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RESUMO

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

as chances de tolerar um evento de estresse futuro.

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

génica, Short-Root.



ABSTRACT

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

chances of tolerating a future stress event.

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



1. INTRODUCAO

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

a transcri¢ao estd relacionada a modificagdes poOs-transducionais dessas histonas, como por



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

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

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

favoreceria a tolerancia a eventos de estresse recorrente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Espécie em estudo

Foram utilizadas plantas de sorgo granifero [Sorghum bicolor (L.) Moench] variedade
BRS 332, pertencente a familia Poaceae. Essa espécie apresenta elevada densidade genética e
genoma relativamente pequeno (~730 Mb) totalmente sequenciado (PATERSON et al., 2009),
permitindo a utilizagdo de técnicas moleculares, além de serem plantas de ciclo curto e facil

manipulagdo de raiz.



2.2. Area do experimento e cultivo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Departamento de Botanica do
Instituto de Biociéncias da UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™)
de Botucatu/SP. A casa de vegetagao ¢ um ambiente onde as condi¢des sao semi-controladas,
com temperatura média de 27 °C, intensidade luminosa média de 800 pmol m? s™' ¢ umidade
relativa média de 70% (Figura 1).

Sementes de S. bicolor foram esterilizadas por 10 minutos em hipoclorito de sddio a 5%
e posteriormente lavadas com agua destilada. A seguir foram colocadas em bandejas com
substrato para germinagao e enraizamento. Duzentas plantulas de tamanho semelhante com 20
dias apds a semeadura foram selecionadas para transplante para meio hidroponico com aeragao
constante em solucdo nutritiva n® 2 de Hoagland & Arnon (1950), 50% da forca idnica,

condutividade elétrica em 1,2 mS e pH em 6,0.
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Figura 1 - Caracterizacao da temperatura e umidade relativa do ar na casa de vegetacao durante
o periodo de experimento.

2.3. Delineamento experimental

As plantas foram aclimatadas em vasos distintos com capacidade de 500mL, preenchidos
com solugdo nutritiva pelo periodo de sete dias. Em seguida, foi adicionado um terceiro vaso e
utilizamos a técnica de Split-root, mantendo metade da raiz da primeira planta no vaso 1 ¢ a
segunda metade de sua raiz no vaso 2. A segunda planta, denominada planta vizinha, também
teve sua raiz separada em duas partes, uma parte permaneceu no vaso 2 e o restante no vaso 3
(figura 2). Portanto, separamos as plantas em 4 grupos: Controle (C), plantas sem contato com
metil jasmonato, com raizes nos vasos 1 e 2; controle vizinho (CV), plantas sem contato com

metil jasmonato, com raizes nos vasos 2 e¢ 3; Mela (M), plantas em contato com metil



jasmonato, com raizes nos vasos 1 ¢ 2; Mela vizinho (MV), plantas sem contato com metil
jasmonato, com raizes nos vasos 2 ¢ 3. Também denominamos Grupo com aplicagdo, sendo as

plantas C e M, e Grupo vizinho, plantas CV e MV. Ap0s trés dias de aclimatagdo, a solugao foi
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Figura 2 - Modelo experimental para o estudo de comunicacao entre raizes. Grupo controle
(C) tiveram suas raizes divididas e alocadas nos vasos 1 e 2; grupo controle vizinho (CV)
tiveram suas raizes divididas e alocadas nos vasos 2 e 3; grupo MeJa (M) tiveram su as raizes
divididas e alocadas nos vasos 1 e 2; grupo MeJa vizinho (MV) tiveram suas raizes divididas
e alocadas nos vasos 2 e 3.

substituida por uma nova para aplicagdo do tratamento e inicio do experimento.

Plantas de sorgo com 30 dias ap6s a semeadura foram submetidas a diferentes tratamentos,
realizados em blocos casualizados. Para a investigacao da atividade bioldgica, testamos o efeito
do metil jasmonato (padrao Sigma Aldrich). O metil jasmonato foi pincelado na primeira folha
totalmente expandida da planta tratada a concentragdao de 0,75 mM, previamente diluido em
etanol absoluto e surfatante (agrex’oil®, Microquimica). Escolhemos essa concentracao de
metil jasmonato para induzir o estimulo pois essa concentracdo foi semelhante ou maior
encontrada na literatura (HUDGINS; CHRISTIANSEN; FRANCESCHI, 2003; LIU et al.,
2017; STOJAKOWSKA; MALARZ; KISIEL, 2002).

Para o tratamento controle, foi aplicada agua deionizada juntamente com etanol e surfatante.
A solugdo foi aplicada nas plantas em dois momentos, com o intuito de verificar o possivel

efeito de memoria do primeiro sobre o segunda contato conforme figura 3.
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Figura 3 - Esquema do desenho experimental para aplicagdo de metil jasmonato e coletas a
serem realizadas



O tempo de recuperagdo entre o primeiro ¢ o segundo contato com metil jasmonato foi
de cinco dias. Apds o 5° e 14° dia, as raizes foram lavadas cuidadosamente com agua
deionizada, para a retirada total dos exsudatos provenientes do primeiro e segundo contato,
respectivamente. Apos o processo de lavagem, nova solucao nutritiva foi adicionada. O final
do experimento foi no 18° dia, com a coleta de material bioloégico de raiz para estudos
anatomicos.

Devido a necessidade de amostragens destrutivas, para analise da expressdao génica as
plantas foram separadas em dois grupos: aquelas que foram analisadas apds o primeiro contato
com os aleloquimicos (dia 5) e aquelas que foram analisadas apds o segundo contato (dia 14).

Foi coletado material biologico de raiz as 6, 12, 24 e 200 horas apds aplicagdo (HAA) de
metil jasmonato, tanto no primeiro como no segundo contato com metil jasmonato, para analise
da expressdao génica, totalizando oito coletas. Para a quantificagdo da trimetilagdo da histona
H3K4, coletamos raizes das plantas apds 48h da aplicacdao do regulador vegetal, também nos
dois ciclos de contato, totalizando duas coletas para andlise epigenética. Para as andlises
anatomicas, foram coletadas raizes no ultimo dia de experimento (18° dia) (figura 4).

Por fim, para cada periodo de coleta de dados, cada tratamento possuiu um » amostral

igual a cinco, totalizando cinco plantas por tratamento e cinco plantas vizinhas.
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Figura 4 - Condigao de crescimento de plantas de sorgo no 18° dia de experimento em meio
hidropdnico com aeragdo constante em solugdo nutritiva n°2 de HOAGLAND; ARNON, 1950,
50% de forga i6nica, condutividade elétrica em 1.2mS e pH em 6.0.

2.4. Analise da expressao génica

2.4.1. Isolamento e quantificagdo do RNA total
Ao final de cada uma das oito coletas do material radicular para andlise da expressao

génica, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente transferidas para



ultrafreezer a -80 °C até a extracao. Para a extracdo do RNA total, as amostras foram maceradas
em nitrogénio liquido e extraidas com TRIzol®Reagent (Life Technologies), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida, o RNA total presente nas amostras foi quantificado
por espectrofotometria de absor¢ao (Nanodrop, ND-1000), e todas as amostras apresentaram
no minimo 40 ng de RNA/uL, quantidade minima necessaria para sintese de cDNA.
Posteriormente, o0 RNA total obtido foi tratado com TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen) para
a eliminacao total de DNA gendmico, seguindo as instrugdes do fabricante.

Além disso, verificamos a integridade das amostras pelo RIN (RNA integrity number)
através do equipamento BioAnalyzer Agilent 2100 e kit Agilent RNA 6000 Nano Chips
(Agilent Technologies). O principio do BioAnalyzer consiste no mesmo de eletroforese em gel
de agarose, porém a corrida ¢ realizada em capilar contendo polimero e gerado um
eletroferograma, analisado automaticamente pelo aparelho, sendo detectado qualquer trago de
degradacao da amostra. O resultado obtido baseia-se na razao dos picos das bandas ribossomais
18S e 258, gerando dessa forma o RIN. Os valores de RIN variam em uma escala de 1 a 10,
sendo que, quanto maior essa pontuacdo, maior ¢ a qualidade e/ou integridade do RNA.
Somente foram utilizadas amostras que obtiveram um RIN igual ou superior a 6,0 (média geral
RIN = 7,92) (Tabela 1). A auséncia do DNA gendmico nas amostras de RNA foi confirmada
por meio da realizagdo de PCR convencional utilizando iniciadores especificos para os genes

endégenos PP2A (XM_002453490.2) e EIF4o (XM_002451491.2).

2.4.2. Sintese de cDNA

Para sintese da primeira fita de cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems®). Utilizamos 500 ng de RNA total para cada amostra,
diluidos em agua nuclease-free, com volume final de 20 pL. Posteriormente, adicionamos 12,4
uL de dgua nuclease-free, 4 uL. de 10x RT buffer, 1,6 uL de 25x ANTP mix (100 mM), 4 uL de
10x RT random primers, 2 uL. MustiScribe ™ Reverse Transcriptase, exatamente nessa ordem.
O volume final da reacdo foi de 40 pL. Incubamos as reagdes a 25 °C por 20 minutos, em
seguida a 37 °C por 120 minutos e finalizamos aquecendo a 85°C por cinco minutos. ApoOs essas

etapas, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

2.4.3. RT-gPCR
Desenhamos os iniciadores especificos necessarios (Tabela 2) para as reacdes de
amplificacdo. Para o desenho dos primers, levamos em consideragdao caracteristicas como

temperatura de fusdo (temperatura de melting), a formacao de dimeros (self-dimers e cross-
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dimers) e a formagao de estruturas secundarias, analisando-os no software PrimerQuest Tool

(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index).

