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“After sleeping through a hundred million centuries
we have finally opened our eyes on a sumptuous planet,
sparkling with colour, bountiful with life. Within decades we
must close our eyes again. Isn’t it a noble, an enlightened
way of spending our brief time in the sun, to work at
understanding the universe and how we have come to wake
up in it? This is how I answer when | am asked —as | am
surprisingly often — why I bother to get up in the mornings.”

-Richard Dawkins, in “The Greatest Show on Earth”.
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LISTA DE ABREVIACOES

ERO: espécies reativas de oxigénio

ClI: grupo controle individual

CC: grupo comunicado claro

CE: grupo comunicado escuro

EXPC: grupo experimental claro

EXPE: grupo experimental escuro

CO:z: dioxido de carbono

IRGA: analisador de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a por radiagao
infravermelha

E: taxa de transpiracédo

gs: condutancia estomética

A: taxa de assimilacdo liquida de CO2

Ci: concentracdo interna de carbono

EUA: eficiéncia do uso da dgua

ETR: taxa de transporte de elétrons

qP: dissipacao fotoquimica

@PSII: rendimento quantico do fotossistema Il

NPQ: dissipacdo ndo-fotoquimica

B.O.D.: biochemical oxygen demand, estufa incubadora de sementes

dH20: 4gua destilada

puS/cm: microsiemens por centimetro, medida de condutancia elétrica

Fv/Fm: eficiéncia quantica fotoquimica méaxima do fotossistema Il

FRAP: Ferric Reduction Ability of Plasma (Habilidade Plasmatica de Reducéo
Férrica). Método de afericdo de atividade antioxidante.

ABTS: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico). Método de afericdo de
atividade antioxidante.

MDA: Malondialdeido. Método de quantificacdo de danos a membrana plasmatica.
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil. Método de aferi¢do de atividade antioxidante.
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Evidéncias de Comunicacdo Radicular Intraespecifica em Condicdes de Défice Luminoso

Resumo — Plantas séo organismos sésseis e processos cognitivos tais como aprendizado, memoria
e tomada de decisdes sdo essenciais para que suportem estimulos ambientais estressantes, sendo
criticos para sua sobrevivéncia e sucesso reprodutivo. O conhecimento atual sobre senciéncia,
memoria e aprendizado em plantas sugere que estas sdo dotadas de um nivel de cognicéo que lhes
possibilita emitir, receber e processar informacfes acerca do ambiente, ajustando-se conforme
necessario, em face a (ou em antecipacéo a) condicBes adversas. O presente estudo visou obter
evidéncias da comunicacdo radicular e sua contribuicdo para atenuar o défice luminoso de
individuos adjacentes, entre plantas de Pisum sativum L. O experimento consistiu em comunicar
as raizes de pares de P. sativum em solucdo nutritiva, submetendo uma das plantas do par a défice
luminoso, garantindo a outra planta luz abundante. Prognosticamos que a planta sob défice
luminoso seria capaz de comunicar sua condi¢cdo estressante a sua companheira (por meio de
espécies reativas de oxigénio resultantes do défice luminoso, exsudados via sistema radicular), o
que elicitaria resposta fisiologica, resultando na exsudacdo de compostos organicos que propiciem
a sobrevivéncia da planta estressada. Os dados das variaveis fisioldgicas relativos a capacidade,
estabilidade e eficiéncia fotossintética (condutancia estomatica, concentracdo interna de carbono,
assimilacdo liquida de carbono, fluorescéncia da clorofila a, dissipacdo fotoquimica e néo-
fotoquimica, além de atividade antioxidante) das plantas comunicadas em condicdo de sombra
foram comparados aos dos grupos controle. Desta maneira, foi possivel estabelecer correlagdes
entre danos decorrentes do défice luminoso, exsudacgdo de espécies reativas de oxigénio, e melhor
performance de plantas comunicadas, resultando em chance de sobrevivéncia aumentada, quando
em comparacdo com plantas isoladas ou comunicadas com outro individuo sem acesso a luz. Estes
achados permitem inferir o estabelecimento de comunicacéo planta-planta pelo sistema radicular,

resultando em maior capacidade de resistir ao estresse oxidativo causado pelo défice luminoso.

Palavras-chave: comunicacdo em plantas; défice luminoso; estresse oxidativo; exsudatos

radiculares; Pisum sativum
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Evidences of Intraspecific Communication Through the Root System Under Light Deficit
Conditions

Abstract — Plants are sessile organisms, and cognitive processes such as learning, memory and
decision-making are essential for them to withstand stressful environmental stimuli, and are
critical for their survival and reproductive success. Current knowledge about sentience, memory
and learning in plants suggests that they are endowed with a level of cognition that enables them
to emit, receive and process information about their environment, adjusting as necessary when
faced with (or in anticipation of) adverse conditions. The present study aimed to obtain evidence
of radicular communication and its contribution to alleviate the oxidative damage caused by light
deficit in adjacent individuals of Pisum sativum L. The experiment consisted in communicating
the roots of pairs of P. sativum in nutritive solution, submitting one of the plants of the pair to
luminous deficit, ensuring access to light to the other plant of the pair. We predicted the plant
under light deficit would be able to communicate its stress to its companion (through reactive
oxygen species resulting from light deficit, exuded via the root system), which would elicit a
physiological response, resulting in the exudation of organic compounds that propitiate the
survival of the stressed plant. Data related to the physiological parameters related to the
photosynthetic ability, stability, and efficiency (stomatic conductance, internal carbon
concentration, net carbon assimilation, chlorophyll fluorescence, photochemical and non-
photochemical quenching, as well as antioxidant activity) of communicated plants under luminous
deficit have been compared to those of the control groups. This allowed to establish correlations
between damage due to oxidative stress caused by light deficit, exudation of reactive oxygen
species, and better performance in communicated plants, resulting in increased chance of survival,
when compared with isolated plants or plants communicated with another individual without
access to light. These findings suggest the triggering of plant-plant communication through the
root system, which resulted in enhanced capacity of resisting to the oxidative stress caused by light
deficit.

Keywords: plant communication; light deficit; oxidative stress; root exudates; Pisum sativum.
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INTRODUCAO

Plantas sdo organismos sésseis e, devido a isso, processos cognitivos tais como
aprendizado, memoria e tomada de decisdes sdo essenciais para permitir-lhes suportar diversos
estimulos ambientais, sendo criticos para sua sobrevivéncia e sucesso reprodutivo (BALUSKA;
WITZANY, 2018). Consoante 0s estresses abioticos experimentados, as plantas sdo capazes de
desencadear processos de sintese de proteinas, enzimas e reguladores quimicos, cuja acao resulta
em ajustes morfoldgicos e/ou anatbmicos (ZHU, 2016) que as guarnecem de mecanismos que Ihes
permitam aclimatar-se e tolerar as mudancgas ambientais e 0s estresses acarretados.

Estes mecanismos tomam, muitas vezes, a forma de ajustes morfofisioldgicos que
conferem aos vegetais maior fitness adaptativo. A estes ajustes, chamamos de maneira abrangente,
plasticidade fenotipica. Esta, por sua vez, esta assentada em modificacdes de origem epigenética,
bem como na modulacdo e controle epistatico da expressdao génica (VIA et al., 1995).
Frequentemente, as respostas aos estimulos ambientais tomam a forma de comportamentos
motores, através dos quais — a despeito de sua sessilidade — as plantas movem ativamente seus
Orgaos, e utilizam-se destes movimentos para a manipulacéo ativa de seu ambiente, tanto abiotico
como bidtico (BALUSKA, 2018). Estes comportamentos estdo diretamente vinculados ao
aprendizado e a memdria das plantas, uma vez que as plantas sdo capazes de comparar estimulos
ambientais (tanto bi6ticos como abidticos) com memorias de eventos anteriores (CALVO, 2017,
MICHMIZOS, 2018; WITZANY, 2018; DEMONGEOT, 2019).

