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RESUMO

Em ecossistemas aridos e semiaridos padrbes irregulares de precipitacdo sao
constantes, promovendo modificagfes fisiologicas, bioguimicas e moleculares nas
plantas, em qualquer periodo do seu ciclo de vida, incluindo a germinacéo,
crescimento vegetativo e reprodutivo. Estudos apontam que uma exposicao prévia a
um determinado estresse pode induzir respostas mais rapidas e efetivas a estresses
subsequentes, sugerindo uma memoaria ao estresse. Considerando a importancia que
o déficit hidrico exerce sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal, este estudo
avaliou os efeitos dos ciclos de hidratacéo e desidratacao (HD) sobre a germinacéo e
crescimento vegetativo de plantas de Cenostigma pyramidale (Catingueira), em
associacdo a memoria ao referido estresse. Sementes da Catingueira foram
submetidas a diferentes ciclos de HD durante a germinacdo das sementes
(desidratacdo simulado por PEG 6000) em diferentes potenciais osmoticos.
Parametros fisioldgicos como porcentagem, sincronia, tempo e velocidade média de
germinacao foram avaliados. Adicionalmente, plantas jovens foram avaliadas apos
quatro ciclos de HD avaliando-se, também, quanto parametros fisioldgicos. A analise
molecular foi realizada através da expressao diferencial de genes de memodria a
deficiéncia hidrica. Sementes que passaram pelos ciclos de HD (tratamento SHD)
apresentaram melhoras significativas em todos os parametros avaliados durante a
germinacao. O tratamento SHD também favoreceu germinacdo em potenciais hidricos
mais negativos, sugerindo uma resposta positiva da memoria hidrica no processo.
Resultados positivos também foram obtidos com plantas tratadas com ciclos de HD
(tratamento PHD), as quais foram capazes de mater seu status hidrico, mesmo
durante o periodo de desidratacdo continua (DC). A raiz foi 0 orgdo predominante no
armazenamento de amido e acumulo de acgUcares soluveis. Dos cincos genes de
memoria analisados, trés (E3 ubiquitin-protein ligase CpRZF1; PYR_PYL_RCAR_like
e PRK11107_GAF) foram diferencialmente expressos, revelando insights sobre uma
possivel memoaria hidrica na espécie estudada. Em conjunto, nossos dados ressaltam
a importancia de estudos que visam compreender como as espécies de regides aridas
e semiaridas, como a Catingueira, respondem a situacdes de estresse, especialmente
sob condi¢des de pouca disponibilidade hidrica, visando o desenvolvimento de plantas
mais tolerantes a seca, considerando as crescentes mudancas climaticas globais.

Palavras-chave: Catingueira; Germinacao; Hidratacdo descontinua; Memoria hidrica.



ABSTRACT

In arid and semiarid ecosystems irregular precipitation patterns are constant,
promoting physiological, biochemical and molecular modifications in plants, which can
occur in any periods of the life cycle, including germination, vegetative growth, and
reproduction. Studies indicate that previous exposure to a given stress can induce
faster and more effective responses to subsequent stresses, which is related to stress
memory. Considering the importance that water déficit has on plant growth and
development, this study evaluated the effects of hydration and dehydration (HD) cycles
on the germination and vegetative growth of Cenostigma pyramidale (Catingueira)
plants in association to dehydration stress memory. The seeds of Catingueira were
subjected to different HD cycles during germination process (dehydration simulated by
PEG 6000) at different osmotic potentials. Physiological parameters such as
percentage, synchrony, time and average germination speed were evaluated.
Additionally, young plants were evaluated after four HD cycles, also assessing
physiological parameters. Molecular analysis was performed through the differential
expression of dehydration stress memory genes. Seeds that underwent HD cycles
(SHD treatment) showed significant improvements in all parameters evaluated during
germination. SHD treatment also favored germination at more negative water
potentials, suggesting a positive response of dehydration memory. Positive results
were also obtained with plants treated with HD cycles (PHD treatment), which were
able to maintain their water status, even during the period of continuous dehydration
(CD). The root was the predominant organ in starch storage and soluble sugars
accumulation. Of the five memory genes analyzed, three (E3 ubiquitin-protein ligase
CpRZF1; PYR_PYL_RCAR_like and PRK11107_ GAF) were differentially expressed,
revealing insights into a possible dehydration stress memory in the studied species.
Taken together, our data highlight the importance of studies that aim to understand
how species like Catingueira respond to stress situations, especially under conditions
of low water availability, aiming at the development of plants that are more tolerant to

drought, considering the increasing global climate changes.

Keywords: Catingueira; Germination; Discontinuous hydration; stress memory.
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1. INTRODUCAO

A seca €, majoritariamente, uma das principais perturbacdes ambientais
globais, com efeitos sobre 0s mais diversos sistemas incluindo o solo, crescimento da
vegetacdo, a fauna, a qualidade da &gua, entre outros (VICENTE-SERRANO et al.,
2020). No bioma Caatinga, a irregularidade das chuvas e a alta taxa de
evapotranspiracdo resultam na baixa disponibilidade de agua nesses ambientes
(MEIADO et al.,, 2014; LIMA e MEIADO, 2018). No entanto, algumas espécies
apresentam a capacidade de germinar sob temperaturas mais elevadas e baixa
disponibilidade hidrica, evidenciando maior tolerancia em relacdo aquelas de
ecossistemas mais umidos (DANTAS et al.,, 2020). Um exemplo é a Catingueira
[Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G. P. Lewis], cuja maturacdo das
sementes ocorre no final da estacao seca, tornando-se aptas para germinar mesmo
sob condicbes de temperaturas elevadas (DANTAS et al. 2008; MEIADO et al.,
2012; 2016). Trata-se de uma espécie da familia Fabaceae, nativa da Caatinga, que
apresenta potencial madeireiro, medicinal, forrageiro, na restauracdo florestal e,
sobretudo, uma alternativa sustentavel para regides de clima arido ou semiarido
(QUEIROZ, 2009; MATIAS et al., 2018; VILELA et al., 2021).