As reacdes de amplificagdo qPCR tiveram o volume final de 20 pL. Utilizamos 2 uL de
cDNA puro, 0,4 uL de cada iniciador (10 pmol) 10 uL GoTagq® gPCR Master Mix (Promega),
0,18 uL CXR Reference Dye e completamos com 7,02 uL de agua nuclease-free ao volume
final. A amplificagdo ocorreu em termociclador 7300 Fast Real-Time PCR System (Applyed
Biosystems®). Programamos a amplifica¢do com 50 °C por dois minutos, 95 °C por dez minutos
e 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e um minuto a 60 °C. Todas as reagdes foram realizadas em
triplicatas técnicas e triplicatas biologicas, com controle sem amostra € sem transcriptase

reversa para cada gene analisado, utilizando os iniciadores desenhados.

2.4.4. Analise de dados da expressdo génica

Os dados obtidos foram analisados pelo método da quantificagdo relativa, caracterizada
pela quantificagcdo do gene de interesse em relacao aos transcritos de outro gene denominado
gene normalizador, com expressao constante (igual a 1). Escolhemos os genes PP2A e EIF4a
como normalizador (REDDY et al.,, 2016). O célculo da expressdo relativa do gene
normalizador seguiu as recomendagdes segundo Pfaffl & Hageleit (2001) em que a razdo da
expressao relativa dos genes alvo ¢ calculada baseada na sua eficiéncia e na diferenca de Ct
(ACt - threshold cycle) entre tratamento e controle. A eficiéncia ¢ calculada baseada no slope
dado pela curva padrdo de dilui¢gdes de cada gene (v:v) (1, 1:10, 1:10%, 1:10%, 1:10%, 1:10°),
tanto para o gene alvo como para os genes normalizadores na PCR tempo real. As andlises da

expressao génica foram realizadas junto ao Instituto de Biotecnologia, Unesp (IBTEC).

2.5. Imunoprecipitacio da cromatina

As amostras radiculares foram cortadas em pequenos pedacos, os quais foram lavados
duas vezes com agua deionizada e o excesso de agua foi removido com auxilio de papel toalha
autoclavado. Em seguida as amostras foram transferidas para tubos de 50 mL para a etapa de
“crosslinking” do processo de imunoprecipitacdo da cromatina. Esta etapa foi realizada
conforme descrito por Gendrel et al., (2005) onde os tubos foram preenchidos com 37 mL de
formaldeido a 1%, com a adi¢@o de pedagos de gaze na superficie do liquido para evitar que as
amostras flutuassem.

As amostras foram submetidas a infiltracdo em formaldeido a vacuo por dez minutos.
Posteriormente, adicionamos 2,5 mL de glicina a 2 M, misturando o conteudo com cuidado,

seguido por mais cinco minutos de infiltracdo a vacuo. No final, as amostras foram lavadas
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duas vezes com agua deionizada e o excesso de dgua foi removido com papel toalha para entao
serem armazenadas a -80 °C.

Para realizar a imunoprecipitacdo da cromatina utilizamos o kit ChIP Kit - Plants
(ABCAM) seguindo a recomendacao do fabricante com algumas modificacdes, como a reducao
da quantidade de amostra de 1 g para 500 mg e a redu¢ao do volume dos reagentes em duas
vezes até a etapa de sonicacdo. Na etapa de sonicacdo, utilizamos o sonicador Branson 250
utilizando dois ciclos de cinco segundos com intervalos de um minuto com as amostras
permanecendo no gelo para evitar aquecimento. Avaliamos a eficiéncia da sonicagdo por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, onde foi verificado fragmentos de DNA entre
200 — 1000 pares de bases, conforme descrito no protocolo do fabricante.

Para quantificar a ocorréncia trimetilacao na lisina localizada na posi¢cdo 4 da por¢ao
amino-terminal da histona H3 (H3K4me3), utilizamos o anticorpo Anti-Histone H3 (tri methyl
K4) - ChIP Grade (ab8580) (ABCAM), conforme descrito por Heimann et al. (2013). Ao final
do processo de imunoprecipitacdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria de absor¢ao
(Nanodrop, ND-1000).

O DNA imunoprecipitado e quantificado foi amplificado por real-time qPCR no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System® (Applied Biosystems™) nas condi¢des de 95 °C por
dez minutos para a desnaturagdo do DNA, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C para
desnaturagdo e um minuto a 60 °C para o anelamento do DNA (gene GST) e um minuto a 65
°C para o anelamento do DNA (gene SHR) . Para a reacdo foi utilizado o kit GoTaq® gPCR
Master Mix (Promega) seguindo as recomendag¢des do fabricante, com volume final de 10 pL.
Todas as reagdes foram realizadas em triplicatas técnicas e triplicatas bioldgicas, com controle
sem DNA para cada gene analisado, utilizando os primers desenhados (Tabela 2). Escolhemos
os genes Actin 1 como normalizador segundo descrito em Heimann et al. (2013), como controle
positivo para a presenga da H3K4me3 em sorgo.

Para o desenho dos primers, também levamos em consideracao todas as caracteristicas
necessarias, assim como foi feito para expressao génica, apenas com uma alteracao: a regiao
onde esses primers foram desenhados. Utilizamos uma regiao situada 500 pares de bases acima
e 500 pares de bases abaixo do sitio de inicio de transcri¢ao, sendo esta sequéncia acessada pela

base de dados Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov). Para confirmar a especificidade, tamanho

de amplicon e presenca de primer dimers nos primers desenhados, realizamos uma eletroforese

em gel de poliacrilamida a 6%.
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2.6. Analises morfologicas

Foram coletadas amostras a 0,5 cm do apice radicular de raizes de segunda ordem (n=4),
seccionadas transversalmente, posteriormente fixadas em FAA 50 (formaldeido, 4cido acético,
alcool etilico 50%) (JOHANSEN, 1940) por 48 horas e em seguida estocados em alcool 70%.
ApoOs isso, foram desidratadas em série etilica e embebidas em resina metacrilato (Leica
HistoResin) (GERRITS; HOROBIN, 1991). A seguir, as amostras foram seccionadas em
microtomo rotativo semiautomatico e os cortes transversais (4 um de espessura) corados com
Azul de Toluidina 0,05% pH 4,7 (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964). O laminario foi
analisado no fotomicroscopio Leica® DMR com camera acoplada Leica® DFC 425. As anélises
anatomicas foram realizadas com auxilio do software LAS V3.8 (Leica Application Suite)no
Laboratorio de Pesquisas em Anatomia Vegetal (LaPAV) do Departamento de Botanica,
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP.

Foram mensurados os seguintes itens: area dos espagos intercelulares, diametro da raiz,
espessura do cortex, nimero de camadas celulares do cortex, area ocupada pelo estelo, nimero

de elementos de vaso diferenciados do metaxilema e area do metaxilema.

2.7. Analises das variaveis fisiologicas

2.7.1. Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas utilizando um analisador de gas CO; e
vapor d’agua por radiacao infravermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA and Fluorescence
System, GFS 3000, Walz). As avaliagdes ocorreram as 3, 5, 7, 9, 30 e 100 horas apos aplicacao
(HAA) (9:00, 11:00, 13:00, 15:00 e 11:00 horas, respectivamente, em dias ensolarados) durante
os dois ciclos de contato com metil jasmonato, totalizando 11 coletas. As medigdes foram
realizadas na primeira ou segunda folha completamente expandida (quando a primeira nao
estava completamente expandida) em quatro repetigdes por tratamento.

Foram medidas a taxa de transpira¢do (£, mmol vapor d’dgua m? s!), condutincia
estomatica (gs, mol m? s!), taxa de assimilagdo de COz (4, umol m? s!), e calculada a
eficiéncia do uso da agua (EUA, umolCO2 mmol'H,0).