O conhecimento mais recente sob o escopo da senciéncia, memdria e aprendizado de
plantas, afirma que as plantas sdo dotadas de um nivel de cognicdo tal, que seria possivel
condicionar-lhes o comportamento, em um anadlogo dos experimentos de condicionamento
classico do fisiologista russo Ivan Pavlov em etologia animal (1897). De acordo com Gagliano et

al. (2016), é possivel o aprendizado associativo e o condicionamento comportamental, utilizando-

10
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se de estimulos condicionantes para influenciar o fototropismo em plantas de Pisum sativum. Os
autores concluiram que plantas sdo capazes de aprendizado por associagdo, uma vez que
associaram a presenca de um estimulo neutro (ventiladores) a chegada iminente de um recurso
limitante (luz). Desta forma, apresenta-se com clareza a nocao de que plantas sdo seres sencientes,
capazes de manipular por volicdo propria seu ambiente, através de acdes munidas de proposito,
baseadas na avaliacdo das condi¢cdes ambientais, e por meio de comparacdes com suas memarias
e aprendizado prévio (GAGLIANO, 2018). A medida da influéncia de estimulos ambientais —
tanto bidticos como abidticos — o comportamento, a morfologia e respostas fisioldgicas é
vastamente documentada na literatura, seja pela mera presenca de individuos da mesma espécie
nas proximidades, seja pela introducdo de estimulos mecanicos (ELHAKEEM et al., 2018).
Vegetais apresentam nivel de senciéncia tal que, a partir de sua interacdo com o ambiente e
segundo as informacdes coletadas, podem passar a alterar processos e comportamentos de modo a
garantir sua sobrevivéncia (JACOB et al., 2017). S80 capazes ndo apenas de “manipulagdo” fisica
do ambiente (por meio de 6rgaos, como gavinhas), como também quimica, através da exsudacao
de compostos através de seu sistema radicular, a fim de alterar as caracteristicas do substrato
(ANGERS, 1998; MARSCHNER, 2008; WEN, 2022)

Uma vez estabelecida a senciéncia em plantas, levanta-se a indagacdo acerca de sua
capacidade de comunicacdo. Esta pode ser considerada um comportamento que prové informacoes
de um emissor a um receptor, de maneira a provocar respostas neste ultimo (KARBAN, 2015).

Farmer et al. (1990), determinaram que uma forma de comunicacgdo interplantas ocorre
através da dispersdo de metil jasmonato pelas folhas de Artemisia tridentata, afetando a
acumulacdo de inibidores de proteinase em plantas de tomate, demonstrando comunicacao vegetal
interespecifica, e atuando na ativagdo da expressdo de genes envolvidos na resposta defensiva a
herbivoria. Da mesma maneira, hé evidéncias de comunicagdo planta-planta através da introdugéo

do Metil-Jasmonato, desencadeando a alteracdo de padrdes fisiologicos (OLIVEIRA, 2019). Em

11



[gaaaver AVA
AVAVAY

® F’E unesp™

i UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
i

JULIO DE MESQUITA FILHO” o
[ ] Pos-graduacao

N "
Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” B
Instituto de Biociéncias Instituto de Biociéncias UNESP —IBB - Campus de Botucatu Ota n I ca

de Botucatu - Unesp

Unesp - Botucatu

2018, Caparrotta et al. corroboraram que plantas sdo capazes de comunicar a outras o fato de
estarem passando por condi¢des estressantes, e que as receptoras captam e interpretam estes sinais,
adaptando-se fisiologicamente para a iminéncia daquelas condicdes, preparando-se para quando
venham a concretizar-se. A este processo de preparacdo, chamamos priming. Em experimentos
com plantas de Vicia faba, um grupo de plantas (emissoras) foi submetido a altos niveis de
salinidade. O grupo de plantas receptoras demonstrou estar melhor preparado para resistir as
condi¢cdes menos que ideais causadas pela introducdo do estressante, por ter captado compostos
organicos volatilizados emitidos pelas plantas estressadas adjacentes (CAPARROTTA et al.,
2018). A comunicacdo planta-planta via exsudatos radiculares pode, além disso, afetar de maneira
profunda a maneira como o vegetal interage com o ambiente, mediando a detec¢do e o
comportamento das raizes, propiciando o reconhecimento de parentesco com individuos préximos,
desencadeando a alteracdo da alocacdo de biomassa, ou mesmo antecipando ou retardando a
floracdo (JACOB et al., 2017; WANG, 2020).

Enquanto organismos fotossintetizantes, as plantas dependem substancialmente de acesso
a luz para seu crescimento e desenvolvimento (FANKHAUSER, 1997). Portanto, a introducdo de
estimulos negativos como a reducdo do acesso a luminosidade devera desencadear respostas
fisioldgicas nos vegetais em questdo, tal como o fechamento estomatico, e ocasionara danos nos
centros de reacdo do fotossistema Il (KIM, 1993), que em conjunto acarretardo a reducdo da
eficiéncia fotossintética, baixo crescimento e produtividade, acimulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, eventualmente, a morte do vegetal (TRIPATHY, 2012; PASCUAL, 2017;
HASANUZZAMAN, 2020).

Sendo estes mecanismos sabidamente desencadeados pela sintese e movimentacéao de ions,
fotoassimilados e hormdnios vegetais entre organelas, células e tecidos no interior da planta, é
plausivel inferir que parte destes compostos terminem sendo exsudados para a solugdo nutritiva

através das células do sistema radicular, sendo disponibilizados para absor¢do ou ligacao a sitios

12
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especificos na membrana plasmatica de células radiculares de plantas adjacentes (VENTURI,
2016). Este expediente permitiria a planta receptora ter acesso as informacdes emitidas pela planta
estressada. Da mesma forma, células e tecidos da planta receptora deverdo reagir aos compostos
absorvidos, desencadeando a sintese de outros compostos que se deslocardo por seus tecidos,
podendo ser, também, liberados na solucdo nutritiva, podendo ser absorvidos pela planta
estressada (DICKE, 2001).

A luz destes achados, depreendemos que uma comunicacao efetiva entre duas plantas, seja
intra ou interespecifica, podera ocorrer, e ndo apenas em um sentido (do emissor para o receptor),
mas sim em ambos os sentidos, como num didlogo (do emissor para o receptor e de volta ao
emissor inicial). Isto permitird que uma planta emissora comunique sua situacdo de estresse,
propiciando a sintese e emissao de compostos organicos por parte do receptor (FALIK, 2011). Por
sua vez, 0 emissor inicial apresentara respostas induzindo processos fisiologicos fotoprotetivos,
como a sintese e ativacdo de enzimas cuja acdo proteja contra danos ocasionados por estresse
oxidativo resultante do défice luminoso (SHARMA, 2012) .

Assim, a planta receptora teria condi¢cdes de exsudar através de seu sistema radicular
compostos organicos (como carboidratos, enzimas e horménios vegetais) que poderao ser captados
pelas plantas estressadas, em cujos organismos estes atuardo na resisténcia ao estresse oxidativo e
a privacdo de energia devidos a incapacidade de sintetizar seus préprios fotoassimilados (ZHU,
2017). Esta transferéncia de moléculas poderd ser detectada através da medigdo de suas
concentragdes no substrato ou em solugdo nutritiva (SIMARD, 1997; TESTE et al., 2009,
COPPOLA, 2017). Desta maneira, plantas submetidas a escassez luminosa serdo capazes de
comunicar seu estresse a plantas proximas e estas, por sua vez, emitirdo compostos organicos na
solucdo nutritiva, auxiliando na manutencdo da planta em défice luminoso. Isto desencadeara

respostas fisiologicas nas plantas receptoras, que se utilizardo dos fotoassimilados disponibilizados

13
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para suprir a demanda energética e manutencdo da homeostase, ajustando-se a pouca luz

disponivel (SIMPRAGA, 2016; NOROUZITALLAB, 2018).

Hipotese

A comunicacdo planta-planta via sistema radicular (e a contribuicdo desta para a resposta
ao estresse oxidativo em plantas submetidas a défice luminoso) aumentara a probabilidade de

sobrevivéncia destas.