No entanto, as variacdes nos niveis de precipitacdo nessas regides contribuem
para o fenbmeno conhecido como ciclos de Hidratagcdo Descontinua (ou ciclos de
hidratacéo e desidratacdo - HD) (MEIADO et al., 2013) — um fator fundamental para
persisténcia e dindmica das sementes. Considerando este cenario, 0 processo de
embebicdo de sementes ortodoxas da Caatinga é descontinuo e pode desencadear
uma protecdo ecofisiologica aprimorada. Isso significa que as sementes, ao
germinarem novamente, podem evocar a informagdo armazenada para um
estabelecimento inicial mais eficiente (SARMENTO et al., 2020). Indmeros estudos
tém demonstrado os beneficios dos ciclos de HD durante a germinacdo, associando
suas causas ao fenbmeno de ‘memodria hidrica’, cujos pricipais efeitos sdo uma maior
velocidade da germinacdo em um menor periodo de tempo, um padrdo mais
coordenado, assim como maior porcentagem germinativa (DUBROVSKY, 1998; LIMA
et al., 2018; NICOLAU et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

Diante este cenario, a aptiddo das sementes e plantas em identificar,

memorizar e se comunicar, fazem um organismo altamente capaz de se moldar aos
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ambientes flutuantes (MANCUSO, 2019). Esse mecanismo de “aprendizagem”, sejam
por sinais quimicos, elétricos ou transcricionais, € conhecido como memoria,
aclimatacdo, condicionamento ou priming (estado de alerta) (THELLIER; LUTTGE,
2013; CRISP et al.,, 2016; ZUO; AHAMMED; GUO, 2023). Diversos trabalhos
demonstram que sucessivos estresses durante o desenvolvimento das plantas podem
melhorar a resposta em relagcdo ao estresse anterior (VIRLOUVET et al., 2018;
GALVIZ; RIBEIRO; SOUZA et al., 2020) ou a outro estresse (crossover) (WALTER et
al., 2013; HOSSAIN et al., 2020; ROSSATTO et al., 2023). Dentre os varios fatores
que participam no mecanismo de memodria incluem: modulagbes dos seus niveis
transcricionais (DING et al., 2012; VIRLOUVET et al.,2018; KIM et al., 2020), marcas
de metilacdes de citosinas em regides promotoras do DNA, regulacdo por ncRNAs
(LAMKE; BAURLE, 2017; SRIVASTAVA et al., 2021), alteragdo na dinamica dos
carboidratos néo estruturais (CNEs) (SANTOS et al., 2021; 2022), ajuste hormonal
(MARCOS, 2018a, 2018b; WANG et al., 2021; ROSSATTO et al., 2023), sinalizacao
de cainais de calcio (KNIGHT; BRANDT; KNIGHT, 1998), na ativacdo de enzimas
antioxidantes (MENCONI et al., 1995; RAMIREZ et al., 2015; AULER et al., 2021), nos
parametros fotossintéticos (TANKARI et al., 2021; FUENTE et al., 2023), entre outras.

Diante deste panorama, a investigacdo do perfil de expressdo de genes
relacionados a memoéria do estresse, em especial aqueles responsivos a
desidratacdo, emergiu como um campo de pesquisa fascinante. O crescente nimero
de publicacdes acerca desse tema reforca a importancia dos genes de memaoria como
alvos a serem utilizados no melhoramento genético vegetal, visando plantas cada vez
mais tolerantes aos estresses abidticos. Neste contexto, a transcriptdmica, juntamente
com a andlise da expressdo diferencial via RT-gPCR tém sido metodologias
amplamente utilizadas para este propdésito (GUEDES et al., 2019).

Tendo em vista que estudos sobre a dinamica fisiologica, bioquimica e molecular
de espécies nativas da Caatinga ainda sejam escassos, este trabalho buscou
compreender os mecanismos de memoria em C. Pyramidale submetida a ciclos de

HD nas sementes e no seu crescimento vegetativo, visando maior tolerancia a seca.



17

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

v

Avaliar os mecanimos fisiologicos, bioquimicos e moleculares relacionados a
memoria ao déficit hidrico na Cantigueira (Cenostigma pyramidale) pela
imposicao de ciclos de hidratacdo e desidratacdo nas sementes e plantas

jovens.

2.2 Especificos

v

Compreender como as sementes de C. Pyramidale se tornam vidveis em

bancos de sementes no solo apds estresses recorrentes de seca.

Analisar a influéncia dos ciclos de Hidratacdo e Desidratacdo (HD) nos
parametros germinativos de sementes da C. Pyramidale.

Investigar a eficiéncia do condicionamento por ciclos de HD (na fase germinativa
e vegetativa), como estratégia para melhorar a resisténcia da C. Pyramidale aos

efeitos adversos da desidratacdo continua durante a fase juvenil da espécie.

Avaliar a dindmica dos Carboidratos Nao Estruturais (CNEs) no acumulo e no
armazenamento de energia (acucares sollveis e amido) nos diferentes tecidos
da C. Pyramidale tanto na fase de reidratacdo como durante os periodos de

deficiéncia hidrica.

Escrutinar um grupo de genes candidatos para analise in silico no transcriptoma
da C. Pyramidale, além de avaliar a expressao diferencial destes, via RT-gPCR

em plantas submetidas ao ciclo HD em relacao ao controle.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Condicdes edafoclimaticas na Caatinga

A Caatinga compde um dos seis biomas Brasileiros, estendendo-se pelos
estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui,
Sergipe e o0 norte de Minas Gerais, ocupando aproximadamente 10% do
territério nacional (IBGE, 2019). E uma regido ecologicamente e evolutivamente
heterogénea, constituindo um repositério importante de biodiversidade, com
caracteristicas distintas e identidade prépria (da SILVA et al., 2018a; FERNANDES et
al., 2020). Embora composto por elementos floristicos de diferentes biomas (Savanas,
Florestas Tropicais, Campos Rupestres e Floresta Tropical Sazonalmente Seca) (da
SILVA, et al., 2018a), a baixa precipitacdo pluvial anual (distribuida em intervalos
curtos e irregulares) caracteriza a Caatinga como uma Floresta Tropical
Sazonalmente Seca (QUEIROZ, 2009).

