas em contato com o
coletado proveniente de doadores sob salinidade, o tratamento PR-S teve diferencas
entre 0 PRA-S no periodo de 5 dias (chi-squared = 5.35; p = 0.04) e em 20 dias a
variacdo foi entre PR-S e C (chi-squared = 5.40; p = 0.04). Diferencas entre 0s
tratamentos que tiveram contato com a solugdo ausente de sal também ocorreram,
sendo em 5 dias entre os tratamentos C e PR-C (chi-squared = 4.95; p =0.03) e em 20
dias entre PRA-C e PR-C (chi-squared = 6.50; p = 0.03).
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Figura 5 - Conteldo total de flavonoides presentes nas raizes dos individuos em cada experimento durante o tempo de 5,
20 e 30 dias (n = 3). Letras iguais indicam tratamentos sem diferencas significativas (P > 0.05), enquanto tratamentos com
letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0.05) de acordo com o teste pés-hoc de Dunn. (Plantas receptivas,
PR; Plantas receptivas alteradas, PRA; Controle, C)

5.5 Atividade enzimatica da POD e PPO nas raizes

As atividades enzimaticas em todos os tratamentos apresentaram variacdo ao
longo do periodo experimental (Figura 6). Os tratamentos que tiveram contato com a
coletado vindo de plantas em salinidade demonstraram variacdo na atividade da POD
em 5 dias (chi-squared = 17.53; p < 0.01), o tratamento PRA-S diferiu dos demais ap6s
20 dias (chi-squared = 10.84; p < 0.01) e 30 dias (chi-squared = 9.09; p = 0.01). Em
relacdo a PPO, ainda no mesmo grupo de tratamentos, o controle variou do PRA-S
apos 5 dias (chi-squared = 6.44; p = 0.03), 0 PR-S variou dos demais apés 20 dias (chi-
squared = 13.63; p < 0.01) e 0 PRA-S do PR-S ap06s 30 dias (chi-squared = 7.52; p =
0.02).

Observando os tratamentos que tiveram contato com o coletado oriundo de
plantas ausentes do estressor, notamos que a atividade da POD nas raizes apos 5 dias
variou apenas no PRA-C (chi-squared = 12.78; p < 0.01), apds 20 dias variou entre
todos os tratamentos (chi-squared = 20.40; p < 0.01) e apds 30 dias apenas entre 0s
outros grupos com o controle (chi-squared = 8.78; p = 0.01). Na atividade da PPO
nesses mesmos grupos, houve apenas variacao apos 5 dias entre 0 PRA-C e 0s demais
(chi- squared = 6.81; p = 0.03) e apds 30 dias entre o C e os restantes (chi-squared =
13.61; p < 0.01).
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Figura 6 - Atividade enzimatica da peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO) nas raizes dos individuos em cada
experimento durante o tempo de 5, 20 e 30 dias (n = 3). Letras iguais indicam tratamentos sem diferencas significativas (P

> 0.05), enquanto tratamentos com letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0.05) de acordo com o teste pos-
hoc de Dunn. (Plantas receptivas, PR; Plantas receptivas alteradas, PRA; Controle, C)

5.6 Fluorescéncia da clorofila a

Apenas o0s tratamentos que tiveram contato com o coletado de plantas ausentes
de salinidade apresentaram diferencas nos parametros fotossintéticos, sendo o Unico
que diferiu entre os grupos o quenching fotoquimico (Figura 7). A variacdo nesse
parametro ocorreu apenas no primeiro contato, apos 5 dias os tratamentos diferiram

do controle (chi-squared = 6.50; p = 0.03).
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Figura 7 - Variacdo do quenching fotoquimico nos tratamentos durante o tempo de 5, 20 e 30 dias de
experimentacdo (n = 4). Letras iguais indicam tratamentos sem diferencas significativas (P > 0.05), enquanto
tratamentos com letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0.05) de acordo com o teste pds-hoc de
Dunn. (Plantas receptivas, PR; Plantas receptivas alteradas, PRA; Controle, C)

5.7 Relagéo entre tratamentos em contato com meios hidroponicos distintos

Nas analises par a par com teste t, todos os tratamentos demonstraram diferencas
em certos parametros entre si, principalmente em relacdo a atividade enzimatica
(Tabela 1). O controle e as plantas em salinidade (PS) exibiram variacdo na
transpiracdo e no gquenching ndo-fotoquimico no tempo de 20 dias. As plantas que
receberam o coletado puro advindo das ausentes do estressor (PR-C) e as outras que
receberam das PS tiveram mudancas na sua assimilacao de carbono e transpiracao no
tempo de 20 e 30 dias, respectivamente. Os tratamentos PRA-C e PRA-S divergiram
em todos os parametros mostrados na tabela, com a maioria sendo no tempo de 5 dias
e somente a assimilacdo de carbono no periodo de 20 dias.