2.7.2. Fluorescéncia da clorofila a

Para as medidas da fluorescéncia da clorofila a, também foi utilizado fluordmetro
(intensidade luminosa de 1500 DFFF) acoplado ao medidor de trocas gasosas, portanto os
horarios e quantidade de avaliacdes foram as mesmas das trocas gasosas. Analisamos taxa de
transporte de elétrons [ETR = AF/Fmx DFFF x 0,5 x 0,84], quenching fotoquimico [qP = (Fm

—Fs)/(Fm — Fo)], Fm (fluorescéncia maxima de folha adaptada a luz), Fo (fluorescéncia basal de
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folhas adaptadas a luz) e rendimento quantico efetivo do PSII [®psnu = Fm — Fs / Fu]

(MAXWELL; JOHNSON, 2000).
2.8. Obtencao dos dados e analise estatistica

Os dados foram obtidos a partir de quatro repetigdes bioldgicas e apOs serem submetidos
aos testes de normalidade e igualdade de variancia, foram analisados estatisticamente por meio
da analise de variancia (ANOVA one way). Foram comparadas as médias das plantas que
receberam o tratamento, plantas vizinhas e os controles. Quando as médias apresentavam
diferenca estatistica, foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de significancia

de 5% (p<0,05).
3. RESULTADOS

3.1. Trocas gasosas

Observamos menor taxa de assimilacao liquida de CO; (4) nas plantas do grupo MelJa
(M) em relacao ao controle (C). Essa redugdo foi observada 5, 7 e 100 horas apos aplicagao
(HAA) no primeiro contato com metil jasmonato. No segundo contato, ndo houve diferenca
entre M e C (tabela 3). Também observamos aumento da assimilagdo de CO» das plantas do
grupo M no segundo contato em relagdo ao primeiro contato as 5 e 7 HAA (figura 5). No grupo
Mela vizinho (MV), a taxa de assimilagdao de CO; diferiu do controle vizinho (CV) as 7 e 100
HAA no primeiro contato e as 9 HAA no segundo contato com metil jasmonato (tabela 4). As
5 ¢ 7 HAA no primeiro contato ¢ 5 HAA no segundo contato, também observamos diferenca

do tratamento MeJa vizinho (MV) em relagdo ao MeJa (M) (tabela 5).
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Figura 5 - Taxa de assimila¢do de CO; (4, pumol CO2 m?s™!) referente ao primeiro e segundo
contato com metil jasmonato. A aplicacao do metil jasmonato ocorreu as 6h da manha (0 HAA).
Os resultados da analise de variancia (ANOVA one way), seguido pelo teste Tukey com nivel
de significancia de 5% (P<0,05). Letras mintsculas indicam diferenca entre MeJa e controle
no respectivo contato, letras maiusculas indicam diferenga entre o primeiro e segundo contato.
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A condutancia estomatica (gs) foi reduzida pela contato com metil jasmonato,
apresentando diferencas nas plantas do grupo MelJa (M) em relagdo ao controle (C) as 3, 5¢ 7
HAA no primeiro contato (tabela 3). Apds o segundo contato com metil jasmonato, nao
observamos diferenca na condutancia estomatica logo nas primeiras horas, contudo as 30 HAA,
foi observada maior condutancia das plantas do grupo MelJa (M) em relagdo ao controle (C)
(tabela 3). Pudemos observar maior condutancia do grupo M as 5 e 30 HAA no segundo contato
em relacdo ao mesmo periodo no primeiro contato com metil jasmonato (figura 6). As plantas
do grupo Mela vizinho (MV) apresentaram aumento desse parametro as 7 ¢ 30 HAA no
primeiro contato ¢ 7 HAA no segundo contato com metil jasmonato, em relagdo ao controle
vizinho (CV) e reducdo de MV em relagdo a CV as 3 e 9 HAA no segundo contato (tabela 4).
As 5 ¢ 30 HAA no primeiro ¢ 5 ¢ 7 HAA no segundo contato, observamos maior condutancia
estomatica das plantas do grupo MelJa vizinho (MV) em relacdo ao grupo MelJa (M). A

condutancia do M s6 foi maior em relagdo ao MV as 100 HAA no primeiro contato (tabela 5).
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Figura 6 - Condutincia estomatica (gs, mmol.m?s™") referente ao primeiro e segundo contato
com metil jasmonato. A aplicacdo do metil jasmonato ocorreu as 6h da manha (0 HAA). Os
resultados da analise de variancia (ANOVA one way), seguido pelo teste Tukey com nivel de
significancia de 5% (P<0,05). Letras mintsculas indicam diferenca entre MeJa e controle no
respectivo contato, letras maiusculas indicam diferenga entre o primeiro e segundo contato.

A taxa de transpiragdo (F) das plantas do grupo Mela (M) diferiu do controle apds 3 e
100 HAA no primeiro contato com metil jasmonato (tabela 3). No segundo contato, a taxa de
transpiracao foi menor nas plantas do grupo MeJa (M) apds 3 e 5 e maior apds 30 HAA (tabela
3). Nas plantas do grupo Mela vizinho (MV) observamos menor transpiragdo em relagao ao
controle vizinho (CV) em 30 HAA no primeiro contato e 9 HAA o segundo contato com metil
jasmonato (tabela 4). Também pudemos observar maior taxa de transpiragdo de MV em relagao

aM as 5 HAA e redugdo de MV em relacdo a M as 100 HAA no primeiro contato (tabela 5).
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A taxa de eficiéncia do uso da agua (EUA) foi maior no grupo MeJa (M) em 3, 5 e 30
HAA, e menor ap6s 7 HAA, durante o primeiro contato com o regulador vegetal. No segundo
contato nao observamos diferenca alguma na FUA (tabela 3). As plantas do grupo Mela
vizinho (MV) apresentaram maior EUA as 5 HAA e menor EUA as 7, 30 e 100 HAA, ap6s o
primeiro contato com metil jasmonato (figura 7). No segundo contato com o elicitor,
observamos aumento da FUA as 5 HAA (tabela 4). Observamos maior EUA no grupo Mela
(M) em relagdao ao Mela vizinho (MV) as 3, 7 ¢ 30 HAA no primeiro contato e reducao de M
em relacdo a MV as 7 e 100 HAA no segundo contato (tabela 5).
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Figura 7 - Eficiéncia do uso da 4gua (EUA, umol CO, mmol-'H?O) referente ao primeiro e
segundo contato com metil jasmonato. A aplicagdo do metil jasmonato ocorreu as 6h da manha
(0 HAA). Os resultados da analise de variancia (ANOVA one way), seguido pelo teste Tukey
com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras minusculas indicam diferenga entre MelJa
e controle no respectivo contato, letras maiusculas indicam diferenga entre o primeiro e

segundo contato.

3.2. Etapa fotoquimica

A taxa de transporte de elétrons (ETR) das plantas do grupo Mela (M) apresentou
diferenca em relacdo ao controle (C) apenas as 7 HAA no primeiro contato. No segundo
contato, observamos reducao dessa taxa as 3 ¢ 7 HAA de M em relacdao a C, e um aumento as
100 HAA (tabela 3). Também observamos maior ETR nas plantas do grupo MelJa (M) na
primeira em relacao a segunda aplicacdo as 3, 5, 7e 9 HAA (figura 8 A). Nas plantas vizinhas,
observamos redu¢ao de MV em relagcao a CV as 100 e 9 HAA apds o primeiro e segundo
contato com o regulador, respectivamente (tabela 4). Nao observamos diferenca da ETR entre
Me MV.

Nao foi observada alteracao das plantas do grupo MeJa (M) em relagdo ao grupo controle

(C) na fluorescéncia maxima (Fwm), fluorescéncia basal (F9), dissipacao fotoquimica (qP) e
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rendimento quantico efetivo do PSII (®psn) (tabela 3). Contudo observamos aumento da Fm

nas plantas MelJa vizinho (MV) em relacao ao controle vizinho (CV) as 9 e 30 HAA durante o

primeiro contato, e as 5, 7, ¢ 9 HAA no segundo contato (figura 8 B e C). Também foi possivel

observar maior Fy de CV em relagdo a MV as 3 HAA no primeiro contato e as 100 HAA no

segundo contato (tabela 4). Observamos aumento de Fm das plantas do grupo Mela vizinho

(MV) em relagdo ao MelJa (M) as 5, 7 ¢ 9 HAA no segundo contato de metil jasmonato (figura

8 D) (tabela 5).
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Figura 8 - A) Taxa de transporte de elétrons (ETR, pmol.elétrons.m™s!) referente ao primeiro
e segundo contato com metil jasmonato dos grupos controle (C) e MeJa (M). B) Fluorescéncia
maxima (Fwm) referente ao primeiro e segundo contato com metil jasmonato dos grupo controle
vizinho (CV) e Mela vizinho (MV). C) Fmreferente ao segundo contato com metil jasmonato
dos grupos dos grupo controle vizinho (CV) e MelJa vizinho (MV). D) Fureferente ao segundo
contato com metil jasmonato dos grupos dos grupo MelJa (M) e Mela vizinho (MV). Letras
minusculas indicam diferenga entre os grupos no respectivo contato, letras maiusculas indicam
diferenca entre o primeiro e segundo contato no mesmo grupo. Os resultados da andlise de
variancia (ANOVA one way), seguido pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5%
(P<0,05).

Quanto a fluorescéncia basal (Fo), foi possivel observar aumento no Mela vizinho (MV)

se compararmos com o CV as 30 HAA no primeiro contato e 3 HAA do segundo contato (tabela

4). Quando comparamos a Fy entre MeJa (M) e MeJa vizinho (MV), observamos que as plantas
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do MV obtiveram maior Fy as 30 HAA no primeiro contato ¢ 3 HAA no segundo contato (tabela
5).