Nesses ambientes (semiaridos), a germinacédo e o estabelecimento inicial de
plantulas séo fortemente influenciados, principalmente, por fatores abi6ticos (como
temperatura, disponibilidade hidrica, luminosidade e/ou propriedades fisico-quimica
do solo) (ABUD et al., 2010; SILVA et al., 2017; ALMEIDA et al., 2020; BONFIM et al.,
2021; MORO et al., 2021).

As temperaturas elevadas interferem na qualidade, estrutura e diversididade do
ecossistema, incluindo solo, ar e a vegetacédo (VICENTE-SERRANO et al., 2020). Tal
condi¢do é acompanhada por uma cascata de sinaliza¢des envolvendo fatores fisicos,
como: alta radiacdo solar, baixa umidade do ar, aumento da evapotranspiracao,
alteracdo no balanco hidrico e a deficiéncia hidrica, culminando no estresse por
deficiencia hidrica em sementes e plantas (SANTOS et al., 2022). A reducédo de agua
no solo ocasiona a diminui¢cdo da solubilidade de ions, impactando de maneira direta
na cinética de germinagéo das sementes e a capacidade do transporte de sais pelos
tecidos vasculares das plantas (ZANDALINAS et al., 2020).

Apesar da pouca disponibilidade hidrica ser um fator recorrente em ambientes
de clima arido e semiarido, as projecdes climaticas revelam aumentos significativos
nas temperaturas globais, influenciando diretamente sobre a gravidade dos periodos
de seca, cada vez mais severos e frequentes (DAI, 2013; VICENTE-SERRANO et al

2020). Neste sentido, € crescente a preocupacao acerca dos impactos provocados
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pela deficiéncia hidrica, uma vez que representa um dos fatores ambientais mais

ameacadores a sobrevivéncia e a produtividade vegetal (XU et al., 2019).

3.2. Germinacéao de sementes (com enfoque na Caatinga)

Ao considerar o ciclo de vida da planta, a gua € um elemento primordial no
processo germinacdo de sementes, pois reativa o0 metabolismo respiratorio,
hidratando os tecidos e promovendo a turgescéncia celular. Esta, por sua vez,
estimula o desenvolvimento embrionério e, eventualmente, a protrusdo radicular,
marcando o final do processo germinativo (LECHOWSKA, et al., 2019;
NASCIMENTO; MEIADO, 2021).

As altas temperaturas e a deficiéncia hidrica, representam dois fatores
ambientais mais criticos que influenciam no sucesso germinativo, principalmente em
ambientes aridos e semiaridos (DANTAS et al., 2020). A temperatura é responsavel
por desencadear enzimas-chaves especificas e reacdes bioquimicas (CARVALHO;
NAKAGAWA 2012; CARRERA-CASTANO et al., 2020; NASCIMENTO; DANTAS;
MEIADO, 2021), podendo promover o atraso da emergéncia radicular e/ou aumento
de perda de agua pelas sementes (SANTOS; ZONETTI, 2009). Segundo Bewley e
colaboradores (2013), a temperatura considerada 6tima para germinagao € aquela em
gue resulta em maior nimero de sementes germinadas, em um menor periodo de
tempo, embora uma faixa 6tima de temperatura esteja relacionada ao local de
ocorréncia no periodo de disperséo e das estratégias germinativas.

Além disso, a germinacao das sementes de cada espécie ocorre em uma faixa
especifica de temperatura, proposta como temperaturas cardeais, sendo: temperatura
base (Tb), é a temperatura minima necessaria para a germinagao ocorrer, temperatura
otima (To), cujo a germinacdo € mais rapida e a temperatura maxima ou teto (Tc),
caracterizada pela temperatura mais alta na qual as sementes podem germinar
(ALVARADO; BRADFORD, 2002). Na catingueira, o final da maturacdo das sementes
ocorre no final da estacdo de seca. Assim, com a retomada das condi¢des ideais de
umidade, as sementes tornam-se aptas para germinar dentro de 48 horas (DANTAS
et al., 2008), mesmo sob condi¢cdes de temperaturas mais altas (30-35°C), em
comparacao as espécies de ecossistemas mais umidos (MEIADO et al., 2012; 2016;
DANTAS et al., 2020), o que refor¢a sua condicao de tolerancia a esses ambientes.

Avaliando os efeitos de diferentes temperaturas sob a germinacéo de algumas
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espécies da familia Fabaceae ocorrentes na Caatinga (Anadenanthera colubrina,
Enterolobium contortisiliguum, Pityrocarpa moniliformis e Pterogyne nitens),
Nascimento e colaboradores (2021) verificaram melhores respostas na germinacao
sob temperaturas de >10 < 40°C. Temperaturas fora dessa faixa afetaram
drasticamente a porcentagem germinacéao das sementes (NASCIMENTO et al., 2021).
Além disso, a alternancia da temperatura ndo s6 promoveu tolerancia a seca em
Mimosa ophthalmocentra (NOGUEIRA et al., 2018), como também promoveu maiores
taxas germinativas de duas cactaceas do género Discocactus (D. bahiensis e D.
zehntneri subsp. Zehntneri), cuja temperatura 6tima de germinacéo variou de 25-35°C
(NASCIMENTO; MEIADO, SIQUEIRA-FILHO, 2018). Considerando-se que a
temperatura da superficie do solo geralmente € mais alta (mesmo no periodo chuvoso)
na Caatinga, esse pode ser um dos principais fatores que interferem no namero,
velocidade e a sincronia da germinagédo (CONTRERAS-QUIROZ et al., 2016).