Em relacdo a atividade enzimética da POD, o controle e as plantas em
salinidade tiveram diferencas no periodo de 5, 20 e 30 dias. Os tratamentos que tiveram
contato com o coletado puro de seus vizinhos (PR-C e PR-S) exibiram diferengas na
atividade da POD durante o tempo de 5, 20 e 30 dias. Diferindo dos anteriores, 0s
tratamentos PRA-C e PRA-S apenas diferiram entre si no tempo de 5 dias. A atividade
enzimética da PPO entre o controle e PS teve diferencas significativas apenas no
periodo de 20 e 30 dias. Analogo ao ocorrido entre os tratamentos anteriores, PR-
C e PR-S também divergiram somente no periodo de 20 e 30 dias. Por fim, os
tratamentos PRA-C e PRA-S tiveram mudangas em todo o periodo de 5, 20 e 30 dias.
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Controle X PS PR-C XPR-S PRA-C X PRA-S
Parametros 5 dias 20 dias 30 dias 5 dias 20 dias 30 dias 5 dias 20 dias 30 dias
A 0.28 0.38 0.31 0.22 0.04* 0.45 0.48 0.01* 0.07
E 0.12 0.04* 0.27 0.06 0.12 0.04* 0.04* 0.21 0.58
qP 0.26 0.92 0.06 0.08 0.09 0.41 < 0.01* 0.90 0.95
NPQ 0.35 0.05* 0.28 0.28 0.82 0.96 0.02* 0.21 0.18
PPO 0.08 <0.01* <0.01* 0.78 <0.01* < 0.01* 0.02* 0.02* <0.01*
POD <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* 0.11 0.08

Tabela 1 - Anélise par a par entre os tratamentos que receberam solucGes de fontes diferentes. “*” representam os tratamentos com diferengas
estatisticas significativas, enquanto o simbolo “<” indica que foram valores muito pequenos e foram simplificados para “< 0.01 . Os valores
de p exibidos na tabela sdo aqueles correspondentes ao fornecido pelo teste t. (Assimilagdo de carbono, A; Quenching fotoquimico, gP;
Quenching nao-fotoquimico, NPQ; Transpiragdo, E; Peroxidase, POD; Polifenoloxidase, PPO; Plantas receptivas, PR; Plantas receptivas
alteradas, PRA)

6. DISCUSSAO

O sistema radicular € um oOrgdo sensivel a alteragdes no ambiente,
especialmente as mudangas quimicas induzidas por outras plantas (Howard et al.,
2022). O tratamento PR-C, referente ao que recebeu o coletado puro ausente de sal,
apresentou alteracdes na exsudacéo e quantidade de fendlicos em seu tecido radicular
durante o tempo de exposicdo. Em contraste, o grupo PRA-C em contato com o
coletado ausente de sal e previamente aquecido, ndo demonstrou alteracdes
significativas nos exsudatos em relacdo aos demais tratamentos, poréem os fendlicos
no tecido radicular diferem tanto do controle quanto do PR-C. Como todas as
moléculas organicas, os fenolicos possuem faixas de temperatura que possibilitam seu
funcionamento e apesar da temperatura de 60°C ndo ser suficiente para a completa
eliminacdo de certos grupos, outros podem ter sua quantidade reduzida (Castro et al.,
2017). O estudo de Biedrzycki et al. (2010) com hidroponia demonstrou que plantas
expostas a um meio previamente ocupado por outra planta livre de estressores
apresentaram alteracdes no funcionamento do seu sistema radicular. Contudo, essas
mudancas ndo ocorreram quando o meio de crescimento da planta anterior foi tratado
com um inibidor de exsudacao. Esses resultados destacam o papel dos infoquimicos
liberados por raizes saudaveis no ambiente rizosférico, 0s quais podem ser acessados
por outras plantas e modular seu comportamento. As variacdes nos exsudatos fendlicos
e na concentracdo de fenolicos no tecido foram mais evidentes no tratamento PR-C
em comparacgdo ao tratamento PRA-C devido as alteragdes nos compostos fendlicos
do meio coletado ap6s o processo de aquecimento.