A dissipagdo fotoquimica (qP) do grupo MV foi menor em relagdo ao CV as 100 HAA
no primeiro contato € 5 ¢ 7 HAA no segundo contato (tabela 4). As plantas MelJa vizinho (MV)
também obtiveram maior dissipacao fotoquimica em relagdo ao grupo MelJa (M) as 100 HAA
no segundo contato (tabela 5).

O rendimento quantico efetivo do PSII (®psi) foi maior em MV em relagao a CV apenas
as 100 HAA no primeiro contato (tabela 4). Nao observamos diferenca entre MelJa (M) e

controle (C), e MeJa (M) em relagdo a MeJa vizinho (MV).

3.3. Analises anatomicas

Quanto aos aspectos anatémicos, as plantas do grupo MeJa vizinho (MV), apresentaram
redu¢do na area dos espacos intercelulares, menor didmetro de raiz e menor area ocupada pelo
estelo em relacao tanto as plantas do grupo MelJa (M) como em relagdo ao controle vizinho
(CV) (Figura 9). Nao foi observada diferenca no nimero de camadas celulares do cortex entre
nenhum tratamento, sendo que todas plantas apresentaram entre 7 ¢ 8 células. Contudo,
observamos menor espessura do cortex dos grupos C e M em relagdo aos grupos CV e MV. O
mesmo padrao de diferenga também foi observado em relagao ao numero de elementos de vasos

diferenciados do metaxilema e area do metaxilema.
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Figura 9 - Aspectos anatomicos de raizes de
Sorghum bicolor no 18° dia de experimento. A,
Area do espagco intercelular (um?). B, Didmetro da
raiz (um). C, Area ocupada pelo estelo (pm?2). Os
resultados da analise de variancia (ANOVA one
way), seguido pelo teste Tukey com nivel de
significancia de 5% (P<0,05). Dados referentes as
médias (n=4). Letras mailsculas indicam
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x Controle Vizinho). Letras minasculas indicam
diferencas entre mesmo grupo com aplicagao ou
vizinhas (Controle x MelJa e Controle Vizinho x
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3.4. Expressiao dos genes do desenvolvimento radicular

Nao observamos diferenga estatistica na expressao do gene SHR (tabela 6) quando

comparamos o controle (C) com o controle vizinho (CV) ou MeJa (M). Também nao

observamos diferenga na comparagao entre os tratamentos Mela vizinho (MV) e Mela (M) ou

controle vizinho (CV). Em nenhum dos momentos observamos alguma diferenca, tanto as 6,

12 € 200 horas ap0s a aplicagao de metil jasmonato tanto no primeiro, como no segundo contato.

Todavia, encontramos diferencga significativa quando comparamos a expressao do gene SHR

entre 0 mesmo tratamento no primeiro ¢ segundo contato. Observamos tendéncia a menor

expressao do tratamento M as 12 HAA no primeiro contato de metil jasmonato em relagdo ao

mesmo periodo no segundo contato (figura 10). Do mesmo modo, observamos menor expressao
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do tratamento MV as 12 HAA no primeiro contato em relagdo ao mesmo periodo no segundo
contato.

Nao realizamos a analise da expressao génica as 24 HAA tanto no primeiro, como no
segundo contato conforme previsto no cronograma inicial. O motivo pelo qual ndo realizamos
a analise, foi a baixa integridade do RNA das amostras (R/N), abaixo de 6,5. Esse baixo RIN
ndo nos daria seguranga para confirmar que a amplificagdo do cDNA por RT-qPCR estaria

realmente relacionado ao gene SHR.
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Figura 10 - Log da expressao relativa do gene SHR. A aplicagao do metil jasmonato ocorreu
as 6h da manha (0 HAA). Os resultados da analise de variancia (ANOVA one way), seguido
pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras maiusculas indicam
diferenca entre o primeiro e segundo contato.

3.5. Analise epigenética

Ap0s o processo de imunoprecipitacdo da cromatina, realizamos uma qPCR para analisar
a amplificacdo dos genes de interesse. Para isso, realizamos a amplificacdo tanto das amostras
com DNA imunoprecipitado quanto do controle negativo, ou seja, as mesmas amostras, porém
com DNA total, ndo imunoprecipitado. Ao término da qPCR, pudemos constatar baixa
amplificacao ou amplificagdo inexistente das amostras com DNA imunoprecipitado (figura 11
A e C). Contudo, observamos amplificacio do DNA nao imunoprecipitado das mesmas
amostras (figura 11 B e D).

Observamos pequena amplificacilo do DNA imunoprecipitado do gene SHR.
Confirmando esse resultado com a mesma temperatura de melting do DNA imunoprecipitado
com o DNA ndo imunoprecipitado (figura 12 A e B). O mesmo ndo ocorreu com o gene GST,
pois o observado na curva de melting nos indica a formagao de dimeros de primer ¢ ndo da

amplificacao da sequéncia esperada (figura 12 C e D).
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Figura 11 - Curva de amplificacdao. A) Amostras de DNA imunoprecipitado com primer do
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Figura 12 - Curva de melting. A) Curva de melting do DNA imunoprecipitado e amplificado do
gene SHR. B) Curva de melting do DNA nao imunoprecipitado e amplificado do gene SHR. C)
Curva de melting do DNA imunoprecipitado e amplificado do gene GST. D) Curva de melting
do DNA nao imunoprecipitado e amplificado do gene GST. Setas indicam curva de amplificacao
do DNA. Pontas de seta indica produto inespecifico, ou seja, DNA nao amplificado.
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4. DISCUSSAO

Através de avaliagdes durante e apos o primeiro e segundo contato com metil jasmonato,
foi possivel comparar o efeito do estimulo quimico recorrente. Também foi possivel avaliar a
comunicacdo entre plantas através da técnica Split-root. A comunicagdo e o possivel efeito de
memoria podem ser discutidos através dos seguintes parametros apresentados.

Derivado de um acido graxo, o metil jasmonato regula o crescimento e desenvolvimento
vegetal, sendo liberado apods estresse, como ferimentos e doencas (HOWE; MAJOR; KOO,
2018). A ativacao de uma cascata de sinalizagdo para a producao de jasmonato (JA) foi o efeito
inicial observado apos aplicacao exdgena de metil jasmonato (LIU et al., 2017). Uma hora apds
aplicacdo, o nivel de JA pode aumentar em até 10 vezes (FAGAN et al., 2015), acarretando a
inibicao do desenvolvimento vegetal, principalmente da raiz (LIU et al., 2017). Outro efeito do
JA ¢ a inibicdo da fotossintese, pois inibe a formagao e promove a degradacao da clorofila e da
rubisco, além de estimular o fechamento estomatico (RAKWAL; KOMATSU, 2001; ZHANG;
XING, 2008).

Estudo realizado por Suhita et al. (2004) em Arabidopsis, comprova que a aplicagao
exdgena de metil jasmonato acarretou o fechamento estomatico e consequentemente a reducgao
da condutancia estomatica (gs). Corroborando esse estudo, observamos a reducao de gs poucas
horas apos o primeiro contato com o regulador vegetal. A estratégia de fechamento estomatico
ap6s um evento de estresse desencadeia uma série de alteracoes fisiologicas, sendo uma delas
a diminui¢do da incorporacao de CO; no ciclo de Calvin-Benson. A menor incorporagao de
carbono diminui a taxa de assimilagdo liquida (4), conforme constado no grupo MelJa (M) logo
apods o primeiro contato. Outro fator correlacionado a abertura estomatica ¢ a transpiracao (F),
que no tratamento com o regulador vegetal, apresentou taxas menores ja na primeira medi¢ao
apds o primeiro contato.

A taxa de transpiracdo consiste na razao da quantidade de moléculas de carbono
incorporada pela planta e na quantidade moléculas de H>O que a planta consegue trocar com a
atmosfera. Esses dois fatores juntos nos indica a eficiéncia do uso da agua (FUA = A/E) (LIN
et al., 2018). Ao contrario da condutancia estomatica, assimilagdo de carbono e transpiragao, a
EUA do grupo Mela (M) foi maior em relagdo ao controle (C) no inicio do tratamento com o
regulador. O sorgo conseguiu manter alta FUA, semelhante demonstrado por Galmé et al.
(2007) e Gall¢ et al. (2007) em outras espécies de planta, pois a menor abertura estomatica
acarretou na baixa transpiragao, ou seja, menor denominador na razao (EUA = A/E) e, portanto,

uma menor perda d’agua para a atmosfera o que consequentemente eleva a EUA.
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Conforme citado anteriormente, o metil jasmonato além de interferir na abertura dos
estomatos, intervém diretamente na fotossintese, inibindo a formac¢ao da clorofila e ativando
enzimas que promovem degradacdo tanto da clorofila como da rubisco (FAGAN et al., 2015;
ZHANG:; XING, 2008). Essa interposi¢ao pode induzir o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) na planta, ocasionando uma reducdo na eficiéncia fotoquimica (RAKWAL;
KOMATSU, 2001). O metil jasmonato pode induzir o acimulo de EROs tanto no cloroplasto
como na mitocondria, atingindo o pico em uma a cinco horas apos o contato (ZHANG; XING,
2008). Esse acimulo de EROs no cloroplasto pode impedir a producao da enzima rubisco, o
que consequentemente impede a catalisagdao da reagao da molécula de CO, com uma molécula
de H>O e impossibilita a carboxilagdo no ciclo de Calvin-Benson (SHARMA et al., 2012).
Embora o metil jasmonato interfira diretamente na etapa fotoquimica da fotossintese, ndo foi
observada nenhuma diferenga estatistica nos valores de ETR, Fm, Fo, qP € no ®psi.