A irregularidade das chuvas e elevada taxa de evapotranspiracdo também
podem resultar no acumulo de sais no solo. Esse tipo de estresse reduz a capacidade
das sementes em absorver agua, podem afetar negativamente a germinacao, as taxas
de estabelecimento e crescimento das plantulas, juntamente com inimeras alteracdes
metabdlicas causadas pela seca (MEIADO, 2014). O excesso de ions no solo provoca
0 estresse osmoético, cujo compromete a capacidade de absor¢cdo de agua pela
semente, além de alteracbes na mobilizacdo das reservas armazenadas, a
organizacdo estrutural das proteinas (IBRAHIM, 2016) e/ou promovendo efeitos
toxicos do Na+ e ions CI- na semente (KHAJEH-HOSSEINI; POWELL; BINGHAM,
2003) que podem atrasar ou inibir a germinacédo. Além disso, as irregularidades nas
precipitacdes do ambiente sujeitam as sementes a ciclos de hidratacdo descontinua,
a qual desempenham um papel vital na persisténcia e na variabilidade populacional
das espécies (MEIADO et al., 2012).

Outros fatores, como o tegumento da semente e a sua espessura impermeavel,
também podem dificultar a absorc&o de agua pela semente (ARAUJO et al., 2006) e,
por consequéncia, a nutricdo do embrido. Por outro lado, a “dorméncia tegumentar”
promove a protecdo das sementes, tanto para sua dispersdo, como para seu
estabelecimento em ambientes hostis, uma habilidade adaptativa que lhes permite
sobreviver em bancos de sementes por periodos mais longos (PENFIELD,
MacGREGOR, 2017).

Assim, uma vez que as condi¢cdes ambientais se tornam favoraveis, a primeira
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fase do mecanismo de germinacao das sementes € a embebicdo, seguido da fase de
laténcia e, por fim, o alongamento celular. Para algumas espécies, é estabelecido um
padrdao trifasico de absorcdo de agua pelas sementes (SILVA et al., 2018;
SRIVASTAVA et al., 2021), onde cada fase é responsavel por um evento no processo

de germinacado. Para melhor compreensao o padréo trifasico € ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Esquema representativo das fases e o0s eventos do processo de germinacdo, bem como
a curva de embebicdo de sementes que ndo foram submetidas (sem priming) e que foram

submetidas (pré-condicionadas; priming) aos ciclos de hidratagdo e desidratagéo (ciclos de HD).
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Fonte: Adaptado de Lutts e colaboradores (2016).

Segundo a Figura 1, a fase | é caracterizada pela reativacdo do metabolismo (reparo
do DNA, sintese proteica e modificacbes poés-tradicionais) por influéncia rapida
ingestdo passiva de agua (LEMMENS et al., 2019). Em contrapartida, durante a Fase
II, a semente encontra-se tlrgida, estabilizando seu contetdo hidrico (Figura 1). Neste

estagio, observa-se uma fase de laténcia/platd, com acentuacdo da atividade
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enzimatica como a-amilase, endoxilanase e fitase (LEMMENS et al., 2019). Por fim, a
Fase Il surge com aumento da absor¢do de agua (Figura 1) e, por consequéncia,
aumento na atividade respiratéria, resultando (em geral) na emergéncia da radicula e,
consequentemente, o estabelecimento da plantula (TAIZ et al., 2017).

Diante esse panorama, compreender as respostas das sementes em face das
pressdes ambientais € de extrema importancia, visto que os desafios futuros
demandam estratégias de melhoramento de culturas eficazes, visando mitigar os
danos causados pelas severas variacfes climaticas, as quais vém influenciando em
perdas expressivas nos rendimentos e na produtividade agricola (BAILEY-SERRES
et al., 2019).

3.3. Estratégias de pré-condicionamento de sementes

Estratégias que visem estimular a memoria hidrica em sementes podem
fornecer novos insights de respostas aos estimulos externos ambientais, abrindo
caminhos para investigacdes futuras sobre a tolerancia das espécies. Assim, uma
série de metodologias de baixo custo de implementacéo, baseados no sistema imune
vegetal, tém sido desenvolvidas, com o intuito de aprimorar a eficacia do processo de
germinacdo de sementes (WOJTYLA et al., 2020).

A técnica de pré-condicionamento (ou priming) foi inicialmente apresentada por
Heydecker e colaboradores (1973). Este método baseia-se na rapida absorcdo de
agua (elou solucdo osmoética) pelos tecidos embriondrios, durante um periodo
determinado na germinacéo (tempo estabelecido pela curva de embebicéao, ilustrado
na Figura 1), seguida da desidratacdo, sem protrusdo da radicula (NASCIMENTO;
MEIADO, 2021).

No sistema de condicionamento, a embebicdo da semente ndo deve suceder a
fase Il (ver Figura 1) do processo de germinacdo. Com uma embebicdo incompleta,
ocorre 0 acumulo e a sintese de RNAs, proteinas e enzimas (a- e B-tubulinas para
divisdo celular), mobilizacdo energética e ativacado precoce do sistema antioxidante
(FAROOQ et al.,, 2021a). Segundo estudos, o condicionamento fisiologico de
sementes pode aumentar a taxa de germinabilidade e uniformidade, produzir mudas
mais vigorosas, melhora a foto-assimilacdo, a qualidade nutricional dos gréos
(biofortificagdo), além de estabelecer respostas transcricionais frente aos estresses
bidticos e abidticos (FAROOQ et al., 2019).
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Os métodos de preparo de sementes tém como finalidade alcancar uma maior
taxa (%) de germinacdo de sementes em um curto periodo de tempo e, por
consequéncia, gerar mudas tolerantes aos ambientes desafiadores. Esses métodos
podem ser categorizados em duas principais abordagens: fisicas (como radiacao
ionizante; ondas eletromagnéticas; ondas ultrassbnicas; e campos magnéticos) e
convencionais (que incluem os ciclos de hidratacdo e desidratacao,
halocondicionamento; osmocondicionamento; biocondicionamento;
nutricondicionamento; condicionamento por hormdnios; condicionamento de matriz

sélida; e outras fontes organicas) (SHER et al., 2019).

3.2.1. Ciclos de Hidratacéao e Desidratacao (ciclos de HD)

Em ambientes aridos e semiaridos, o mecanismo de absor¢do de agua das
sementes ocorre de maneira intermitente devido a imprevisibilidade das chuvas
nessas regides (como previamente mencionado fundamentacdo teodrica), as
sujeitando a condi¢des recorrentes de ciclos de hidratacdo descontinua. Os ciclos de
hidratacdo descontinua podem ser simulados experimentalmente (ver Figura 1), cujo
tratamento tem sido referido como ciclos de hidratacdo ou desidrastagéo (ciclos de
HD) ou hidrocondicionamento (hidropriming) (NASCIMENTO et al., 2021; SANTOS;
LIMA; MEIADO, 2023).

