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“How many roads must a man walk down,
Before you can call him a man?
How many seas must a white dove sail,
Before she sleeps in the sand?
Yes, and how many times must cannonballs fly,
Before they're forever banned?
The answer, my friend, is blowin'in the wind
The answer is blowin'in the wind

Yes, and how many years can a mountain exist,
Before it's washed to the seas (sea)

Yes, and how many years can some people exist,
Before they're allowed to be free?

Yes, and how many times can a man turn his head,
And pretend that he just doesn't see?
The answer, my friend, is blowin'in the wind

The answer is blowin'in the wind.

Yes, and how many times must a man look up,
Before he can see the sky?
Yes, and how many ears must one man have,
Before he can hear people cry?
Yes, and how many deaths will it take till he knows
That too many people have died?
The answer, my friend, is blowin'in the wind
The answer is blowin'in the wind ”

Blowin' in the wind — Bob Dylan
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FRANCO, D.M. COAMUNICAQAQ RADICULAR INDUZIDA POR DIFERENTES
TIPOS DE SUBSTANCIAS QUIMICAS. 2017. 82p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas — Botanica) — Instituto de Biociéncias, UNESP - Universidade Estadual Paulista,
Botucatu.

RESUMO - Devido a natureza séssil, 0s vegetais estdo sujeitos a modificacbes no ambiente
que podem levar a deficiéncia hidrica, atividade alelopética e herbicida, e necessitam de
respostas especificas para responder a elas. As respostas sdo induzidas pelas modificacdes, e
demandam tempo e energia para serem ativadas. A comunicagao vegetal pode ter importante
fungdo de processamento de informagéo, sinalizando sobre um evento estressante de uma
planta para outra. Essa sinalizacdo pode otimizar a aptiddo de aclimatagdo ao estresse
ambiental. Portanto, investigamos se diferentes tipos de substancias podem induzir
comunicagdo radicular em plantas de Sorghum bicolor (sorgo). Observando como a
sinalizacéo recebida por plantas vizinhas reflete alteragdes nos parametros avaliados, como o
crescimento de raiz e parte aérea, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, atividade de
enzimas antioxidantes e expressdo de genes do desenvolvimento de raiz. Para isso
submetemos plantas de sorgo com 25 dias apds semeadura aos tratamentos com manitol,
glifosato, extrato de Copaifera langsdorffii (copaiba), acido indol-3-butirico (IBA) e rutina
por 168 horas. Apenas a planta do primeiro vaso teve contato direto com as substancias,
caracterizando-a como planta tratada e a planta sem tratamento como planta vizinha. Os
resultados indicam que as plantas vizinhas ao receberem comunicagédo apresentam reducéo do
desenvolvimento de raiz. Com excecdo do tratamento com extrato de copaiba, todos as
plantas apresentaram alteracdo da condutancia estomatica. A sinaliza¢do induzida por plantas
com manitol e extrato de copaiba podem alterar a taxa de transporte de elétrons no
fotossistema Il. Quanto ao contetdo relativo de &gua, apenas o glifosato ndo induziu
comunicacdo para alteracdo nesse parametro. Os resultados da expressdao dos genes de
desenvolvimento de raiz, indica a divisdao dos tratamentos em dois grupos, com substancias
intrinsecas (IBA e rutina) ao metabolismo vegetal que ndo induzem expressao diferencial dos
genes e as extrinsecas (manitol, glifosato e extrato de copaiba) que alteram a expressdo dos
genes. A sinalizacdo para alteracdo desses genes sO transmitida para plantas vizinhas quando
as plantas tratadas também apresentam alteracdo. Apenas o0s tratamentos com manitol e
glifosato induziram a atividade da enzima peroxidase transmitindo sinalizacao para as plantas
vizinhas que também apresentaram aumento na atividade desta enzima. Para que ocorra a
comunicacdo radicular de uma planta com a outra é necessario que uma das plantas receba um
estimulo externo, como a aplicacdo de substancias de natureza e atividades distintas.
Substancias com atividade caracteristicas vao induzir o vegetal a produzir respostas, que
podem alterar diferentes vias no vegetal e estimular a producéo de sinalizadores para a planta
vizinha que ndo foi afetada por aquela substancia. Podemos concluir que as plantas de sorgo
ao serem afetadas com as diferentes substancias aplicadas como tratamentos, transmitem sinal
para as plantas vizinhas sobre as condices em que se encontram expostas no ambiente. A
experiéncia prévia de estresse ou a memdria compartilnada através da comunicacdo entre
plantas € um importante mecanismo de adaptacdo ao ambiente, pois na natureza nem todos 0s
individuos da populacdo serdo expostos as alteracfes ambientais ao mesmo tempo. Porém a
inter-relacdo entre eles pode levar a uma rede de respostas. As plantas vizinhas ao receberem
esse sinal podem antecipar respostas aumentando as chances de tolerancia as alteracGes
ambientais, 0 que garante a versatilidade para lidar com estresses abioticos equilibrando as
respostas de defesa com o desenvolvimento.