A salinidade afeta primeiramente o sistema radicular, induzindo a planta a



realizar ajustes fisioldgicos para conseguir captar agua e nutrientes do solo (Hasan et
al., 2018). Esses ajustes fisiologicos estimulam a producdo de substancias diferentes
daquelas encontradas nos tecidos ou liberadas no ambiente em condi¢des normais,
mudando a dindmica da rizosfera e dos organismos préximos (Hiremath et al., 2024).
Nos tratamentos expostos ao coletado oriundo do meio salinizado, ndo foram
observadas alteracdes nos fendlicos exsudados, embora houve mudancas na
concentragdo no tecido radicular. O tratamento PRA-S, exposto ao coletado
anteriormente aquecido e proveniente de plantas sob salinidade, demonstrou
consideravel variacéo nos fendlicos em seu tecido radicular em relagdo ao controle e ao
PR-S. Conforme mencionado, plantas sob estresse salino ajustam o funcionamento de
seu sistema radicular, resultando em alteragdes no perfil de compostos exsudados e dos
presentes no tecido. Esse mecanismo explica as mudancas observadas neste trabalho
no tratamento PRA-S, que mesmo apds o aquecimento do material coletado e seu
posterior contato, teve alteracbes mais evidentes daquelas apresentadas pelo
tratamento PR-S.

O contato com a coletado de plantas sem o estressor, tanto no tratamento que
recebia puro quanto aquecido, diminuiu a quantidade de flavonoides no tecido
radicular no intervalo de 5 a 20 dias, principalmente do tratamento PR-C no primeiro
contato e do PRA-C no decorrer do tempo. As plantas em contato com o coletado
oriundo do meio em salinidade também exibiram padrbes semelhantes, todavia o
tratamento PR-S aumentou a quantidade de flavonoides aos 20 dias. Sabe- se
atualmente que os flavonoides além de funcdes defensivas como filtrados UV,
repelentes de herbivoros e contra danos oxidativos, sdo também de extrema
importancia na comunicagdo com microrganismos e sua sincronizagdo com as
necessidades do vegetal (Nascimento; Tattini, 2022). Por conta de suas funcdes com
a microbiota da rizosfera, é cogitado que os flavonoides sejam as principais moléculas
dentre os fendlicos que plantas vizinhas tenham contato e que utilizem como fonte de
informacdo a respeito do estado fisioldgico das demais do seu entorno (Kessler;
Kalske, 2018). Com base nos resultados, 0 aumento de flavonoides no tratamento PR-
S pode refletir um mecanismo adaptativo que foi desencadeado pela percepcdo de
sinais quimicos provenientes das plantas previamente expostas a salinidade. O
ocorrido pode ser interpretado como uma preparacdo fisioldgica preventiva, com a
planta ajustando seu metabolismo em antecipacdo a dificuldades similares.

Dentre os efeitos especificos de cada agente estressor nos vegetais, 0 aumento
de espécies reativas de oxigénio acontece rotineiramente como resultado do desbalango
fisiolégico da planta (Vineeth et al.,, 2023). Neste estudo, os tratamentos

demonstraram alteragdes na atividade da POD e PPO, enzimas que atuam na limpeza
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de espécies reativas em excesso, durante todo o periodo experimental. Apesar de todos
os tratamentos apresentarem alteragdes em suas enzimas antioxidantes, a atividade da
POD e PPO nos individuos que tiveram contato com o coletado de plantas sem
salinidade exibiram padrdes muito similares. Em contraste, os tratamentos que tiveram
contato com o coletado de plantas em salinidade apresentaram variacdo mais
acentuada da atividade da POD e PPO entre si, principalmente o tratamento PRA-S. E
amplamente conhecido que o estresse salino contribui significativamente para o
aumento da atividade de diversos grupos de enzimas antioxidantes, bem como de
enzimas envolvidas na sintese de compostos fendlicos, que também desempenham
papéis na eliminacdo de EROs (Muhammad et al., 2024). Ambos os tratamentos
apresentaram aumento dos fendlicos em seus tecidos radiculares e, no caso daqueles
em contato com o coletado de plantas ausentes de sal, ocorreu também aumento na
exsudacdo e que pode ter levado ao aumento de EROs, pois a sintese de fendlicos gera
subprodutos oxidativos, culminando em maior atividade das enzimas antioxidante.