Essa técnica é reconhecida por sua simplicidade e custo acessivel, uma vez
que as sementes sdo previamente embebidas em agua, por um periodo de tempo
definido, completando a fase | e/ou Il do processo germinativo, seguido pela
interrupcdo da germinacao por meio da secagem, até que retornem a sua massa inicial
(KHALID et al., 2019). Os de ciclos de HD tém demonstrado melhorias significativas
na porcentagem (%) de germinacao, velocidade média de germinacéo (VMG), tempo
médio de germinagdo (TMG), sincronia, vigor, uniformidade, longevidade das
sementes e tolerancia ao deficit hidrico (por meio de memodria hidrica) (DUBROVSKY,
1998; LIMA et al.,, 2018; NICOLAU et al.,, 2020; SARMENTO et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2021).

Estudo com sementes de plantas nativas da Caatinga (C. pyramidalis,
Cnidoscolus quercifolius, Spondias tuberosa, Cereus jamacaru DC. subsp. jamacaru,
Amburana cearensis e E. Contortisiliquum), revelaram memoria hidrica apés

tratamento com ciclos de HD, sendo representadas pelo menor TMG, maior
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sincronizacgao e velocidade de germinacao (MEIADO, 2013). Em um estudo recente,
Santos, Lima e Meiado (2023) constataram que as sementes de Xiquexique gounlei
subsp. gounellei originarias da regido de Canindé de Sao Francisco, quando
submetidas aos ciclos de HD tiveram sua germinabilidade favorecidas e foram mais
tolerantes ao déficit hidrico, em contrastes com as sementes de outra populacdo. Os
autores observaram que ambas as populacdes exibiram distintos padrbes de
germinacao quando sujeitas ao déficit hidrico simulado (PEG 6000), indicando que
essas variagcdes podem ter ligacbes direta com as oscilacbes sazonais e as
particularidades do ambiente onde as plantas progenitoras produzem e disseminam
suas sementes (SANTOS; LIMA; MEIADO, 2023). Segundo Lima e Meiado (2017), a
memoria de hidratacdo depende fortemente das condi¢Bes edafoclimaticas do
ambiente onde as espécies estdo sendo estabelecidas. Isso ocorre devido ao fato de
que os estimulos ambientais podem excitar os metabdlitos ou transcritos para
respostas mais eficazes em situacdes de estresses subsequentes.

Fatores intrinsecos também podem influenciar no condicionamento, uma vez
gue sementes armazenadas por longos periodos podem perder a sua viabilidade,
como observado em Aspidosperma pyrifolium (uma arvore nativa da Caatinga).
Segundo Santos e Dantas (2021), lotes mais novos de sementes dessa espécie foram
favorecidos pelos ciclos de HD, quando comparado a lotes mais antigos.

O numero de ciclos de HD é outro fator que desempenha um papel critico na
germinacao e no subsequente estabelecimento de plantulas de algumas espécies,
podendo ter efeitos positivos ou negativos (MEIADO, 2013). O uso de dois ciclos de
HD proporcionou maior biomassa (tanto no numero de foliolos, como de folhas) em
plantulas de aroeira (Myracrodruon urundeuva), conforme relatado por Santos e
Meiado (2016). Sementes de fruta-pinha (Annona squamosa) expostas a trés ciclos
de HD tiveram um aumento na germinabilidade e na taxa de emergéncia das mudas,
além do TMG que foi reduzido, entretanto, para a sincronia ndo houve diferencas
significativas (JUNIOR; FREITAS; SILVA, 2021).

Em contrapartida, Nicolau e colaboradores (2020) observaram que a promog¢ao
de quatro ciclos de HD inviabilizou a qualidade fisiol6gica das sementes de Pityrocarpa
moniliformis. No entanto, para Mimosa caesalpiniifolia a resposta n&o foi significativa.
Embora que ndo houve efeitos positivos nos parametros de germinacao, a promoc¢ao
de trés ciclos de HD em sementes de Triplaris gardneriana (Polygonaceae) resultou

em beneficios no desenvolvimento das mudas em condicdes de restricdo hidrica ao
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longo de quatorze dias (FREITAS; MEIADO; DA SILVA, 2021). O efeito mais notavel
foi 0 aumento significativo no diametro do caule, com um incremento de 87% em
relacdo as mudas de sementes que ndo foram submetidas aos ciclos de HD
(FREITAS; MEIADO; DA SILVA, 2021). Isso reforca ideia de que os ciclos de HD né&o
estdo simplesmente ligados a melhoria dos parametros de germinacdo, mas também
podem desempenhar um papel fundamental no estagio inicial de estabelecimento de
mudas das espécies (LOPEZ-URRUTIA et al., 2014; LIMA, 2019; JUNIOR; FREITAS;
SILVA, 2021).

Assim, os aspectos empiricos relacionado aos protocolos dos ciclos de HD
indicam que os efeitos positivos nem sempre sdo consistentes, pois a avaliagao
abrangente de todos os fatores (bioldgicos, fisiolégicos e bioquimicos) é essencial e
varia de acordo com a espécie, a variedade e o lote das sementes. Por outro lado, a
integracdo do manejo de areas cultivadas com a aplicacdo dos ciclos de HD pode
constituir uma valiosa estratégia, ndo apenas para fomentar o desenvolvimento
agricola regional, mas também para contribuir significativamente para a restauracao

de areas degradadas.

3.4. Deficiéncia hidrica versus Memoéria ao estresse

Segundo Galviz, Souza e Littge (2022) o termo “estresse” pode ser definido
como os desafios pelos quais uma planta enfrenta no tempo e espaco, por estimulos
externos (continuos/descontinuos), cujo o resultado (eustress ou distress) dependera
das informagdes adquiridas ao longo do processo. Entretanto, fatores como o tempo,
a duracéo, o genotipo, a severidade e a velocidade de desenvolvimento, sem duvida,
tém papel fundamental na determinacdo de como uma planta responde as condi¢des
de estresse (AULER et al., 2021). Assim, as plantas estdo sob constantes ajustes no
seu metabolismo, em virtude da dindmica dos estresses transitorios e recorrentes ao
longo de todo seu desenvolvimento (CRISP et al., 2016).