Justificativa

A investigacdo de plantas submetidas a défice luminoso e suas respostas aos estimulos
ambientais experienciados servira como ferramenta para a compreensdo dos mecanismos que
permitem a comunicacdo, aprendizado e memoria em plantas. Estabelecer a relacdo entre
estimulos ambientais ou oriundos de plantas adjacentes, e as subsequentes respostas fisiologicas
ampliard o conhecimento atual acerca da cognicdo, aprendizado, memaoria e comunicacdo em
plantas, associando de maneira interdisciplinar e abrangente trés aspectos do organismo que, em
geral, sdo analisados por separado: a morfologia, a fisiologia e as relacbes ecoldgicas, numa
abordagem global dos fendmenos observados. Por se tratar de tema relativamente recente e
moderadamente exiguo em literatura, as hipoteses aqui levantadas, 0s experimentos propostos e
seus respectivos resultados, visam aportar sua contribuicdo & compreensdo destes comportamentos

e de suas origens, posto que ainda foram completamente elucidados.

14
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Os objetivos do presente estudo sao:

1. Avaliar a comunicacgéo entre plantas a partir do estresse luminoso. Para tanto,
comparamos 0s parametros fisiologicos de plantas de Pisum sativum L., tanto
em condigOes Otimas de crescimento, como submetidas a défice luminoso;

2. Determinar se plantas submetidas a défice luminoso em contato radicular com
plantas com acesso a luz apresentam melhor performance em parametros
fisioldgicos, tais como captacédo e absor¢do de CO2, rendimento fotossintético,
ativacdo dos mecanismos de fotoprotecdo, além de capacidade de resposta a
estresse oxidativo, em comparacdo com plantas simplesmente submetidas a
défice luminoso sem comunicacgdo com plantas com acesso a luz;

3. Comparar os parametros fisioldgicos dos grupos, visando avaliar a medida da
influéncia do estimulo estressante e da comunicagdo sobre a resposta ao estresse

oxidativo.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo do modelo experimental

As plantas escolhidas como objeto do presente estudo foram as ervilhas, variedade de
vagem torta e flor roxa (Pisum sativum L. var. Saccharum). Esta espécie foi escolhida devido a
rapidez de sua germinacao e crescimento, seu curto ciclo de vida, e por ja ter sido empregado em
experimentos de aprendizagem e condicionamento comportamental com sucesso (GAGLIANO,
2018). Trata-se de planta herbacea anual ou perene (segundo sua variedade), pertencente a familia
Fabaceae, de metabolismo C3. Originaria do Oeste Asiatico e Mediterraneo, é tradicionalmente

cultivada ha milénios em climas frios a temperados devido a sua grande resisténcia ao estresse
15
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hidrico. E atualmente a quarta maior safra (em toneladas) do planeta, sendo seu maior produtor a
Republica Popular da China (PAVEK, 2012; SMYKAL, 2016; HOLDSWORTH et al, 2017;
ZHAO, 2020). Sua sensibilidade a variacbes de temperatura e irradiacdo luminosa também a
tornam o objeto ideal para o experimento proposto (OLLE, 2017).

Os experimentos foram montados segundo o delineamento Inteiramente Casualizado (ou
Planejamento Completamente Aleatorizado), uma vez que é considerado ideal para condi¢des de
total homogeneidade, como é o caso de experimentos conduzidos em condi¢des controladas.
Foram conduzidos no Departamento de Bioestatistica, Biologia Vegetal, Parasitologia e Zoologia
do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, tanto no Laboratério de Ecofisiologia, como
em casa vegetativa de climatizacdo Pad-Fan. As condi¢cdes ambientais da casa de vegetacdo foram
controladas e mantidas constantes: temperatura entre 23°C a 25°C, luminosidade 1000 pmol/m?s
(densidade de fluxo fotdnico fotossinteticamente ativo — DFFF), e umidade relativa do ar entre
50% a 75%.

De modo a propiciar a ocorréncia de comunicacdo interplantas, os individuos foram
divididos em cinco grupos, correspondentes aos cinco tratamentos a que foram submetidas:

e Grupo Controle Individual (Cl), composto de plantas individuais com acesso a luz;

e Grupo Comunicado Escuro (CE), composto de plantas com raizes comunicadas,
sem acesso a luz;

e Grupo Comunicado Claro (CC), formado por plantas com raizes comunicadas, com
acesso a luz;

e Grupo Experimental Escuro (EXPE), composto de plantas submetidas a défice
luminoso, cujas raizes se encontraram inseridas no mesmo recipiente e solucao
nutritiva que suas contrapartes com acesso a luz;

e Grupo Experimental Claro (EXPC), composto de plantas com acesso irrestrito a
luz, cujas raizes estardo em comunicagdo com as plantas do EXPE.

16
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Apds a conducdo de quatro experimentos piloto, nos quais a germinacéao, desenvolvimento
e crescimento esperados do objeto foram observadas, passamos a montagem do experimento
desenvolvido para os propositos do presente estudo. As sementes foram obtidas junto a
fornecedora comercial Isla Sementes, sendo desprovidas de qualquer tratamento quimico prévio.
Apds observacao do comportamento da Pisum sativum, foram colocadas 80 (oitenta) sementes de
P. sativum nas condicdes descritas anteriormente, em rolos de papel filtro embebidos em dH.O
contendo oito sementes cada. Ao cabo de apenas trés dias ja se observavam os primeiros sinais de
germinacdo (i.e.: emissdo da radicula). Atingida a marca dos sete dias, observou-se taxa de
germinacdo de 100%, embora em estagios diferentes. A maioria das sementes (80%) germinou até
os trés dias, enquanto as demais o fizeram entre o quinto e o sétimo dia. Para a montagem do
experimento, plantas jovens de no minimo de 7 cm de comprimento foram selecionadas para que
cada planta individual permanecesse ereta de maneira independente, e com suas raizes em contato
com a solucdo nutritiva. Catorze dias ap0s a germinacao, as plantas foram transferidas para a casa
de vegetacdo, aleatorizadas para cada tratamento (KIM, 2014), e alocadas nos seus respectivos
recipientes, a saber: cinco plantas destinadas ao grupo CI, 10 plantas destinadas ao grupo CC, 10
plantas destinadas ao grupo CE, cinco plantas destinadas ao grupo EXPC, e outras cinco ao grupo

EXPE, totalizando 35 (trinta e cinco) individuos (n=35).

Para o substrato, a solugédo nutritiva selecionada foi a de Hoagland, segundo o protocolo
modificado do original de Hoagland e Arnon (1950), por Munns (2017), o que facilitaria a
prospeccdo de eventuais exsudatos. Os recipientes escolhidos foram plasticos retangulares com
tampa, medindo 11 cm (c) x 7 cm (I) x 10 cm (p), com volume total de 550 ml. As tampas, foram
afixados um ou dois (segundo o grupo) netpots (Fig. 1): pequenos cestos vazados medindo 6 cm
de altura, 5 cm de diametro superior, que se afunilam em direcdo a base, de 3,7 cm de diametro.
As tampas também adicionamos um pequeno orificio para permitir a passagem das canulas do

aerador, de modo a oxigenar e impedir a estagnacao da solucao nutritiva.
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Fig. 1: Netpots afixados a tampa do recipiente.

As plantas dos grupos Experimental Escuro e Experimental Claro foram alocadas aos pares,
uma planta de cada tratamento por recipiente formando um complexo experimental, possibilitando
a comunicagdo radicular. Os individuos tiveram suas raizes introduzidas em dH2O e, durante um
periodo de 30 dias, foram mantidos sem a introducdo dos tratamentos ou de solucdo nutritiva,
permitindo sua aclimatacdo ao ambiente. Durante o experimento, evidenciamos a sensibilidade
das plantas de P. sativum ao excesso de concentracdo de solutos em estagios iniciais de seu
desenvolvimento. Assim, foi necesséria a introducdo paulatina da solucdo nutritiva, aumentando-
se gradativamente sua condutividade, partindo dos 0 uS/cm (dH20), até atingir os 450-470 uS/cm

(solucdo nutritiva de Hoagland, forca idnica de ~25%).