Palavras-chave: crescimento, modificagdo de respostas, expressdo génica, estresse e
sinalizagdo de raiz.
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FRANCO, D.M. ROOT COMMUNICATION INDUCED BY DIFFERENT TYPES OF
CHEMICAL SUBSTANCES. 2017. 82p. Thesis (PhD in Biological Sciences - Botany) —
Institute of Biosciences, UNESP — Séo Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT - Due to the sessile nature, the plants are subject to changes in the environment
that can lead to water deficiency, allelopathic activity and herbicide, and require specific
responses to respond to them. Responses are induced by modifications, and it takes time and
energy to activate. Plant communication can have an important information processing
function, signaling a stressful event from one plant to another plant nearby. This signaling can
optimize acclimatization ability to environmental stress. Therefore, we investigate whether
different types of substances can induce root communication in sorghum plants. Observing
how the signaling received by neighboring plants reflects changes in the parameters
evaluated, such as root and shoot growth, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
antioxidant enzyme activity and expression of root development genes. In order to do this, we
submitted Sorghum bicolor (sorghum) plants 25 days after sowing the treatments with
mannitol, glyphosate, Copaifera langsdorffii (copaiba), indole-3-butyric acid (IBA) and rutin
for 168 hours. Only the plant that had direct contact with the substances, characterizing it as a
treated plant and the untreated plant as a neighboring plant. The results indicate that
neighboring plants receiving communication present reduced root development. With the
exception of the treatment with copaiba extract, all the plants showed a change in stomatal
conductance. Signaling induced by plants with mannitol and copaiba extract may alter the rate
of electron transport in photosystem Il. Regarding the relative water content, only glyphosate
did not induce communication to alter this parameter. The results of the expression of the root
development genes indicate the division of the treatments into two groups with intrinsic
substances (IBA and rutin) to plant metabolism that do not induce differential expression of
the genes and the extrinsic ones (mannitol, glyphosate and copaiba extract) which alter the
expression of the genes. Signaling for alteration of these genes is only transmitted to
neighboring plants when the treated plants also change. Only treatments with mannitol and
glyphosate induced the activity of the peroxidase enzyme, transmitting signaling to
neighboring plants that also showed an increase in the activity of this enzyme. For root,
communication to occur from one plant to another it is necessary for one of the plants to
receive an external stimulus, such as the application of substances of different nature and
activities. Substances with characteristic activity will induce the vegetable to produce
responses, which can alter different pathways in the plant and stimulate the production of
flags for the neighboring plant that has not been affected by that substance. We can conclude
that the sorghum plants, when affected with the different substances applied as treatments,
transmit signals to neighboring plants about the conditions in which they are exposed in the
environment. Previous stress experience or shared memory through plant-to-plant
communication is an important mechanism of adaptation to the environment, since in nature
not all individuals in the population will be exposed to environmental changes at the same
time. However, the interrelationship between them can lead to a network of responses.
Neighboring plants receiving this signal can anticipate responses by increasing the chances of
tolerance to environmental changes, which ensures the versatility to deal with abiotic stresses
by balancing defense responses with development.