No segundo contato com o regulador, nao observamos diferenca entre o grupo Mela e o
grupo controle quanto a assimilagdo de CO, (4), condutancia estomatica (gs) e eficiéncia do
uso da agua (EUA). Porém se comparamos os dados do primeiro contato com metil jasmonato
com dados do segundo contato (tabela 3), podemos observar maior assimilacdo de CO> (4) do
grupo MelJa no segundo contato com metil jasmonato. Essa mesma diferenga entre primeiro e
segundo contato também foi observada quanto a condutdncia estomatica e a taxa de
transpiracao, dando indicios da existéncia de possivel memoria, pois em um segundo contato
com o elicitor, as plantas do grupo MeJa reestabeleceram seus parametros fisioldgicos maiores,
assemelhando ao grupo controle.

Organismos que possuem a capacidade de armazenar informagdes sobre experiéncias
prévias, podem comparar e avaliar experiéncias recentes, reagindo de forma mais rapida ou até
melhor do que em situagdes passadas (WITZANY, 2018). Segundo Okano et al. (2000), a
aprendizagem se baseia no processo de aquisicdo de memoria, adquirida a partir de mudangas
no comportamento do organismo. Esse aprendizado ndo pode ser observado diretamente,
portanto s6 podemos detectd-lo através de observacdes e comparacdes na alteragdo de
comportamento devido a uma experiéncia anterior (KAWECKI, 2010).

Walter et al. (2011), denominam esse tipo de memoria como “stress imprint”, resultado
de plasticidade fenotipica de uma espécie que demonstra respostas fisioldgicas otimizadas no
evento estressante seguinte (CRISP et al.,, 2016). Tal memoria pode estar relacionada a
mudangas na conformagao da cromatina (MADLUNG; COMALI, 2004) e, essa plasticidade em
segundo evento estressante deve-se a alteracdes epigenéticas, dando o nome de “efeito de

memoria” (BRUCE et al., 2007).
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Testamos tal efeito pela andlise da conformacao da cromatina, mais precisamente pela
trimetilacdo da lisina da posicao 4 da histona H3 (H3K4me3). Essa marca epigenética pode
ativar a transcricao de genes relacionados ao estresse ambiental (BIRD, 2007, MADLUNG;
COMAL, 2004). No caso do presente estudo, o esperado era que ocorresse a trimetilagdo apds
0 primeiro contato com o metil jasmonato, permitindo assim, facil acesso de enzimas de
transcrigdo a regido promotora do gene SHR e GST, consequentemente uma resposta mais
répida e eficiente em um segundo estimulo. Contudo nao obtivemos dados comprovando que
ocorreu a trimetilagao, pois a quantidade de DNA metilado nao foi significativa. Porém nao
podemos descartar que ndo ocorreu o efeito de memoria, porque apesar da quantidade de DNA
metilado ndo ser significativa, ainda assim pudemos constatar a metilagdo no DNA de alguns
individuos (figura 11 A).

A razao por observamos a diferenca de alguns individuos terem metilado seu DNA e
outros nao ¢ a diferenga individual. As plantas nao se comportam todas de mesmo modo,
mesmo que sejam clones uma das outras. Dentre uma determinada populagdo de clones, pode
existir diferenga no padrao de aprendizagem de um individuo para outro. Miller et al. (2012)
demonstraram que o padrao da atividade cerebral de humanos sao diferentes entre si quando
expostos a0 mesmo ambiente ou situagao cotidiana. Porém esse padrao pode ser consistente ao
longo do tempo, indicando que essas diferencas sdo devidas a diferencas sistematicas das
caracteristicas individuais, descartando erro no padrdao de coleta de dados. Ainda segundo
Miller et al. (2012), a diferenga observada no caso de humanos pode ser devida a diferencga no
estilo cognitivo ou estratégia utilizada pelo individuo para se recuperar de um episodio. O
mesmo pode ser estabelecido para as plantas. Os individuos de sorgo podem ter diferentes
estilos senciente ou estratégia distinta para se recuperar do estimulo causado pelo metil
jasmonato, ou seja, estratégia distinta para gravar um efeito de memoria.

Para ocorrer o efeito de memoria, o individuo que sofre estresse ambiental, estimula o
desencadeamento de uma cascata de sinalizacdao interna (SUHITA et al., 2004), permitindo
assim a resposta na planta como um todo. Porém, essa sinaliza¢ao pode nao ficar restrita apenas
ao individuo, ela também pode ser compartilhada com plantas ou organismos ao redor. Em
experimentos realizados em milho (Zea mays), Elhakeem et al. (2018) demonstraram que
apenas o toque da parte aérea de planta-planta pode desencadear respostas as plantas vizinhas
nao tocadas, através de comunicagao subterranea. Ainda no mesmo estudo, foi comprovado que
a raiz tem a principal capacidade de detectar o estado fisiologico alterado de plantas vizinhas
através de sinais quimicos liberados por elas, sendo que tal composto quimico recebe o nome

de exsudato radicular.

25



Em estudos realizado com feijao (Phaseolus vulgaris), Eke et al. (2016) observaram
exsudagdo de flavonoides pode assistir o desenvolvimento de micorrizas. A associagdao das
micorrizas com as raizes da leguminosa sdo estimuladas em caso de infec¢des, auxiliando
contra ataque de patogenos. Portanto podendo ser entendida pela planta vizinha como
sinalizagdo de defesa e causando em reducao de parametros biologicos. Ao que tudo indica, as
plantas do grupo MV receberam uma sinalizagdo ao estimulo sofrido pelo grupo M. Horas apos
o estimulo, observamos maior assimilacao ¢ condutancia estomatica do tratamento MV em
relagdo ao CV. Segundo Zhang & Xing (2008), o estimulo causado pelo metil jasmonato leva
de uma a cinco horas para afetar a etapa fotoquimica da fotossintese. Logo as 3 horas apos a
primeira aplicagdo observamos uma reducao de Fm e Fo de MV em relagao a CV, indicando
que ao entrar em contato pela primeira vez com o regulador vegetal, as plantas do grupo M
podem ter desencadeado um processo de comunicagao, resultando na diminuigdo de parametros
fotoquimicos, corroborando o estudo de Jacob et al. (2017), em que plantas de ervilha
responderam a presenga de vizinhos, desencadeando alteragcdes nos padrdes fisiologicos e
reduzindo o crescimento radicular (tabela 4).

Outra resposta interessante foi o aumento de Fm e Fo das plantas MV em relacdo a CV
no segundo contato (figura 8 C). Esses dados também nos indicam possivel comunicagao entre
as plantas, pois ao entrar em contato com metil jasmonato, as plantas do tratamento M podem
ter emitido sinais para plantas MV, aumentando a Fm ¢ Fo. De mesmo modo, também
observamos possivel efeito de memoria das plantas, ou seja, em segundo contato com o metil
jasmonato, a planta responde de forma mais rapida ao estresse (WALTER et al., 2013),
aumentando suas taxas de fluorescéncia horas apos o estimulo, caracterizando em sinalizagao
para a prevencao contra o estimulo do metil jasmonato.

A expressao do gene SHR tendeu a seguir o mesmo padrdo encontrado nas trocas gasosas,
ou seja, maior no segundo contato em relagdo ao primeiro contato. Doze horas apds o segundo
contato com metil jasmonato, o valor da expressao relativa do tratamento MV foi maior em
relagdo ao mesmo periodo no primeiro contato (figura 10). A maior expressao do gene SHR em
MYV no segundo contato (P=0,013), nos indica estratégia semelhante as respostas fisioldgicas,
evidenciando que o tratamento com metil jasmonato induziu a comunicagdo entre raizes,
elevando a expressao do gene SHR. Corroborando com o mesmo raciocinio, observamos uma
tendéncia a diferenca entre o tratamento M as 12 HAA no segundo contato em relacdo ao
primeiro contato (P=0,065). Descrevemos como tendéncia, pois o valor de P foi ligeiramente
acima de 0,05, significando uma tendéncia a diferenga estatistica. Quando comparamos todas

as seis analises da expressao génica do tratamento M entre si, ndo constatamos diferenga, porém
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o valor de P também tendeu a uma diferenga (P=0,056), nos indicando que um n amostral
maior, talvez nos mostrasse uma diferenca.

O aumento da expressdo pode estar correlacionado com o maior didmetro das raizes e da
area ocupada pelo estelo do tratamento M, pois a maior expressao do gene SHR esta diretamente
relacionada com o desenvolvimento lateral das células do tecido vascular (HAO et al., 2011),
retomada da diferenciacao do periciclo e desenvolvimento lateral das raizes (LEVESQUE et
al., 2006). Portanto, em contato com o regulador vegetal, a planta reduziu o crescimento
radicular, investindo em maturagdo e crescimento secundario da raiz. Por essa razao, podemos
observar menor area de espaco entre as células da raiz nas plantas do tratamento M e MV.