A cada grupo coube um tratamento, conforme descrito anteriormente. Assim, a cada um
destes foi necessario acrescentar limitadores de luminosidade. Nos grupos Controle Individual e

Comunicado Claro, ndo houve acréscimos (Fig. 2). O grupo Comunicado Escuro foi envolvido
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por uma caixa de papeldo revestida de papel aluminio, medindo 50 cm de altura a medir da tampa
do recipiente, de modo a permitir que as plantas crescessem em seu interior (Fig.3). Os grupos
Experimental Claro e Experimental Escuro, apesar de compartilharem o mesmo recipiente e a
mesma solucdo nutritiva, foram submetidos a tratamentos de luminosidade distintos: as plantas do
grupo Experimental Escuro foram inseridas em tubo PVC marrom opaco de 50 cm de altura a
medir a partir da tampa do recipiente, restringindo o individuo a crescer dentro deste (Fig.4). Tanto
a caixa do grupo Comunicado Escuro, como o tubo do grupo Experimental Escuro foram
encimados por uma camada de tela de sombreamento (taxa de sombreamento 90%), para impedir
envolvendo toda a base do recipiente, uma vez que ndo sdo totalmente opacos. a entrada de luz
pela abertura superior e, ainda assim, permitir trocas gasosas. Os grupos Comunicado Escuro e

Experimental Escuro também receberam uma camada de papel aluminio

Fig. 2: Grupos IC e CC (recipientes azuis e rosa), sem adi¢des de limitacdo luminosa.
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Fig. 4: Pares de individuos do complexo experimental. Individuo do EXPC (crescendo livremente), e EXPE

(inseridos em tubos).
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Durante o decorrer do experimento, foram coletados dados relacionados aos parametros de
trocas gasosas, fotoprotecdo, eficiéncia fotossintética e fluorescéncia da clorofila a de todos os
individuos, empregando-se para tal o IRGA, equipamento de sistema aberto de fotossintese com
analisador de CO: e vapor d’agua por radiagao infra-vermelha, com fluorémetro acoplado, com
pulso de luz actinica de 4500pumol m2s? (Infrared Gas Analyser, modelo GSF-3000, Array/PAM-
Fluorometer 3055-FL, Walz, Alemanha), a intervalos determinados (Fig. 5), entre os dias 8 e 24

de Abril de 2022.

Medicao 2 Medicio 3 Medi¢do4 Medicao 5

Semeadura Intro Casa
. 18 de 20 de ffbfﬁ i‘bdﬁ
" . I
23 de Fevereiro Tl Abril Abril .
@
Germinacao Intro
Coleta
Tratamentos ¢ D .
. estrutiva
2 de Medicao 1
Fevereiro - 2
de Marco . .
8 de Abril 24 de Abril

Fig. 5: Cronologia do experimento, da semeadura a coleta destrutiva, contendo as datas de avaliacdo dos tratamentos.

Apbs a introducdo dos tratamentos descritos anteriormente, um periodo de aclimatacédo de
5 dias foi estabelecido e os intervalos entre as medicdes fixado em dois dias. Devido a condig0es
meteoroldgicas desfavoréaveis ao funcionamento do IRGA, o intervalo entre a primeira medigado
(dia 0) e a segunda (dia 10) foi prolongado para dez dias ao todo. A cada medigéo, selecionamos
ao acaso quatro individuos por grupo, e nestes conduzimos as medi¢des em duas folhas maduras
e visivelmente saudaveis, e com area minima do limbo foliar de 8cmz2. Estas dimensdes foram
selecionadas devido a ser esta a medida minima necessaria para cobrir completamente o campo de

testes do equipamento utilizado. Desta maneira, quatro repeticdes por grupo foram utilizadas,
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sendo coletados tanto os dados relativos a fluorescéncia da clorofila a, como aqueles relativos as
trocas gasosas, em cada uma das repeticbes. Em preparacdo para a coleta dos dados de
fluorescéncia, as folhas selecionadas foram previamente envolvidas em papel aluminio, e assim
mantidas por 30 minutos antes da realizacdo das medi¢fes. Nos grupos que ja se encontravam

submetidos ao défice luminoso, este processo ndo se fez necessario.

Apos o término da afericdo das variaveis de trocas gasosas e fotossintese, procedemos a
coleta dos tecidos dos individuos, tendo sido separados segundo seus tratamentos, e divididos em
folhas, raizes e caules. Cada uma das partes dos individuos foi acondicionada em tubos de fundo
conico e imediatamente congeladas empregando nitrogénio liquido, sendo posteriormente

conservados em freezer a -20°C.

Dentre os dados relacionados as relacdes hidricas e trocas gasosas obtivemos a condutancia
estomatica (gs, mmol m2 s?), concentracdo interna de carbono (Ci, umol mol?), taxas de
assimilacdo de CO2 (A, pmol m? s?) e transpiracdo (E, mmol vapor d’agua m? s). Para a
fluorescéncia da clorofila a, realizamos as medigdes de eficiéncia quéntica fotoquimica maxima
do fotossistema Il (Fv/Fm), taxa de transporte de elétrons (ETR), dissipacdo fotoquimica
(quenching fotoquimico — gP) e ndo-fotoquimica (quenching nao-fotoquimico — NPQ), a partir

das quais foi possivel calcular o rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (@PSII).

Os tecidos foram submetidos a anélises bioquimicas para a deteccdo e quantificacdo dos
componentes principais da atividade antioxidante, atraves dos métodos de deteccéo de fendis totais
(SINGLETON, 1965), flavonoides totais (AWAD, 2000), ABTS (RE, 1999), MDA (HEATH,

1968), FRAP (BENZIE, 1996) e DPPH (BRAND-WILLIAMS, 1995).

Os dados obtidos da analise de trocas gasosas e de parametros de fluorescéncia e
fotossintese foram submetidos a analise estatistica, sendo submetido inicialmente a teste de

normalidade dos dados através de Anderson-Darling, e posterior verificacdo da homocedasticidade
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(homogeneidade das variancias), através do teste Hartley. Os dados foram entdo submetidos a
analise de variancia, com niveis de significancia de 5% de probabilidade de erro. Quando
significativas, as médias foram submetidas ao teste Tukey a 5% de probabilidade de erro, tendo
sido empregado o0s programas estatisticos R (versao 4.1.2), e RStudio (versdo 2021.09.2 Build 382)
como ambiente grafico. Os graficos foram produzidos utilizando o programa SigmaPlot (versao
14.0). A analise da correlacdo de Pearson foi realizada utilizando o Software R (R Development
Core Team). Ja os dados aferidos durante as analises bioquimicas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando
SISVAR versédo 5.4 (Lavras, MG, Brasil). As analises de componentes principais (PCA) e anélise
de cluster aglomerativa hierarquica (CAH) foram realizadas através do software XLSTAT (versao

2017; Addinsoft, France).

Os resultados foram analisados de maneira a inferir relagdes entre comunicagao radicular
e sobrevivéncia, partindo da premissa de que plantas sob estresse luminoso, com acesso radicular
a plantas sob condic¢des 6timas, apresentardo melhor performance que plantas submetidas a défice
luminoso, sem comunicacéo radicular com individuos com acesso a luz. Os resultados esperados

segundo cada um dos tratamentos s&o resumidos em linhas gerais abaixo:

EXPC Experimental Claro — Um individuo com acesso a luz, inserido no mesmo recipiente
de um individuo do grupo EXPE, formando o complexo experimental. Performance
em todas as variaveis idéntica a do controle individual. Possivelmente apresente
melhor performance em algumas varidveis devido a comunicagdo com outro

individuo. Neste caso, pode apresentar resultados comparaveis as plantas do CC.