Keywords: growth, response modification, gene expression, stress e root signaling.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais, caracterizados por serem sésseis, estdo sujeitos a adversidades ambientais
que podem lhes causar dano. Assim, a capacidade de resistir aos eventos estressantes aos
quais estdo sujeitos durante seu ciclo de vida é fundamental para o sucesso da espécie. A
comunicacgdo vegetal pode ter importante funcdo de processamento de informagdo (GROSS,
2016), pois a sinalizacdo sobre um evento estressante de uma planta para outra planta vizinha,
pode levar a ativagcdo de mecanismos de tolerancia, antes de ser exposta a condi¢do adversa.

Porém tanto os mecanismos de defesa quanto de comunicacdo entre 0s vegetais, sao
mediados por compostos quimicos produzidos em diferentes tecidos e Orgdos e um dos
mecanismos de liberagdo desses compostos é a exsudagdo radicular (NADIN, 2016;
VENTURI; KEEL, 2016). Um fator importante para que ocorra comunicacgéo radicular é a co-
ocorréncia espacial de raizes de plantas vizinhas, pois, apesar do distanciamento da parte
aérea, o crescimento radial permite o contato com raizes de outras plantas e possibilita a
comunicagédo quimica.

Alteracbes abioticas, como a deficiéncia hidrica, compostos do metabolismo
secundario (alelopatia), compostos herbicidas aplicados em cultivares agricolas, podem alterar
a homeostase aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e causar
estresse, acarretando na baixa produtividade e degradacdo das reservas, levando o vegetal a
morte (DAT et al., 2000; GASPAR et al., 2002; CRISP et al., 2016). Na natureza a
deficiéncia hidrica pode ocorrer pela baixa disponibilidade de agua ou por alteracfes no
potencial osmotico do solo, provocado por altas concentragdes salinas ou por substancias
osmoticamente ativas como o manitol, levando a reducdo do potencial hidrico, diminuindo a
eficiéncia de absorcdo de agua pelas raizes (GIMENEZ; GALLARDO; THOMPSON, 2005).
Os processos fisiologicos em plantas sdo dependentes do nivel de hidratagdo das células e

tecidos. Na fotossintese, a absor¢do das moléculas de carbono é possibilitada através da
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pressao de turgor nas células guardas, abrindo os ostiolos estométicos, permitindo a perda de
agua pela transpiragdo e a entrada do CO, (CHAVES et al., 2002).

A producdo e liberagdo de compostos do metabolismo secundério ou especializado em
plantas (aleloquimicos) podem causar o fendmeno da alelopatia (INDERJIT; CALLAWAY;
VIVANCO, 2006; BELZ, 2007), mecanismo de interacdo quimica pelo qual uma planta inibe
ou promove o desenvolvimento de outra planta para o proprio beneficio, na competicdo por
luz, agua e nutrientes (RICE, 1984; BAIS et al., 2003; BELZ, 2007). Dentre os aleloquimicos
mais estudados temos o grupo dos flavonoides, compostos polifendlicos mais comuns em
plantas (OTEIZA et al., 2005; BUER; IMIN; DJORDJEVIC, 2010). Na natureza, 0s
flavonoides sdo encontrados sob a forma de glicosideos, porém podem apresentar formas
glicosiladas devido a transformacdes fotoquimicas (WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS,
2001; SISA et al., 2010). A atividade bioldgica desempenhada pelos flavonoides com maior
destague € a antioxidante, que pode ser demonstrada através da limitacdo da producdo de
EROs e/ou eliminagdo delas e esta associada a substituicdo da hidroxila do anel B (RICE —
EVANS; PACKER, 1998; BAIS et al., 2003; TAYLOR; GROTEWOLD, 2005; PEER;
MURPHY, 2007; AGATI et al., 2012). Tambem apresentam propriedades estimulantes para a
comunicacdo entre membranas, regulacdo do crescimento celular, inducdo de enzimas de
detoxificacdo, inibicdo da germinacdo e crescimento de plantulas (MACIAS et al., 1997;
HOAGLAND; WILLIAMS, 2004; FRANCO et al., 2015b, 2016). Muitos autores relatam que
0 padrdo de substituicdo do anel B dos flavonoides é provavelmente responsavel pela
atividade alelopética e a associacdo estrutura-atividade esta relacionada a fitotoxicidade destes
compostos (BAIS et al., 2003; ALMEIDA et al., 2008; DE MARTINO et al., 2012).