Deste modo, inicialmente plantas que receberam o estimulo apresentaram queda nos
parametros fisiologicos em resposta ao metil jasmonato, contudo no segundo estimulo, essa
resposta ndo diferiu do grupo controle indicando possivel efeito de memoria. Também
observamos que plantas que receberam o metil jasmonato podem ter sinalizado através de suas
raizes informacoes sobre o estimulo. Essa sinalizacao acarretou inicialmente a alteragdo dos
padrdes fisiologicos como condutdncia estomadtica, assimilagdo de carbono e etapas da fase
fotoquimica da fotossintese. No segundo contato, observamos que as plantas MV tiveram efeito
de memoria concomitante com efeito da comunicacao, proporcionando uma maior taxa de 4,
gs, F'm e Fo de MV em relagao a M. Esses dados corroboram em parte com duas de nossas
hipoteses, pois o metil jasmonato induziu a comunicagdo entre plantas e a sinalizagdo
produzidas por plantas em contato com metil jasmonato, alteraram os padroes fisiologicos e
expressao génica de plantas vizinhas. Portanto, temos elementos bioldgicos, para afirmar que a
comunicacdo entre plantas pode levar a manutencao de processos fisioldgicos em resposta a
alteragdes ambientais, antecipando respostas e elevando as chances de tolerar um possivel

futuro evento de estresse.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo investigou respostas moleculares, fisioldgicas e anatomicas de Sorghum
bicolor diante duas aplicagdo de metil jasmonato. Além de testar o efeito de memoria entre dois
estimulos e a ocorréncia da comunicagdo entre plantas.

Destacamos a dificuldade de trabalhar com RNA, pois pela sua alta instabilidade,
optamos por nao realizarmos analises de comprimento de raiz, para o congelamento da amostra
biologica o mais rapido possivel. Mesmo assim, ndo conseguimos uma boa qualidade de RNA
em duas das oito coletas de material bioldgico para a expressao génica. Portanto, infelizmente

ndo tivemos outra opc¢ao a nao ser descartar essas duas coletas.
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Outra dificuldade enfrentada foi a analise da marca epigenética. Poucos dados constam
na literatura para analises de metilacdo em raiz. Portanto, diversas vezes alteramos protocolos
encontrados, tentando adequar ao material que estavamos trabalhando. Acreditamos que o
resultado impreciso da epigenética e baixa diferenga na expressao génica nao foi resultado de
falta de dados na literatura, pois esse foi estabelecido e registrado para futuros experimentos, €
sim por um baixo estresse causado pelo metil jasmonato na planta.

Apesar dos resultados negativos, esperamos ter sanado algumas lacunas sobre o
conhecimento da comunicagao vegetal. Sendo assim, muito trabalho ainda precisa ser feito para

que possamos explanar como ocorre esse processo de memoria nas plantas.

6. TABELAS

Tabela 1 - RIN (RNA intergrity number) obtidos a partir de eletroferograma.

Amostra RIN Amostra RIN Amostra RIN Amostra RIN Amostra RIN Amostra RIN

7 8,40 1 8,40 3 780 53 7,80 45 8,70 69 7,50
8 8,00 2 6,70 4 890 54 7,20 46 8,60 70 7,10
13 8,30 17 8,50 11 8,50 93 8,00 65 8,40 81 8,10
. 14870 o 18 820 E 12840 _ 94 820 o 66 820 E 82 6,80
§ 19 8,30 g 23 780 £ 77 840 § 119 7,20 g 89 870| £ 97 6,50
S 20 840| © 24 810 S 78 820 8 120 840 | ° 90 850 ;° 98 7,70
"7 67 7,50 — 71 850| T 85 8,40 m 123 810 | ¢ 113 850 ' 109 6,50
€ 68 8201 & 72 8,60 § 86 840| & 124 780 | & 114 8,70 § 110 7,50
83 7,90 75 680 ' 99 820 127 690 | 115 830 T 121 7.80
84 7,40 76 8,20 100 7,50 128 8,40 116 8,40 122 6,20
91 8,50 171 8,10 105 8,50 177 7,40 175 8,40 161 6,90
92 7,40 172 8,00 106 7,20 178 7,20 176 8,50 162 6,50
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Tabela 2 - Iniciadores especificos utilizados na avaliagdo quantitativa da expressao génica via
RT- qPCR e na avaliagdo da metilagcao de histonas via qPCR.

Iniciador Gene Sequéncia 5' - 3' Amplicon Acesso
SHR FW AGCCCACAGTTGTTCTAATCC
Short Root 137 XM_021452376.1
SHR RV CCATCTCCACCTCATTGC -
SHR FW TGCCATTAAAAACCCCCTTC
Short Root 110 XM_021452376.1
SHR RV CCAACCTAAACAGCGTATCCA -
GSTFW Glutathione S- GAGTTTGGGTCCGAAGTT
128 XM_002459056.2
GST RV Transferase TAUS GACAGGAGCAGTGATGAAT -
GST FwW Glutathione S- CGAAGTTCGGACTTGAAGAA
183 XM_002459056.2
GST RV Transferase TAUS ATCTCCTCTGATCTTCTACCTC -
PP2AFW  Serine/threonine- CCGCAAAACCCCAGACTACT
180 XM_002453490.2
PP2A RV Protein Phosphatase CGAGAAAGCAGCAACAAAATC -
ElF4a FW Eukaryotic Initiation ATGAGCGGATGCTGTTTGAC
199 XM_002451491.2
EIF4a RV Factor 4o GAATAGAACCCGACCTTACCACT -
ACTFW GTGCTATTCCAGCCATCCTTCATTGG
Actin 1 159 XM_002456645.2
ACTRV GCGGTCAGCAATACCAGGGAAC
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Tabela 3 - Média (n=4) dos dados de assimila¢do de COz (4, pmol CO> ms™"), condutincia estomatica (gs, mmol.ms™"), taxa de transpiragio (E, mmol
vapor d’agua m2s™"), eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, mmol'H>0), taxa de transporte de elétrons (ETR, umol.elétrons.ms!), fluorescéncia
maxima (Fwm), fluorescéncia basal (Fp), dissipagdo fotoquimica (qP) e rendimento quantico efetivo do PSII (®psn), referente a primeira avaliagdo as 9
horas da manha, antes da aplicac¢ao do aleloquimico (Oh). CV: controle vizinha; MV: Mela vizinho. Os resultados da anélise de variancia (ANOVA one
way). Seguido pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras minusculas indicam diferenca entre Mela e controle no respectivo