EXPE Experimental Escuro - Um individuo sem acesso a luz, inserido no mesmo recipiente
de um individuo do grupo EXPC, formando o complexo experimental. Performance
pior em comparacdo com o controle individual. No entanto, devido & comunicacéo
com individuo com acesso a luz, deve apresentar melhores resultados do que plantas
em défice luminoso sem comunicagdo com individuos com acesso a luz, como aquelas
do grupo CE. Deve apresentar sobrevida prolongada e alguma capacidade de lidar com

0 estresse oxidativo causado pelo défice luminoso.
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Cl Controle Individual — Um individuo isolado com acesso a luz. Em se tratando de

plantas crescendo em condic¢Bes normais, deve ser usado como o pardmetro contra o

qual todos os demais tratamentos devem ser comparados.

CC Comunicado Claro — Dois individuos comunicados entre si, com acesso a luz. Devem
apresentar resultados similares aos do Cl, ou melhores que estes, uma vez que a
comunicacdo com outro individuo propicia a cooperacao.

CE Comunicado Escuro — Dois individuos comunicados entre si, em défice luminoso. Nao
foram realizadas analises bioguimicas porque todos os individuos do tratamento
morreram entre a primeira e a segunda coleta de dados com o IRGA.

Vem sendo utilizado como parametro contra o qual se comparam os resultados obtidos

nas analises dos individuos do EXPE, uma vez que exibiram comportamento esperado

de plantas sob défice luminoso severo.

RESULTADOS
Trocas Gasosas

A condutancia estomatica (gs, fig. 5, A) e a taxa de transpiracdo (E, fig. 5, B) observadas
no grupo CE sao reduzidas, de maneira condizente com o esperado de vegetais submetidos ao
défice luminoso. Nos grupos Cl e CC, observou-se condutancia estomatica em constante elevacao
e posterior queda (devida, provavelmente, a elevacdo da umidade relativa do ar na casa de
vegetacdo), com pequena variacdo entre os grupos. O tratamento CE apresentou imediata queda
em direcdo a nulidade, ndo apenas nestes parametros, mas também em todos os demais, uma vez

que todos os individuos deste grupo morreram no nono dia do experimento.

24



AVA
AVAVAY

unesp™®

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
J0LIO DE MESQUITA FILHO”

LLLLL 'l

Pos-graduagao

Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” B Ot é n i c a

instatodo Biciéncis Instituto de Biociéncias UNESP —I1BB - Campus de Botucatu Unesp - Botucatu
—e— [CC| aC aBC aA | aAB | aA —e— |CC| aB aB aA | aAB | aAB
—@— |CE|abA | bB | aB | bB | cB —o— |[CE|abA | bB | ¢B | B | B
—¥— || abB | aAB cA | aAB | bB —%— | Cl | abC | aBC aA | aAB | bC
exrel abB aA aA aA | bB e exec| abC | aBC aA |abAB| bBC
el bB aA bAB | cAB | abA uxel| bB aA bAB | bAB [abAB
120 74y 307 @)
100 - 25
(-:l(l]
80 1 g 2.0 -
0 =
=
60 - SER
g o
z g
o,
E 404 5 1.0
% =
20 - E 05+
0 - e o o M 0.0 4 o—o—o
0 10 12 14 16 0 10 12 14 16
TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)

Fig. 5: A) Condutancia estomatica (gs), e B) transpiracdo (E). Teste Tukey, 95%, p<0,05.

No tratamento EXPE, apesar da elevacéo inicial (acompanhando os resultados observados nos
demais grupos), observamos acentuada queda em ambos estes parametros, em comparagdo com
outros tratamentos. Apesar de ndo haver retornado nunca aos patamares dos grupos controle, 0s
individuos do EXPE foram capazes de estabelecer um nivel minimo de funcionalidade, sobretudo
se contrastados com os individuos do CE, que morreram. Coerentemente, 0s dados relacionados a
transpiragdo seguem o mesmo padrdo observado nos dados da condutancia estomatica. Os
tratamentos com acesso a luz mantiveram transpiracdo condizente com os niveis de abertura
estomatica aferidos. A concentracéo interna de carbono (Ci, fig. 6, A) observou-se condizente com
as previsdes em todos os tratamentos: elevada nos grupos com acesso a luz (e, portanto, com maior
[CO2] interna), e nula no grupo CE. Os individuos sem acesso a luz do complexo experimental
(EXPE), apresentaram valores mais elevados em relacdo aqueles encontrados nos grupos com

acesso a luz, o que indicaria reduzida capacidade de assimilacéo por estes individuos.
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Estes parametros se complementam em juncdo com os dados da assimilagdo, uma vez que as taxas

reduzidas de Ci correspondem a elevadas taxas de A (Fig. 6, B). No grupo EXPE, observou-se

tanto a alta concentracao de carbono, como baixa de assimilagéo, em consonancia com a tendéncia

observada nos grupos com acesso a luz, a exce¢do do tratamento CE (morto), e do CI, que manteve

atendéncia de queda da concentracéo interna de carbono aliada a elevacédo da assimilagdo em todas

as afericdes. O grupo CC apresentou, no final do experimento, comportamento inesperado,

reduzindo a assimilacdo, com consequente aumento da concentracdo interna de carbono. As causas

deste evento estdo provavelmente ligadas a reducéo da capacidade de carboxilagcdo da enzima

RuBisCO.
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Fluorescéncia da Clorofila a

Estas analises fotoquimicas permitiram a verificagdo das condices fisiologicas das plantas,
de maneira a identificar possiveis alteracdes na eficiéncia dos fotossistemas, determinar se estes
sofreram danos, e vincular os resultados aos estresses introduzidos (PROEBSTING et al., 1978;
HASEGAWA et al., 2000). Conforme pode ser observado nas figuras 7 A e B, o grupo ClI
apresenta, tanto rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (@PSII - Yield), como taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) condizentes com a capacidade de assimilagdo de carbono
apresentada anteriormente e, desta forma, estabelecendo o comportamento padréo a ser esperado
de plantas crescendo individualmente e com acesso a luz. No entanto, os resultados observados
nos tratamentos com plantas comunicadas se mostrou diverso. O grupo CE, como em todas as
demais variaveis analisadas, morreu entre a primeira e a segunda aferi¢do. Os tratamentos Cl e
EXPC néo apresentaram diferenca estatistica em seus valores ao longo do tempo, sugerindo que
plantas com acesso a luz, independente de terem ou ndo comunicacdo com plantas submetidas a
défice luminoso apresentardo a mesma capacidade de transmissdo de elétrons e, consequentemente,
rendimento quantico similar, sempre que se encontrem sob as mesmas condigdes. O grupo EXPE
apresentou uma elevacdo entre a primeira e a segunda aferi¢cGes, passando a apresentar uma
tendéncia de queda ao longo do tempo. Essa tendéncia poderia indicar a inevitabilidade de sua
morte em Ultima instancia, ainda que comunicada com um individuo com acesso a luz. A maior
diferenca ocorreu entre as plantas do complexo experimental (EXPC/EXPE), onde observou-se
proporcionalidade inversa entre as medicdes realizadas: aumentos em EXPC coincidiram com
reducdes em EXPE, e vice-versa. Todos os tratamentos (exceto o CI), no ultimo dia de medicdes,
apresentaram queda acentuada, tanto na ETR como no ®PSII, condizentes com a reducéo

observada na condutancia estomatica.
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Fig. 7: A) ®PSII, rendimento quantico do fotossistema Il e B) ETR, taxa de transferéncia de elétrons. Teste Tukey,
95%, p<0,05.

Comportamento semelhante pode ser observado nos dados relativos a dissipacao
fotoquimica (gP, fig. 8, A), cujo grafico é praticamente visualmente idéntico aos da ETR e do
®PSII. Com efeito, 0 aumento da atividade de dissipacdo fotoquimica aferido no grupo EXPE
entre as médias da primeira e da segunda medicGes foi significativo, tendo sido o grupo que
apresentou os maiores valores ao longo do tempo. No entanto, apds esta elevacdo inicial, a
dissipacdo fotoquimica passa a cair de maneira constante. Nos grupos CC e EXPC, os valores
mantém-se constantes, variando para baixo entre as duas ultimas medic¢des. O grupo Cl apresentou
dissipacdo constante, demonstrando elevacdo acentuada entre as duas ultimas medi¢es. Os
valores referentes a dissipacdo ndo-fotoquimica (NPQ, fig. 8, B) mostram pequena variacao entre
0s tratamentos, exceto no grupo EXPE, indicando que estes individuos apresentaram dissipacao

nédo-fotoquimica maior que aquela encontrada entre os demais tratamentos.
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Fig. 8: A) quenching fotoquimico (gP), e B) ndo-fotoquimico (NPQ). Teste Tukey, 95%, p<0,05.