Dentre as substancias com atividade herbicida, o glifosato € uma comumente usada na
agricultura, e atua principalmente na via do acido chiquimico inibindo a enzima 5-enolpiruvil-

chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), que catalisa a condensac¢do do &cido chiquimico e do
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fosfoenolpiruvato, afetando a sintese de amino&cidos essenciais e compostos fendlicos
(STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; PIOTROWICZ-CIESLAK, ADOMAS;
MICHALCZYK, 2010; MAEDA; DUDAREVA, 2012). E também acumulado em regides
meristematicas afetando diretamente o desenvolvimento vegetal (DUKE, 2016).

De modo geral, moléculas com potencial estressante podem alterar a producdo e o
acumulo de EROs, geralmente acompanhada da ativacdo de sistemas celulares de defesa,
como a producdo de enzimas antioxidantes (BAIS et al, 2003; GNIAZDOWSKA,;
BOGATEK, 2005). A alteragdo metabdlica resultante da producdo de EROs, leva a inibicdo
do desenvolvimento do vegetal, pois a demanda energética para producdo de moléculas de
defesa € alta e assim, a inibicdo do crescimento de raiz € um dos primeiros parametros de
desenvolvimento afetado (FERREIRA; AQUILA, 2000; PRATES et al., 2000).

A via regulatoria do desenvolvimento radicular € dependente da atividade de genes
que induzem a sinalizacdo bioquimica e fisioldgica necessaria para 0 processo. Foram
identificados diferentes genes que regulam o crescimento indeterminado das raizes. Um
destes genes codifica a proteina SHORT- ROOT (SHR), um fator de transcricdo da familia
GRAS [GIBBERELLIN INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GA1-3 (RGA), SCR] e
componente chave no caminho de desenvolvimento que regulam a especificacdo do grupo de
células meristematicas da raiz, bem como a padronizacao radial em Arabidopsis (BENFEY et
al., 1993; NAKAJIMA et al., 2001). Fatores de transcri¢do da classe 111 homeodomain leucine
zipper (HD-ZIP 111) — REVOLUTA (REV), PHABULOSA (PHB) e PHAVOLUTA (PHV)-
controlam a formacdo do meristema apical e lateral (OTSUGA et al., 2001; EMERY et al.,
2003). A expressao destes fatores de transcri¢do especifica os tipos de tecidos vasculares no
inicio do desenvolvimento nas regides apicais (CARLSBECKER et al., 2010).

Neste contexto, a comunicagdo radicular se caracteriza como um importante sistema

de sinalizagdo aos diferentes tipos de alteracbes abioticas. Pois, as plantas vizinhas ao
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receberem o sinal sobre a alteragdo, podem antecipar respostas, aumentando as chances de
tolerar essa alteracdo e ndo sofrerdo estresse. Com essa estratégia, apesar de alguns individuos
sofrerem com a alteracdo mais do que outros, a populagdo é mantida. Portanto, com a
aplicacdo de manitol (deficiéncia hidrica), extrato vegetal, rutina (alelopatia), glifosato
(herbicida) e &cido indol-3-butirico (regulador vegetal) poderemos observar se plantas sob
efeito de alguma dessas moléculas, ao receber sinalizacdo, comunicam-se com plantas

vizinhas.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo testamos nossa hipotese observamos que:

- As plantas de sorgo ao serem afetadas com as diferentes substancias aplicadas
como tratamentos, transmitem sinal para as plantas vizinhas sinalizando sobre as condicdes
em que se encontram expostas no ambiente.

- As plantas vizinhas ao receberem esse sinal podem antecipar respostas
aumentando as chances de tolerancia as alteracGes ambientais. Uma vez que, essas plantas,
apresentam alteracdes na expressdo dos genes do desenvolvimento de raiz, parametros de
crescimento, condutancia estomatica e contetido de agua, porém ndo apresentam alteracdo em

parametros da fluorescéncia da clorofila a e na taxa de assimilagéo de CO..
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