contato, letras maiusculas indicam diferenca entre o primeiro e segundo contato.
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HAA A s E EUA ETR v Fo qP Dpsit
3h C 30,39+235 123,02+ 6,45 1,98 +0,27  14,32°+ 1,69 129,43 + 1,66 336,75+ 16,36  131,00+10,00  0,32+0,02 0,21 +0,01
M 25,64 +7,13  7544°+27.21 0,93°+0,42 2554 +£256 130,67 +26,70 308,94 +72,34 122,75+20,55 0,34 +0,05 0,21*+0,04
sh C 24,60°+£2,16 118,52°+1599 1,60°+0,08 15,86°+0,63 120,79 + 8,32 245,50+ 20,68 134,25+23,04 0,32+0,03 0,19+0,01
M 18,825+ 1,81 64,65%°+10,35 1,238+0,21 20,38 +2,91 151,59 +27,54 21325+93,11 109,25+3540 0,38+0,01 0,21 +0,08
h C 25,07+ 1,44 92,94*+5,88 1,52 +£0,25 16,65*+ 0,12 142,45*+ 3,89 258,25+ 65,96 104,25+14,93  0,35+0,01 0,22+0,02
° M 18,845+ 327 79,12°+ 4,24 1,58 £0,15 13,64+ 0,90 124,04*°+ 846 225,00+ 84,06 104,56°+14,31 0,36+0,06 0,20*+0,01
1
Contato C 23,44+092 72,37+3,99 1,33 +£0,11 17,18+1,03 115,27+9,83 264,50+ 42,34 111,10+7,34 0,28+0,03 0,17+0,03
%h
M 21,38 +3,33 74,48+ 6,09 1,32 +0,19 16,25 +£1,50 122,314 £25,67 291,50+37,21 120,00+ 12,44  0,33+0,08 0,19* £0,04
30h C 30,59+1,90 79,30 +16,65 1,77 +0,53 1547°+ 1,80 125,94+12,98  224,75+82,48 111,00+£19,97  0,32+0,04 0,20+ 0,02
M 29,87 £3,67 76,13 +£11,07 1,47°+0,28 20,93%*+ 1,61 142,53 £14,58 277,25+72,05 11525%+£9,29 0,41 +0,08 0,23 +0,02
100h C 42,55%+6,27 137,45 +17,38 2,61°+0,24 12,79+1,95 167,40+12,58  253,75+45,93 128,00+21,73 0,47+0,01 0,27 +0,02
M 32,47°+4,19 127,43 +547  3,39%%+0,39 11,97°+4,10 133,51+£33,01 261,50+86,13 14525+23,99 0,43*+0,07 0,24 0,06
3h C 29,39+2,14 90,34 + 12,86 2,16°+0,16 12,51 +1,77 103,78*+ 6,20 351,00 + 18,89 138,00 + 8,64 0,28+0,02 0,17+0,01
M 2492+444 77,27+11,63 1,33°+0,16  14,21°+2,33 86,35 +5,46 369,25+90,25 134,75+15,65 0,23°+0,02 0,14+ 0,01
sh C 2822+131 13428+21,03 2,635+026 11,28+1,21 117,75+17,34 231,75+ 37,76 122,25+18,19  0,40+0,07 0,17 +0,02
M 27,16*+£2,51 108,42* +6,48  2,132°+0,22 12,56+ 0,85 90,90° + 9,42 232,75+44,14 141,75+10,72  0,40+0,04 0,15+0,03
7h C 31,36+4,45 124,59 +6,75 1,85+0,24 14,88+ 0,54 119,411*+ 5,46  293,25+47,39 142,00 + 3,27 0,38 +0,32 0,18+0,01
20 M 26,28* £4,01 90,08 + 18,85 1,90 £0,16 1432+1,02  101,86%°+£8,18 216,25+55,49 144,75 +£25,05 0,37+0,03 0,16°+0,02
Contato  9h C 20,17+3,59 57,17+ 10,10 1,28 £0,24 15,04 +1,80 93,03 +12,55 225,75+ 47,67 137,75+14,89  0,33+0,04 0,13+0,01
M 20,84 +2,89 51,02 +2,69 1,14 £ 0,06 16,22 +£3,17  76,318+£12,74  24425+51,82 140,19+13,40 0,24 +£0,04 0,125+0,02
30h C 27,33+1,54 89,41"+8.30 1,95°+0,29 15,73 +1,43 105,85+ 4,62 276,25+ 18,73 142,00 + 8,64 0,31+0,02 0,17+0,01
M 30,64 £6,36 140,94+ 14,93 2,77%*+0,30 14,47°+2,37 119,94+20,86 321,50 +92,82 147,75 +£15,63 0,35+0,04 0,19+ 0,03
100h C 31,613+£1,83 63,76°+£10,50 1,08 +0,26 20,57 £4,780 113,18+ 7,65 291,75+ 25,17 141,75+16,17 0,34 +0,04 0,18 +0,01
M 38,73 +£2,54 87,68°+£10,19 1,69°+0,32 19.25%+£1,45 127,96*+2,95 316,00 + 12,49 141,00+ 3,83 0,385+ 0,02 0,20 + 0,00
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Tabela 4 - Média (n=4) dos dados de assimila¢do de COz (4, pmol CO> ms™"), condutincia estomatica (gs, mmol.ms™!"), taxa de transpiragio (E, mmol
vapor d’agua m?2s™"), eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, mmol'H>0), taxa de transporte de elétrons (ETR, umol.elétrons.m2s!), fluorescéncia
maxima (Fwm), fluorescéncia basal (Fp), dissipagdo fotoquimica (qP) e rendimento quantico efetivo do PSII (®psn), referente a primeira avaliagdo as 9
horas da manha, antes da aplicac¢ao do aleloquimico (Oh). CV: controle vizinha; MV: Mela vizinho. Os resultados da anélise de variancia (ANOVA one
way). Seguido pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras minusculas indicam diferenca entre MeJa e controle no respectivo

contato.
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HAA A g5 E EUA ETR Fu Fo qP ®psir
3 CV 3021*+1,13 89,35+19,16 2,04+0,70 20,49 +6,06 134,38 +9,43 383,00°+ 26,61 146,25°+7,93  0,36+0,05 0,21 +0,01
MV 2946+573 113,53%+£36,93 1,73+0,73  16,52+4,55 130,02*£19,39 301,00%° +58,52 108,00%° £ 14,79 0,35+0,06 0,21 +0,03
s CV 28,62+252 113,428+1476 1,99+030  13,64°+0,32 136,18+ 14,22  29225+65,74 136,00+£32,74 0,35+0,04 0,22+0,02
MV 29,73+432 106312+11,66 1,69+0,12  18,75%*+1,31 120,93+20,11  258,758+£63,37 123,00+35,04 0,35+0,06 0,19+0,03
o CV 19,40%°+196 70,12°+13,42  1,89+0,75  17,43*+£3,02 116,82+9,29 218,25+20,02  120,00+20,00 0,35+0,03 0,19+0,01
10 MV 2506%+3,42 97,75 +17,76  1,97+0,40  12,06%°+£0,79 116,47*£6,23  228,00°+25,03 116,00+33,67 0,34+0,03 0,18*+0,01
Contato on CV 2229+373 7826+573 1,54+0,17  13,20+1,64 108,10+9,83 134,75°£23,94 134,75+2394 028+0,03 0,17+0,02
MV 23,842 +2,12 81,82 +6,55 1,344 +0,42  15,13+2,96 130,75 £22,66 331,00°+47,38 127,00+19,70 0,35 +0,07 021" +0,04
300 CV 2921+6,39 110,68°+9,27  2,60°+049 25,63°+£6,64 144,69+1599 249,75°+2257 115,50°+ 11,24 0,39°+0,05 0,20 +0,03
MV 2721+477 140,70°+15,91 1,39°+0,39 17,24°+1,70 160,20 £ 14,80 368,00+ 41,04 141,00+ 15,12 0,41*+0,08 0,23 +0,02
CV 31,29°+444 93,43+831 2,50+0,32  15,28°+1,74 168,24°+539  29500+41,72 12525+12,69 0,46°+£0,02 0,27°+0,01
100h MV 3872°+190 104,96+16,25 2,04 +0,38 11,152+ 0,57 107,31°+£22,20 304,75* +£43,83 126,008 +8,00  0,35°+0,04 0,21°+0,02
- CV 25,13%+1,77 87,97°+7,89 1,62+034  16,13+3,10 101,71 + 8,99 309,00 £ 96,00  128,00°+ 17,74 0,31+0,05 0,18+0,03
MV 2532+338 63,07%°+6,02  1,28+0,52  19,77+9,56 8544%+ 1512 418,75 +65,12 153,75**+4,99 0,29+0,06 0,16+0,03
” CV 29,70 +6,84 14536*+2827 3,13+0,80  11,21°+1,04 133,97 +17,29  253,50°+43,36 120,75+ 13,10  0,42*+£0,05 0,21 0,03
MV 3385+1,66 138,68*+1425 231+0,53  14,09%+1,02 114,93+ 14,18 408,25+ 70,41 14225+2047 0,32°+£0,02 0,18 +0,02
7h  CV 30,45*£240 105,72°+7,61 1,70+0,19  16,79+1,19 102,47 +9,28 282,75°+£ 18,28 146,00 + 9,80 0,34°+£0,03 0,17 +0,01
20 MV 30,78*+£2,15 120,56°+5,72  1,94+038 17,06 £1,49 102,46°+4,19  340,00**+23,66 149,00+ 1322  0,29°+0,04 0,16%+0,01
Contato  9h  CV 22,96*°+2,56 91,40° + 6,74 1,74*+0,19  15,05+092 103,32°+6,34  255,50*+24,37 137.25+10,81 0,32+0,03 0,16+ 0,01
MV 16,53 +273 48495+ 1373  1,02%°+0,17 16,57+1,78 61,37%°+£539  341,75°+ 18,98 144,00 + 8,33 0,20% + 0,05 0,11%+0,03
20h CV 32,71+2,52 68,96+21,32 2,22+0,73  1502+2,09 118,38+12,70 308,00+23,94 134,00+ 8,64 0,37+0,04 0,17 +0,02
MV 3594+832 120,14+37,92 232+0,69 1593+252 129,38%+1548 332,00+£29,62 142,50+ 9,85 0,36+0,04 0,21 £0,02
CV 32,10+1,75 84,65+11,83 1,77+0,29 19,86 +221 111,93+7,76 346,50 + 34,51 146,75+12,95 0,31°+0,04 0,18 +0,01
100h MV 3503+387 88,17+17,92 2,06+041  22,93*+244 122.45+495 141,75%°+7.85 141,75 +7,85  0,43°+0,03 0,19+0,01
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Tabela 5 - Média (n=4) dos dados de assimila¢do de COz (4, pmol CO> ms™"), condutincia estomatica (gs, mmol.ms™!"), taxa de transpiragio (E, mmol
vapor d’agua m2s™"), eficiéncia do uso da adgua (EUA, pmol CO, mmol'H>0), taxa de transporte de elétrons (ETR, umol.elétrons.ms!), fluorescéncia
maxima (Fwm), fluorescéncia basal (Fp), dissipagcdo fotoquimica (qP) e rendimento quantico efetivo do PSII (®psn), referente a primeira avaliagdo as 9
horas da manha, antes da aplicagdo do aleloquimico (Oh). M: MelJa; MV: MelJa vizinho. Os resultados da analise de variancia (ANOVA one way).
Seguido pelo teste Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras minusculas indicam diferenga entre MeJa e MelJa vizinho do respectivo

contato.
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HAA A gs E EUA ETR v Fo qP Dpst