N&o obstante o grupo EXPE demonstrar performance inferior aos grupos controles e aos
individuos do grupo EXPC, invariavelmente em praticamente todas as afericdes, interessante
fendmeno se da na leitura dos dados relacionados a eficiéncia quantica fotoquimica do
fotossistema Il (Fv/Fm, fig. 9, A): os valores observados neste grupo sdo os maiores entre todos
os tratamentos. Enquanto os demais grupos (excetuando-se, obviamente, o grupo CE) variam de
maneira constante e sem diferenca significativa entre si, tendo o grupo ClI atingido inclusive a
nulidade, as medias do grupo EXPE oscilam entre 0,7 e 0,8 durante toda a duragdo do experimento.
Os valores da fluorescéncia minima (Fo, fig. 9, B) para o tratamento EXPE também foram os mais
elevados em comparagdo com os demais grupos, mantendo-se praticamente constantes durante
todo o experimento, enquanto 0s demais grupos iniciam o experimento com Fo elevada,
apresentam queda entre a primeira e a segunda medi¢cdo, e mantém-se consistentemente abaixo

dos valores vistos em EXPE até o final do experimento.
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Fig. 9: A) Fm/Fv, eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il, e B) Fo, fluorescéncia minima. Teste
Tukey, 95%, p<0,05.

Encontramos que os maiores valores médios ao longo do tempo foram aferidos no grupo
EXPE, tendo sido observada diferenca estatistica significativa entre estes e os do grupo CI. Entre

os individuos do complexo experimental (EXPC/EXPE) ndo houve diferenca estatistica.

Atividade Antioxidante

Analisamos a atividade antioxidante através dos métodos DPPH, FRAP e ABTS. Os
teores de compostos fendlicos totais aferidos foram maiores nas folhas e nas raizes das
plantas cultivadas no claro (Tabela 1), em consonancia com o esperado para vegetais
crescendo em condig¢Bes normais. Por outro lado, os menores teores ocorreram nas folhas

de individuos do complexo experimental com acesso a luz (EXPC), enquanto ndo ocorreu
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deteccdo deste composto nas raizes deste grupo. Nao houve diferenca significativa entre
0s niveis de flavonoides totais nas folhas, enquanto as raizes de individuos do complexo
experimental sem acesso a luz (EXPE) apresentaram 0s menores teores destes compostos.
De maneira geral, quando comparados os valores encontrados para todos os tratamentos
entre folhas e raizes, estas Ultimas apresentam as menores médias, exceto no que diz
respeito aos teores encontrados através do ABTS. Neste caso, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, ou seja, individuos do grupo EXPE demonstraram

capacidade de captura e conversao de ERO idéntica a encontrada nos grupos controle.

Tabela 1. Bioguimica: Fendis, Flavonoides, DPPH e ABTS (mg/100g), FRAP (mM/kg) e MDA
(nmol TBARS/g massa fresca)

Tecido Tratamento Fendis Totais Flavonoides Totais DPPH FRAP MDA ABTS

EXPC 57,82 ¢ 18,39 s 9,12b 4,63b 377¢ 198,02 b
EXPE 82,71b 15,62 6,92c  11,34a 5,08b 195,41 b
Folhas
Cl 105,06 a 19,14 1387a 1222a 698a 204,43 a
CC 93,32b 17,21 1247a  6,05b 532b 192,76 b
EXPC - - 0,62 b - 321c 206,01 "
Raizes EXPE 0,26 b 0,15¢ 092a - 8,46 b 206,91
Cl 593 a 2,29 a 116a 0,38™  1252a 204,72
ccC 0,94b 0,51b 137a 0,47 8,06 b 206,88

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05)

Folhas de plantas do tratamento CI (plantas individuais com acesso a luz),
apresentaram maior atividade antioxidante segundo todos os métodos. Essas plantas
apresentaram também maior teor de compostos fenolicos e, mesmo sem diferenca
estatistica, ndo podemos ignorar a tendéncia que sugere maior contetudo de flavonoides

nestes tecidos. Resultado semelhante pode ser observado nas raizes de plantas do
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tratamento CI, ou seja, apresentaram maior atividade antioxidante, medida tanto via DPPH

como MDA, bem como maior contetudo de compostos fendlicos e flavonoides totais.

Analisando as medidas obtidas via ABTS, notamos a emergéncia de um padréo
digno de atencdo: considerando o grupo Cl como o padréo contra o qual todos os demais
grupos devem ser comparados, encontramo-nos com diferenca estatistica entre este e 0s
demais grupos. Embora os maiores valores tenham sido aferidos no CI, o grupo CC e o
complexo experimental EXPC-EXPE apresentaram valores estatisticamente idénticos, e
pouco abaixo do obtido no CI. Este achado indica que a comunicacao radicular tem efeitos
fisioldgicos sobre a capacidade de resisténcia ao estresse oxidativo, sobretudo se levamos
em consideracdo que individuos do EXPE estdo sujeitos a reduzida capacidade de resposta

gracas ao défice luminoso.

Analise dos Componentes Principais

Os resultados das analises dos compostos fendlicos e atividade antioxidante foram
comparados atraves da andlise dos componentes principais (PCA) (Fig. 10), que explicou
88,98% dos dados. H& um nitido agrupamento dos dados obtidos nas folhas na PC1+. Ao
contrastarmos os resultados entre os tecidos, as folhas contém, em todos os tratamentos,
maiores teores de fenolicos totais e flavonoides totais, bem como apresentam maior

atividade antioxidante medidas via DPPH e FRAP (Tabela 1).
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Fig. 10: PCA — Principal Components Analysis (Analise dos Componentes Principais) Folhas e Raizes. Scott-

Knott a 5% de probabilidade, p<0,05.

Analisando os componentes principais encontrados nas folhas de maneira isolada,

segundo o exposto na figura 11 (que explica 85.54% dos dados), encontramos que plantas

do tratamento CI foram agrupadas na PC1+. Isto se deve aos niveis de compostos fendlicos

(fendis totais e flavonoides totais), e da atividade antioxidante analisada pelos quatro

métodos, e indica maiores teores destes compostos neste tecido. A PCA dos dados obtidos

nas raizes (fig. 13, que explica 96.89% dos dados), mostra que plantas resultantes do

tratamento CI também foram agrupadas na PC1+, com maiores niveis de fendis totais e

flavonoides totais, bem como maiores atividade antioxidante via DPPH e MDA, refletindo

o descrito na Tabela 1.
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Os dados resultantes do experimento, tanto relativos as trocas gasosas como aos diversos
parametros da fluorescéncia da clorofila a, ao serem analisados em conjunto com os observados
nas anélises da medida da atividade antioxidante, nos permitem vislumbrar a sugestdo de um
panorama amplo, que abarca a condi¢cdo do vegetal em questdo como um todo. Os dados da
fluorescéncia da clorofila a aportam imprescindivel informacao acerca do uso da energia absorvida
pela clorofila (posto que o fluxo de elétrons através do PSII é indicativo seu funcionamento, bem
como a extensdo de eventuais danos causados a este (JOHNSON; MAXWELL, 2000). Da mesma
forma, Fo, ao ser um pardmetro de maior sensibilidade a varia¢cdes de dissipacao de energia através
da emissdo de fluorescéncia, oferece um diagndstico mais acurado da capacidade de fotoprotecéao
dos vegetais, em comparacao com aquele oferecido pelos resultados da Fm. Igualmente importante,
e indissociaveis da eficiéncia fotossintética, sdo os dados relacionados a capacidade de trocas
gasosas do vegetal, uma vez que destas provém 0s insumos necessarios (sobretudo o CO») para a

etapa ndo fotoquimica da fotossintese.