Desta forma, sob um cenario de estresse flutuante (como periodos de seca
frequentes associados a curtos intervalos de reidratacao), a sobrevivéncia das plantas
depende criticamente da capacidade de “lembrar”, “aprender” ou “recordar” o estimulo
metabdlico ou transcricional do estresse anterior. Isso é capaz de alterar sua
maquinaria operacional, preparando-a para uma resposta mais eficiente contra os

estresses subsequentes. Este processo adaptativo € chamado de “Priming”
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(condicionamento), memoaria e/ ou aclimatacao, cujo objetivo é aumentar a tolerancia
das plantas aos estresses ambientais (FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016;
GALVIZ, RIBEIRO, SOUZA et al., 2020; LIU; QUAN; BARTELS, 2022).

Os termos atribuidos a memoria de estresse geralmente sdo baseados no
estagio da planta. Quando ocorre o priming e no modo de heranga, sendo tanto na
mesma geracao (somatica) e/ou na(s) proxima(s) geracado(des) (intergeracional ou
transgeracional), visando adaptacdo e sobrevivéncia (GALVIZ, SOUZA E LUTTGE,
2022; KAMBONA et al., 2023). Os processos fisiologicos e moleculares envolvidos
nos estimulos de priming que estdo diretamente envolvidos na memoria, ainda ndo
séo totalmente compreendidos. Estes dependem de inimeros fatores, seja a poténcia
ou duracéo dos estimulos, assim como condi¢des intrinsecas das plantas (HILKER et
al., 2016). Entretanto, sabe-se que a memadria envolve multiplas modificacbes em
niveis fisiolégicos, proteémicos, transcricionais e mecanismos epigenéticos, que
podem ocorrer em qualquer periodo do ciclo de vida, incluindo a germinacéo, o
crescimento vegetativo e reprodutivo (KAMBONA et al., 2023).

Ao contrario dos animais, as plantas ndo possuem estruturas especificas para
armazenar informag0es adquiridas ao longo do seu ciclo de vida, seus mecanismos
de memodria apresentam um caréter sistematico e dissociativo (MICHMIZOS; HILIOTI,
2019; LIU; PARISE et al., 2022). Dessa forma, a medida que ocorre 0 primeiro evento
de estresse, durante periodo de reidratacdo é estabelecida uma relagéo “custo-
beneficio” onde a informacao pode ser “esquecida” ou “recuperada” (Figura 2). Assim,
em um segundo evento de estresse (caso o estimulo transcricional armazenado seja
recrutado), a resposta ao novo estimulo tende a ser mais réapida e efetiva

(aclimatacéao) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema do mecanismo de memodria ao estresse por seca. (S1) percep¢do ao primeiro
estresse; (R1) reidratacdo/ hidratacéo; (S2) segundo estresse; (Genes de memdria) expressdo em S1
significativamente distinto de S2, Up ou Down; (Genes de memoria atrasada/tardia) expressao similar
entre plantas sem estresse e S1. Apresentam potencial para perceber sinais de estresse em S2.;
(Genes sem meméoria) apés o “alivio” do estresse (em R1), a resposta em S2 é analoga a S1; (=)

expressdo semelhante; (+) genes induzidos; (-) genes reprimidos; (PSE) planta sem estresse.

@  ACLIMATACAD

ﬁ (1) Acimulo de Proteinas e/ou
Fatores de Transcrigdo

Refinir/Esquecimento (2) Alteracies Epigenéticas

BALANCO ENERGETICO

Niveis de transcrigdo

Tempo

[ TCondicoderesposta | [ Tipos de expressio |
" Benes de resposta a desidratagao  [PSE/+] ou [PSE/-]

@ Cenes de memdria (+/+): [-/-). [+/-)ou [-/+];
@ Cenes sem memdria [+/=) ou[-/=]
@ Genes de memdria atrasada [=/+]ou[=/-]

Fonte: O autor.

Cabe salientar que o desempenho da planta nem sempre € positivo, uma vez
gue para armazenar a informacgéo é exigido um alto custo metabdlico, o qual pode ser
refletido sobre o seu crescimento mais lento, devido as alteracdes hormonais (DING
et al., 2014; LI, et al., 2019), no acréscimo de biomassa (SANI et al., 2013; MARCOS

et al., 2018ab), nos rendimentos de gréos (ABID et al., 2018) e em alteracéo nas taxas
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fotossintéticas (CHEN et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021). Por outro lado, a planta pode
‘esquecer” a memoria armazenada, exigindo dela maior performance e mais energia
para o seu desenvolvimento, tornando-a mais vulneravel aos estresses subsequentes,
com danos ainda maiores (CRISP et al., 2016; LIU; QUAN; BARTELS, 2022).

3.5 Mecanismos moleculares associados a memaoria hidrica

Como ja mencionado, as plantas sujeitas a multiplos estresses ambientais
respondem mais rapidamente a nivel transcricional, em comparagéo com plantas que
nao foram previamente expostas a essas condi¢des desafiadoras. Em geral, genes de
memoria hidrica (a seca) apresentam niveis de expressao mais elevados, sendo que
apos um periodo de reidratacao (hidratacao), a expressao volta aos seus niveis basais
(ver Figura 2). Por outro lado, o nivel de expresséo de alguns genes pode ser induzido
ou reprimido (UP ou DR) em resposta a ciclos de hidratacdo e desidratacéo (ciclos de
HD) (JACQUES et al., 2021). Isso faz com que a planta module a expressao de muitos
genes (do inglés, drought-modulated genes), cujo efeito dependerd do tipo e
severidade do extresse (DING, FROMM, AVRAMOVA, 2012). Tais genes apresentam
mecanismos regulatdrios complexos, em varios niveis, incluindo niveis transcricionais,
pés-transcricionais, traducionais e poés-traducionais (ZHENG et al., 2017; WANG et
al., 2021). Segundo Mayer e Charron (2020), a alteracao na expressao génica enfatiza
0 conceito de memoria transcricional (MT), cujos mecanismos reguladores variam a
um Unico estimulo ou a estimulos de estresse repetitivos.