Existem situacfes onde fenolicos podem ser absorvidas pelas folhas, no caso
dos volateis, quanto pelas raizes, sendo posteriormente transportados para a parte
aérea, onde podem causar distarbios, incluindo alteragdes nos quenchings (Meets;
Mithdéfer, 2020; Effah et al., 2019). No presente estudo, os Unicos tratamentos afetados
foram aqueles expostos ao coletado advindo de plantas ausentes de sal, os quais
apresentaram alteragdes no quenching fotoquimico somente ap6s cinco dias do
primeiro contato. O quenching fotoquimico, relacionado a perda de energia luminosa
na forma de fluorescéncia, € intensificado em resposta a0 aumento sistémico de
espécies reativas de oxigénio no organismo vegetal (Han et al., 2021). No trabalho de
Kong et al. (2018), € levantada a possibilidade da existéncia de compostos que podem
atuar especificamente na comunicacao entre plantas e que, a depender da espécie, sao
0 primeiro passo no reconhecimento e desencadeamento de respostas inibitorias
(alelopatia). Em interacdes alelopaticas, os quenchings sdo uma ferramenta bastante
utilizada para determinar se a planta de fato sofreu danos ao interagir com outra. As
alteracdes nos dois tratamentos PR-C e PRA-C em relacéo ao controle demonstra que
os fendlicos atingiram a parte aérea e ocasionou perturbacdes no quenching
fotoquimico, todavia esse acontecimento ndo € estritamente associado a uma interacao
negativa ou inibitoria, mas como um ajuste metabdlico inicial ao primeiro contato com
outros vegetais.

Nas andlises par a par com teste t, ficou claro os efeitos negativos da salinidade
no tratamento PS em relacéo ao controle, visto que a transpiragéo e o quenching nédo-
fotoquimico possuiram diferengas. Esses efeitos sdo comumente observados em

plantas expostas a ambientes salinos e estdo associados, principalmente, a acdo dos
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fons sddio (Na+) (Islam et al., 2024). O Na+ transportado até as folhas pode desregular
a abertura estomatica ao competir com os ions calcio (Ca2+), além de dificultar o
movimento de agua nos espacos celulares, como as cadmaras subestomaticas (Hu et al.,
2022). Por outro lado, os ions cloro (Cl-) afetam diretamente processos fisioldgicos,
particularmente a fotossintese, devido a sua tendéncia de se acumular nos tilacoides e
limitar o crescimento vegetal (Vineeth etal., 2023; Christoph-Martin et al., 2018). Os
outros tratamentos comparados par a par também exibiram diferencas entre si,
com destaque para os tratamentos PRA-C e PRA-S que diferiram em todos o0s
pardmetros listados na tabela 1, reafirmando o quanto o0 aquecimento produz
diferencas significativas nas moléculas orgénicas presentes no material coletado.

De acordo com os trabalhos de Effah et al. (2019), Ninkovic et al. (2019) e
Hagiwara et al. (2021), a comunicagdo entre plantas é frequentemente associada a uma
curta distancia entre o emissor e o receptor, particularmente no caso de compostos
organicos volateis (VOCs). No presente estudo, observou-se que, desde o primeiro
contato até o Gltimo dia de experimentacdo, as plantas apresentaram alteragdes nas
variaveis analisadas. Esses dados sugerem que a dinamica de interacdo entre plantas
via exsudatos radiculares ocorre de forma rapida, possivelmente em funcéo de dois
fatores: (1) a maior concentracdo dos exsudados fendlicos no meio hidroponico
coletado, uma vez que esses compostos ndo se dispersam tdo facilmente quanto os
VOCs e possuem maior durabilidade no ambiente; e (2) a elevada sensibilidade das
raizes, que permite que mesmo pequenas quantidades de fenolicos sejam suficientes
para desencadear respostas no organismo vegetal. Adicionalmente, é valido ressaltar
que os tratamentos que receberam solugbes previamente aquecidas apresentaram
efeitos menos pronunciados em comparagéo aos tratamentos expostos ao coletado puro
em determinados parametros. Esse comportamento levanta a hipdtese de que certos
fenolicos presentes no meio de crescimento coletado podem ter sido sensiveis a

temperaturas de 60° e tiveram sua atuagdo comprometida.

7. CONCLUSAO

Concluimos que plantas que receberam o material coletado de plantas ausentes
de salinidade apresentaram maiores alteracbes em comparagdo com as que receberam
0s meios salinizados, demonstrando que o0s processos de comunicagdo vegetal
promovidos por fenodlicos sdo alterados em meio salino e quando aquecidos.
Reforcamos o papel dos fendlicos na interacdo planta-planta e destacamos sua
complexidade nas interagGes quimicas que acontecem a todo momento na rizosfera,

incentivando estudos futuros nesse campo.
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