3h M 25,64+7,13 75,44 +£27,21 0,92 £0,42 25,54%+£2.56  130,67* £26,70 308,94 +72,34  122,75+2025 0,34 +0,05 0,21* +0,04

MV 29,46 £5,73 113,53*£36,93 1,73 +0,73 16,52° + 4,55 130,02 £19,39 301,00 +58,52 108,00%+ 14,79 0,35 +0,06 0,21 +0,03

sh M 18,82%°+£181 64,64%°+1035 1,23%°+0,21 2038*+2,91 151,59 +27,54 213,25+93,11 109,25+ 35,40  0,38+0,02 0,21 £0,08

MV 29,73*+£432  106,31%+11,66 1,68°+0,12 18,75 +1,31  120,93+20,11 258,75 +£63,37 123,00+35,04  0,35+0,06 0,19+0,03
h M 18,84%°+£327 7912+424 1,58 £0,15 13,64" £ 0,90 124,04* £8,46 225,00+ 84,06 104,56 14,32 0,36 +0,06 0,20* £ 0,01
1° MV 25,06%+£3.41 97,75+17,76 1,97 £0,40 12,06°°+£0,79 116,47 +6,23  228,00°+25,03 116,00+33,67 0,34 +0,03 0,18* £ 0,01
Contato oh M 21,37+3,33 74,48 + 6,09 1,31 +£0,19 16,25+ 1,50 122,314 £25,67 291,50 + 37,21 120,00 + 12,44 0,33 +£0,09 0,19* £ 0,04
MV 23,84%+2,12  81,82* £6,55 1,34 £0,42 15,13 +2,96 130,754 £22,66  331,00+47,38  127,00+£19,70 0,35 +0,07 0,21* £ 0,04

30h M 29,87 £3,67 76,135 £ 11,07 1,47°+028 20,93 +1,62 142,53 +14,58 277,25+72,05 11525%°+£929 0,41 +0,08 0,23 £0,02

MV 27,21 £4,77 140,70+ 15,91 1,37+ 1,39 17,24+ 1,70 160,20* £ 14,80 368,00+ 41,04  141,00°+ 15,12 0,41 +£0,08 0,23 £0,02

100k M 3247°+£4,19 127,43%+£547 3,39%+0,39 11,97°+4,10 133,51+£33,01 261,50+86,13  14525+23,99 0,43*+0,07 0,24+0,06

MV 38,75°+£191 10496°+16,25 2,04°+0,38 11,15%+0,57 107,31 +22,20  304,75*+43,83 126,00°+8,00  0,35+0,04 0,21 £0,02

3h M 24,92+444 77,27+ 11,64 1,32 +£0,16 14,218+£233  86,35% £ 5,46 369,25+90,25  134,75°+£15,65 0,235+0,02 0,145+ 0,01

MV 25,32 +£3,38 63,07% + 6,02 1,27 +0,52 19,77 £ 9,56 85,44% £ 15,12 418,754 +£65,12  153,75*+£4,99 0,29 +0,06 0,16 £0,03

sh M 27,16*°+251 108,42*°+6,49 2,13*+£0,22 12,56°+0,85  90,90° + 9,42 232,75+ 44,14 141,75+ 10,72 0,40 + 0,04 0,15+0,03

MV 33,85°+1,66 138,68+ 1425 2,31+0,53 14,098+ 1,02 114,93 +14,18  408,25**+£70,41 142,25+20,47 0,32 +0,02 0,18 £0,02
h M 26,28*+£4,01 90,08b+ 18,85 1,89+0,16 14,32°+1,02 101,86 +8,18  216,25°+55,49 144,75 +25,05 0,37 +0,03 0,16% £ 0,02
20 MV 30,78*+2,15 120,56 +5,72 1,94 £ 0,38 17,06 £1,49 102,462 +£4,19  340,00** 23,66 149,00+ 13,22 0,29 + 0,04 0,16% £ 0,01
Contato oh M 20,84 +£2,89 51,02 +2,70 1,13 £0,06 16,22 +3,17 76,318 +£12,74 244,25 +51,82 140,19+ 13,40 0,24 +0,05 0,125+ 0,02
MV 16,53%+£2,73  48,49° + 13,73 1,022+£0,17 16,57 +1,78 61,37 +£5,39 341,75 £ 18,98 144,00 + 8,33 0,20®+£0,05 0,118+0,03

30h M 30,64 £6,36 140,954 £14,93  2,77*+£0,30 14,47°+£237 119,94+20,86 321,50+92,82 147,75 £15,63 0,35+0,04 0,19+0,03

MV 35,94 £8,32 120,14 + 37,92 2,31 +0,69 15,93 +2,52 129,38% £ 15,48  332,00+29,62 142,50+ 9,85 0,36 +£0,04 0,21 £0,02

100k M 38,73 +£2,54 87,685+£10,19  1,69°+0,32 19,25*°+ 1,45 127,96 +2,95 316,00° £ 24,98 141,00 + 3,83 0,38%°+0,02 0,20 + 0,00

MV 35,03 +£3,87 88,17+17,92 2,06 £0,41 22,934 +£2.44 122,45+ 4,95 141,755 £ 7,85  141,75*+7,85  0,43*+0,03 0,19+0,01
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Tabela 6 - Expressdo relativa do gene SHR em raizes de sorgo. A expressao génica €
representada pelo produto (expressao relativa) do valor da expressao do gene SHR com o valor
de expressao dos genes normalizadores, PP2A4 e EIF4a. M;: tratamento MeJa no primeiro
contato com metil jasmonato; M»: tratamento MeJa no segundo contato com metil jasmonato;
MV: tratamento MeJa vizinho no primeiro contato do grupo M com metil jasmonato; MV2:
tratamento MeJa vizinho no segundo contato com metil jasmonato, Ci: tratamento controle no
primeiro contato do grupo M com metil jasmonato; Ca: tratamento controle no segundo contato
do grupo M com metil jasmonato; CV;: tratamento controle vizinho no primeiro contato do
grupo M com metil jasmonato; CV»: tratamento controle vizinho no segundo contato do grupo
M com metil jasmonato. Os resultados da anélise de variancia (ANOVA one way), seguido pelo
teste Tukey com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras maitsculas indicam diferenca
entre o primeiro e segundo contato.

6h 12h 200h
Expressao P Expressao P Expressao P
M, 3,510 1,055 3,428 £3,370 308,072 £ 515,299
0,196 0,400 0,366
Ci 14,794+ 12,558 6,543 +£3912 4,990 + 3,420 ’
MV, 6,009+ 1,757 2,348 £ 1,986 13,754 + 11,505
0,760 0,233 0,385
CVi  5545+1,718 ’ 4,780 £2,252 6,906 + 3,937 ’
M, 3,510 1,055 3,428 £3,370 308,072 £ 515,299
0,102 0,658 0,379
MV 6,009 + 1,757 ’ 2,348 £1,986 13,754 + 11,505 ’
14,427 £ 18,101 12,052 + 5,224 9,240 £ 1,926
My ™% 00 0461 “ 082 : 0,740
C2 29,991 +27,687 13,080 + 8,919 9,881 £2,447
MV, 13,526+ 11,657 0727 10,960 + 2,906 0.403 11,936 + 8,286 0.478
CVz2 17,239+12,621 15,681+ 8,255 16,168 + 4,381 ’
M, 14,427 +18,101 0.946 12,052 + 5,224 0.768 9,240 £ 1,926 0.612
MV: 13,526 +11,657 10,960 £ 2,906 11,936 + 8,286 ’
M, 3,510 1,055 3,428% £ 3,370 308,072 £ 515,299
0,356 0,065 0,232
M; 14,427+18,101 12,0524 £5224 9,240 £ 1,926 ’
MV, 6,009+ 1,757 2,348% £ 1,986 13,754 + 11,505
0,331 0,013 0,835
MV: 13,526 +11,657 10,960* £2,906 11,936 + 8,286 ’
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APENDICE

Tabela 7 - Aspectos anatomicos de raizes de Sorghum bicolor no 18° dia de experimento.
Os resultados da andlise de variancia (ANOVA one way), seguido pelo teste Tukey com nivel
de significancia de 5% (P<0,05). Dados referentes as médias (n=4) e desvio padrdo. Letras
maiusculas indicam diferengas entre grupo de plantas com aplicagdo e plantas vizinhas (Mela
x MelJa Vizinho e Controle x Controle Vizinho). Letras mintsculas indicam diferengas entre
mesmo grupo com aplicacdo ou vizinhas (Controle x MeJa e Controle Vizinho x Mela
Vizinho).

Gpos  Toamewo  pEtleswtn  Deeroder s st pe
Plantas com  Controle 757,38% £167,56 570,83+ 44,75  577,34° £ 107,58
aplicagdo Mela 637,35 + 25,56 632,41°+21,78 779,97 + 69,15
Plantas Controle Vizinho 776,66 + 72,90 587,304+ 31,22 635, 414 £ 26,37
vizinhas MeJa Vizinho 382,25 £ 42,68 464,22%° £49,76 482,06 + 56,50
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