Mecanismos epigenéticos (modificagbes covalentes de DNA e histonas,
afetando a atividade transcricional da cromatina sem alterar a sequéncia do DNA)
tambem figuram como importantes reguladores da expressao génica. Tal mecanismo
tambem esta intimamente relacionado a modulacdo da expressao de genes em
resposta a deficiéncia hidrica(LAMKE, BAURLE, 2017). Atuando sobre a transcrigao
de genes relacionados, fatores epigenéticos proporcionam respostas mais efetivas ao
estresse subsequente, evidenciando um papel primordial na memdéria hidrica
(GODWIN, FARRONA, 2020).

Dentre as principais modificacdes epigenéticas que resultam na modulacéo da
expressdo génica estdo a metilacdo do DNA, modificacbes de histonas e a
participacdo de ncRNAs (RNAs n&o-codificantes) (HILKER; SCHUMULLING, 2019;
WOJTYLA et al., 2020). A metilacdo do DNA consiste, basicamente, na adicdo de um
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grupo metil no carbono 5 da citosina, formando 5-metilcitosina (5mC). Em plantas, a
metilacdo ocorre amplamente nos contextos CG, CHG e CHH (onde: H=A, Cou T)
(LAW; JACOBSEN, 2010), sendo considerado um dos mecanismos regulatorios mais
conhecidos por atuar no funcionamento do genoma e na adaptacdo aos estresses
abioticos.

Estudos com metilacdo do DNA em Boea hygrometrica (uma planta com
notavel habilidade em tolerar condi¢cdes extremas, como seca e alta radiacdo solar,
considerada um modelo para estudos de mecanismos de tolerancia a seca) revelou
implicagBes potenciais na memoria do estresse por seca (SUN et al.,, 2021).
Modificacdes de histonas estdo associadas a varios genes de estresse induzidos. Por
exemplo, a metilacdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4) marca 0s genes responsivos
a desidratacdo, agindo como um fator de modulagdo da memdéria ao estresse (LIU et
al., 2014). ncRNAs (RNA néo-codificantes) também participam da regulacao, tanto
nos niveis transcricionais quanto pos-transcricionais, desempenhando um papel
importante no controle epigenético (THIEBAUT; HEMERLY; PERREIRA, 2019). Essa
classe envolve os IncRNAs (RNAs longos nao-codificantes), os quais podem servir
como moléculas estruturais ou reguladoras de genes responsivos a estresses
abidticos, os quais atuam como moléculas endbégenas estabilizando mRNA alvos
(CHEN; ZHON; QI, 2021).

Fatores de Transcricdo (FTs) também sao elementos fundamentais na memoaria
hidrica em plantas (DING et al., 2012). Uma melhor compreensédo dos mecanismos
associados a MT e sua ampla aplicacdo no melhoramento genético vegetal é de
grande importancia, uma vez que as informacdes podem ser eficientemente utilizadas
na obtencéo de gendtipos mais tolerantes, como no uso biotecnoldgico (KAMBONA
et al., 2023).

Neste sentido, muitos genes de memoria hidrica tém sido explorados em
diferentes espécies, a exemplo de: Arabidopsis thaliana (DING et al., 2013), milho
(DING et al., 2014; VIRLOUVET et al., 2018), café (GUEDES et al., 2018), arroz (LI et
al., 2019), nabo (LUO et al., 2020), batata (CHEN et al., 2020), soja (KIM et al., 2020),
entre outras.

Plantas de Arabidopsis durante estresse por desidratacdo recorrente
apresentaram melhor performance (resposta rapida/eficiente) em eventos
subsequentes de seca, como evidenciado pelo aumento na expressao dos genes
RD29A (Responsive to Dehydration) e RAB18 (responsive to ABA) (DING, FROMM,
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AVRAMOVA, 2012), os quais sdo considerados marcadores responsivos a
desidratacéo (LIU, FROMM, AVRAMOVA, 2014).

FTs regulados por ABA apresentaram inducédo sob estresse por desidratacao.
Embora houve reducdo na transcri¢cdo, tanto RD29B quanto RAB18, os niveis de
expressdo desses genes foram maiores durante o estresse recorrente (até S4), em
relacdo S1, indicando a que a memoria transcricional foi mantida (DING, FROMM,
AVRAMOVA, 2012). Quinases e desidrinas também apresentam papel sobre a
modulacao de FTs a exemplo do AP2/ERF, NAC, bHLH e WRKY (DING et al., 2014).

Nesse sentido, diversos grupos de pesquisa tém concentrado seus esforgos no
estudo de genes relacionados & memaria de deficiéncia hidrica, especialmente em
culturas de importancia agricola. O condicionamento de soja (Glycine max L.) a
restricdo hidrica promoveu a inducédo de 392 transcritos relacionados a memoéria a
esse tipo de estresse. Estes incluem FTs, proteinas LEA e proteinas da familia PP2C
(KIM et al., 2020). Outros 613 genes foram reprimidos, a exemplo daqueles envolvidos
no processo fotossintético e do metabolismo primario (KIM et al., 2020). Em arroz
(Oryza sativa) estresses consecutivos de seca induziram a expressao de IncCRNAs,
sugerindo o importante papel dessas moléculas reguladoras no processo de memoria
e, portanto, na tolerancia a seca a curto prazo (LI et al., 2019).