A baixa condutancia estomatica (gs) aferida no grupo EXPE esta diretamente relacionada a reducéo
das taxas de transpiracdo (E), e sdo ambos indicativos de défice luminoso, posto que um vegetal
submetido a baixa luminosidade fechara seus estbmatos: o mecanismo de abertura estomatica
fotoativo é dependente da presenca da luz, sobretudo em comprimentos de onda correspondentes
a luz azul (~440-500 nm). A elevada concentracdo interna de carbono (Ci) se relaciona diretamente
com a baixa assimilacdo (A), j& que o carbono ndo assimilado tende a se acumular, aumentando
sua concentracdo, indicando a incapacidade de fixagcdo apropriada do CO: disponibilizado nas
camaras subestomaticas. Digna de nota é a inversdo dos padrdes da corrente transpiratéria em

EXPE e EPXC, que constitui evidéncia de didlogo entre os individuos destes grupos.
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Em conjunto, tais correlacdes sugerem uma relacdo de cooperacao entre os individuos,
especialmente quando relacionados a atividade antioxidante nos diferentes grupos. Os resultados
observados corroboram a literatura, uma vez que reafirmam que a luz tem papel fundamental no
metabolismo de compostos fendlicos, derivados da via do acido chiquimico/fenilpropandide
(formando fenilpropandides), e daquela do policetidio via acetato/malonato (QUIDEAU et al.,
2011). Os vegetais acumulam compostos fenolicos (incluindo flavonoides) no mesofilo e nas
células epidérmicas, e seus teores estdo diretamente relacionados com a capacidade de realizar
fotossintese. Durante esta, forma-se o substrato (esqueleto carb6nico) que sera utilizado para a
sintese de precursores de diversos compostos fendlicos. Assim sendo, plantas que apresentem
alteracdes na capacidade fotossintética apresentardo efeitos deletérios na sintese de compostos
fenolicos. Estudos prévios atestam que plantas sob alta intensidade luminosa (UVA e/ou UVB)
podem apresentar aumento no conteudo de compostos fendlicos (BARBER, 1992;
ROYCHOUDHURY et al., 2014). Em nosso estudo, plantas cultivadas no claro apresentaram
maiores niveis de compostos fenolicos, flavonoides incluidos. O efeito do défice luminoso sobre
os individuos do EXPE pode ser nitidamente observado nestes resultados. Compostos fendlicos
(incluindo flavonoides) estdo entre as classes de moléculas provenientes do metabolismo
secundario com potencial para a comunicacdo, posto que sdo frequentemente exsudados pelo
sistema radicular, e desempenham diversos papéis nos tecidos de plantas, incluindo crescimento e

sobrevivéncia (CHEYNIER, 2013).

Portanto, de acordo com estes achados, é logico inferir que, dadas as concentragdes
necessarias, estes compostos serdo disponibilizados por individuos com acesso a luz na solucéo
nutritiva, e absorvidos pelo sistema radicular de individuos em défice luminoso adjacentes,

ocasionando alivio — ainda que temporario — ao estresse oxidativo sofrido por estes.

Concomitantemente, € possivel correlacionar a baixa A aos dados aferidos via

fluorescéncia da clorofila a: baixas taxas ETR sdo indicativas de dano por défice luminoso ao PSII.
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Uma das respostas do aparato fotossintético € o reparo das proteinas D1/32kD dos centros de
reacdao do PSII. No entanto, em condicdes de baixa luminosidade este processo se da de maneira
mais lenta, sendo a substituicdo desta proteina completada, aproximadamente, a cada 8 horas, € a
incapacidade de substituir e reparar essas proteinas leva a inativacao dos centros de reacédo (KIM,
1993; SIRPIO, 2013). Portanto, ocorre 0 aumento da presso eletronica da cadeia transportadora
de elétrons, isto é, os aceptores de elétrons intermediarios entre o PSIl e o PSI encontram-se todos
reduzidos, isto é, ocupados com elétrons recebidos e, por ser impossivel prosseguir com a
transferéncia para os aceptores subsequentes, ficam impossibilitados de aceitar novos elétrons
provenientes do centro de reacdo P680, tendo como consequéncia a inativacdo dos centros de
reacdo. Isto ocorre sobretudo entre o PSII e o Cytbef e, mais especificamente, entre os aceptores
de elétrons PQa e PQb, que somente serdo capazes de aceitar novos elétrons uma vez que tenham
efetivamente transferido um elétron ao préximo aceptor (BARBER, 1987; MURCHIE, 2017;
FOYER, 2018). No entanto, os valores de Fv/Fm dos individuos do tratamento EXPE indicam que
seus centros de reacdo ndo se encontram danificados em sua totalidade. Isto nos leva a forcosa
conclusdo de que a discrepancia entre a disponibilidade de centros de reacdo, assim como o baixo
rendimento quantico observado neste grupo se deve a incapacidade de direcionar de maneira
adequada a energia captada. De fato, o amarelamento observado nas folhas dos individuos do
EXPE a partir da terceira medi¢do com o IRGA indica reducao nos teores de clorofila a, e aumento
no conteudo de carotenoides, possivel método de captacdo de luz pelos complexos antena. Além
da degradacdo da clorofila, a reduzida capacidade de utilizacdo da energia captada pode estar
diretamente relacionada aos danos causados pelo estresse oxidativo em diferentes estruturas na
membrana do tilacoide. A afericdo da atividade antioxidante por diversos métodos &€ uma
importante forma de verificar a capacidade celular de eliminar radicais livres geradoras de estresse
oxidativo. Estes métodos contém reagentes capazes de interagir e reagir com compostos

antioxidantes, apresentando alteragfes na coloragdo da solucéo, e fornecendo uma medida da
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atividade contra radicais livres. Estas medidas podem ser influenciadas por diversos processos,
como extracao, tempo de reacdo, solubilidade do composto, entre outros (MOON, 2009). Em
nosso estudo, verificamos que tais resultados confirmam os relatos da literatura, que afirmam que
plantas com acesso a luz apresentam maiores contetdos de compostos fenolicos, gracas a atividade

fotossintética (ROYCHOUDHURY et al., 2014).

Em condig¢des normais, 0s processos de respiracao e fotossintese realizados pelos vegetais
produzem certa quantidade de ERO. Normalmente, a acumulacdo destas € mantida sob controle
por mecanismos de captura (tanto enzimaticos como ndo-enzimaticos) desencadeados como
resposta (SHARMA, 2016). Contudo, diante da introducéo de estresse luminoso, as vias de sintese
destes mecanismos se veem prejudicadas, posto que (sobretudo os compostos fendlicos e
flavonoides) séo dependentes da presenca de luz (HASANUZZAMAN, 2020). Na impossibilidade
de lidar com o acumulo de ERO, o delicado equilibrio estabelecido entre a geracdo de ERO e sua
captura é perturbado, passando a alimentar um ciclo vicioso de dano oxidativo, que se
retroalimenta. Isto, em Gltima instancia, também reduzira a capacidade de moléculas de NADP™*
de agirem como drenos de elétrons no PSI, causando congestionamento na cadeia transportadora

de elétrons.

Este congestionamento ocasionard fotoinibicdo, devido ao fechamento dos centros de
reacdo, resultando em reduzida protonacao do limen do tilacéide. A liberacdo de hidrons (cétions
H*) pelo plastoquinol (PQH, forma reduzida da plastoquinona - PQ) no limen do tilactide é
condigdo necessaria para a geracdo de um gradiente que ativara o funcionamento da enzima F-
ATPase (ALLEN, 2002). Esta, utilizando-se da movimentacdo dos hidrons a favor do gradiente,
fosforila uma molécula de ADP, resultando em ATP, que sera disponibilizado para a efetiva
assimilacdao de carbono em moléculas de glicose pela enzima RuBisCO, no decorrer do ciclo de
Calvin-Benson. Estando a cadeia transportadora de elétrons sobrecarregada, ocorre reducdo da

sintese de ATP, reduzindo sua disponibilidade e acarretando menor capacidade de assimilacéo,
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conforme verificado nos dados da A. Também ocorre desequilibrio estequiométrico entre o PSll e
o0 PSI, reduzindo a capacidade deste ultimo de captar e transferir energia, reduzindo ainda mais a

eficiéncia fotossintética (SCHOTTLER, 2014).

No entanto, um dos graficos nos chama a atengdo: Fv/Fm. Apesar de que a visao geral das
trocas gasosas e fluorescéncia tenha nos proporcionado uma versdo coesa e légica dos eventos
ocorridos durante o experimento, os resultados deste parametro suscitaram curiosidade. Sendo
Fv/Fm uma estimativa obtida da relacdo entre as fluorescéncias varidvel e maxima, através dos
valores obtidos podemos determinar a eficiéncia dos centros de reagdo na utilizagdo dos quanta
absorvidos (BJORKMAN, 1987; JOHNSON et al., 1993). AlteracBes nestes valores indicariam
mudancas na eficiéncia dos mecanismos de dissipacdo ndo-fotoquimica (MAXWELL, 2000;
ORDOG, 2011). A eficiéncia quantica fotoquimica do PSII dos individuos sujeitos ao défice
luminoso apresenta-se menor do que aquele observado nos grupos com acesso a luz. No presente
estudo, observou-se reducdo dos valores de Fv/Fm, indicando infraexcitacdo do aparato
fotossintético, sobretudo em comparag¢do com os grupos com amplo acesso a luz. Estes resultados
estdo em consonéncia com os valores obtidos nos demais componentes da dissipacdo, tanto
fotoquimica como bioquimica, e com o @PSII. Isto é, conforme detalhado anteriormente, resultado
do fechamento dos centros de reacdo em consequéncia do aumento da pressdo eletronica
decorrente da incapacidade de reparar as proteinas D1/32kDa em tempo habil (VASILIKIOTIS,
1994; SCHOTTLER, 2014). Em comparagdo com o grupo CE, composto também por individuos
sob défice luminoso, o resultado é coerente com o esperado: ainda que estivessem em comunicagao

via sistema radicular, o defice luminoso foi, para ambos os individuos, fatal.

Estresses como o promovido pelo défice luminoso afetam profundamente o crescimento e
o0 desenvolvimento de plantas, e no presente estudo, esperava-se que os individuos do complexo
experimental sem acesso a luz, por terem seu sistema radicular em comunicagdo com um individuo

com acesso a luz, apresentassem alteracGes no conteudo de compostos fendlicos totais e de
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flavonoides totais. No entanto, este efeito ndo foi observado neste experimento, observacao que
nos leva a sugerir que o estresse causado pelo elevado nivel de oxidantes tenha sido elevado a
ponto de danificar irreversivelmente as células. Dado que a Unica diferenca entre o grupo CE e 0
complexo EXPC-EXPE consistia no fato de que os individuos do EXPE compartilhavam solucéo
nutritiva com individuos com acesso irrestrito a luz, propomos que este contato radicular propiciou
a comunicagdo entre os individuos a partir de compostos organicos exsudados pelas raizes,
induzindo respostas sistémicas (uma vez que os dados analisados sugerem ajustes fotoquimicos
em condic¢des de sombra), garantindo sobrevida a planta sob défice luminoso, resisténcia ao dano
causado por estresse oxidativo significativa, o que propiciou sobrevivéncia prolongada em
comparagdo com as plantas sem comunicacdo com individuos cultivados em condi¢des normais
de luminosidade. E digno de nota o fato de que, nas raizes, os valores de ABTS em EXPE n&o
apresentaram diferenca estatistica significativa em comparacdo com os demais tratamentos, o que
indica elevada capacidade controle do estresse oxidativo. No entanto, conforme mencionado
anteriormente, o défice luminoso prejudica as vias de resposta ao acimulo de ERO. Desta forma,
inferimos que a manutencdo de niveis similares aos dos grupos controle de atividade antioxidante
devem-se a comunicacdo planta-planta no complexo experimental. A absor¢do destes compostos
exsudados por individuos do EXPC pode explicar a elevada capacidade dos individuos do EXPE

de lidar com o estresse oxidativo.

Para além das questOes relacionadas a atividade antioxidante, ha que se considerar que 0s
individuos em défice luminoso tiveram sensivel reducdo de sua capacidade de assimilacdo de
carbono e, por conseguinte, de seu rendimento fotossintético. Tais alteracGes fisiologicas
acarretam a incapacidade de atender a demanda energética de diversos processos imprescindiveis
para a manutencdo do vegetal. Ainda assim, e a despeito desta constatacéo, os vegetais do grupo
submetido ao defice luminoso em comunicacdo radicular com individuos com acesso a luz

permaneceram vivos até o final do experimento, diferentemente do observado em individuos
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comunicados sem acesso a luz. E inevitavel sentir-nos compelidos a conjecturar que, além de
metabolitos secundarios, ha possibilidade nao negligivel de que a transferéncia de outras classes
de moléculas entre os individuos possa ter ocorrido. Sobretudo se levamos em consideracdo 0s
precedentes amplamente estabelecidos na literatura (SIMARD, 2010, 2015; LAMBERS, 2018)

acerca da transferéncia liquida de fotoassimilados via exsudatos radiculares.

A interpretacdo dos dados, assim como sua comparagdo com os demais parametros, em
conjunto com as analises bioquimicas, nos levam a reconsiderar as afirmagdes tidas como
postulados durante a execugdo do experimento (e mesmo apds, durante a andlise dos dados).
Sempre tivemos como assentado que o grupo CI deveria ser o padréo contra o qual todos os demais
tratamentos deveriam ser comparados, uma vez que se tratava de individuos crescendo em
condic@es 6timas, livres da introducdo de estimulos estressantes e sem o modificador representado
pela introducéo da comunicacao radicular com individuos adjacentes. No entanto, ap6s termos nos
deparado com os resultados acima discutidos, fomos obrigados a repensar estes conceitos. Ora,
plantas de P. sativum, quando in natura, ndo crescem de maneira isolada, mas o fazem em grupos.
Mesmo aquelas cultivadas para consumo humano sdo plantadas em estreita proximidade, o que
propicia a formagdo de complexas redes radiculares, inclusive com formagéo de redes de
ectomicorrizas. Assim sendo, partimos da premissa equivocada ao presumir que plantas
individuais serviriam como controle, uma vez que esta ndo é sua condi¢do de crescimento natural
(e, portanto, 6tima). Isto explica por que, em virtualmente todos os parametros aferidos, 0s
individuos do grupo CC demonstraram melhor performance do que aqueles do grupo CI: ao forcar
o0 crescimento destes individuos separados de outros, introduzimos, inadvertidamente, um outro
fator estressante: o isolamento. Esta constatagdo vem de encontro ao que vimos afirmando a
respeito da capacidade melhorada de resposta ao dano causado pelo estresse oxidativo observado

em individuos submetidos a comunicacdo radicular.
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Contudo, embora estudos recentes tenham exposto mecanismos de sinalizacéo
desencadeados por eventos estressantes (VERHAGE, 2021) e as respostas dos individuos e de
plantas adjacentes, a natureza dos compostos exsudados ainda permanece por ser desvelada por

futuros estudos.

CONCLUSAO

O presente estudo encontrou evidéncias de que a comunicacdo via exsudatos do sistema
radicular entre dois individuos da mesma espécie aumenta a possibilidade de sobrevivéncia dos

individuos submetidos a défice luminoso severo.

Embora sejam inegaveis os indicios de que o prolongamento da sobrevida dos individuos
sujeitos a défice luminoso esteja relacionada com a absor¢do de metabodlitos secundarios
responsaveis pela captura e controle dos niveis de ERO, a natureza destes compostos nédo foi

completamente elucidada por este estudo.
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