A regulacdo por mecanismos de metilacdo do DNA, via sinalizacdo hormonal e
biossintese de metabdlicos secundarios (LI et al., 2019) também tem sido amplamente
relatado. Uma excelente performance da H3K4me3 e Ser5P RNA polimerase Il
paralisada durante as fases de reidratacdo, desempenham papéis-chaves na
resiliéncia futura aos estresses por desidratacdo, atuando diretamente na regulagéao
dos genes de memdria (DING, FROMM, AVRAMOVA, 2012; LIU et al., 2014).
Segundo Kim e colaboradores (2012), o estresse potencializa a RNA-Pol Il, a
acetilacdo e metilacdo de histonas (H3K9ac e H3K4me3, respectivamente),
influenciando sobre atividade génica, modulando genes de memaoria, como observado
nos genes RD29A, RD20 e AtGOLS2. O nivel de marcas H3K4me3 e a producao de
MRNA foram diminuindo progressivamente a medida que as plantas foram
reidratadas. Resultados semelhantes foram descritos em sorgo (Sorghum bicolor)
onde foi verificado que a memoria a desidratacdo a longo prazo foi associada as
marcas H3K4me3, em plantas sujeitas a ciclos de HD (MANTOAN et al., 2020).
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3.6 Déficit hidrico e a dinamica dos carboidratos nao estruturais

Uma porc¢ao do carbono obtido da fotossintese € convertida em carboidratos,
direcionados para o crescimento e desenvolvimento das plantas, uma vez que sao
constituintes fundamentais na geracado de energia (PIPER; MORENO-MEYNARD;
FAJARDO, 2022). Dessa forma, a capacidade de equilibrar as exigéncias
metabdlicas, através do armazenamento de carboidratos em tecidos lignificados,
permitem com que as plantas lenhosas consigam se manter durante periodos de
restricdo hidrica (DIETZE et al., 2014).

Os carboidratos podem ser categorizados em duas classes principais:
carboidratos estruturais (CE), que consistem em moléculas extensas e de complexas
cadeias, exercendo funcédo na estabilizacdo e na constituicdo da biomassa vegetal
(folhas, caules e raizes), sendo seus principais componentes estruturais a celulose,
hemicelulose e a pectina (HARTMANN; TRUMBORE, 2016). J4, os carboidratos ndo
estruturais (CNES) constituem elementos importantes para metabolismo primario e
secundario das plantas, fornecendo substrato para seu desenvolvimento e o
funcionamento metabdlico (HARTMANN; TRUMBORE, 2016). Assim, a distribuicédo
de CNEs em diferentes 6rgdos da planta, comp8e um dos fatores essenciais para
manutenc¢ao do turgor da célula, promovendo tolerancia a deficiéncia hidrica (DU; LU;
XIA, 2020). Os CNEs sdao classificados de acordo com sua funcéo, seja no acumulo
de acucares soluveis totais (AST) ou armazenamento de amido (QUENTIN et al.,
2015). Os AST (ex. glicose, frutose e sacarose) apresentam baixo peso molecular, o
que confere a essas moléculas maior dinamismo e versatilidade em processos
respiratorios, de defesa, sinalizacéo e transporte (ROSELL et al., 2021).

Considerando as constantes mudancas climéticas, a reducdo do teor de
carbono nas plantas pode ocasionar impactos negativos em seu crescimento e
desenvolvimento (NARDINI et al., 2016), promovendo, portanto, deficiéncia na
producdo de AST, os quais sdo fundamentais na manutencdo das membranas
celulares, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), osmoprote¢do, além
do importante papel como sinalizadores moleculares (MARTINEZ-VILALTA et al.,
2016; TOMASELLA et al., 2019).

Nesse mesmo contexto, a maior parte do amido, um polissacarideo, é
armazenada em tecidos lignificados (como caules e raizes) e, sob condi¢des adversas

(a exemplo do déficit hidrico) podem ser degradados por enzimas especificas, para
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servir na biossintese dos AST, satisfazendo as demandas metabdlicas das plantas
(DONG; BECKLES, 2019; OMARI, 2022). Um exemplo € a espécie lenhosa, Fraxinus
ornus, onde a exposi¢ao prolongada a deficiencia hidrica promoveu uma reducéo de
50% em CNEs no caule, em comparacédo as plantas controles (TOMASELLA et al.,
2019). Segundo os autores, a deplecdo do amido indica um possivel mecanismo
adaptativo da planta frente a imposicéo do estresse (TOMASELLA et al., 2019). Em
Eucalyptus urophylla a deficiéncia hidrica promoveu reducdes de 9,4% e 4,5% de
CNEs nas folhas e caules, respectivamente (CHEN et al., 2020). Mudas de Quercus
pubescens Willd. tiveram concentracdes elevadas de AST nos seus tecidos
lignificados durante periodos de seca intensa (OUYANG et al., 2021), sugerindo uma
possivel conversdo de amido em AST, indicando assim provaveis ajustes osmoticos
em detrimento de uma alocacéo ativa de carbono para armazenamento (OUYANG et
al., 2021).

Estudos apontam que espécies lenhosas da Caatinga utilizam da dinadmica de
conversdo dos CNEs e a sua distribuicdo heterogénea em distintos tecidos, como
forma de tolerara a deficiéncia hidrica (HE et al., 2020), embora esse mecanismo de
“particionamento” dos CNEs durante o déficit hidrico em plantas lenhosas ainda ndo
sejam bem compreendidos (SANTOS et al., 2021). Um aumento significativo no teor
de acucares soluveis foram observados no tecido radicular e nas folhas de C.
Pyramidale durante um periodo de seca severa (SANTOS et al., 2021). Além disso,
Santos e colaboradores (2022) também notaram que plantas de C. microphyllum
guando submetidas a ciclos recorrentes de seca apresentaram aumento 5 vezes de
acucares sollveis no caule raizes. Com base neste estudo, o sistema radicular parece
desempenhar um papel crucial como 6rgdo armazenador de CNEs em plantas
lenhosas, além de ser um importante regulador do status hidrico durante periodos
prolongados de seca (SANTOS; NICODEMOS; SANTOS et al., 2022).

Plantas lenhosas, lideres em biomassa acima do solo, adaptam suas
estratégias na alocacdo de carbono de acordo com principios evolutivos ecologicos
de trade-off (DIETZE et al., 2014). Portanto, a dinamica dos CNEs refletem na
capacidade das plantas lidarem com as condigcdes ambientais desafiadoras, tornando-
se primordiais para garantir a sobrevivéncia durante momentos criticos (HARTMANN,;
TRUMBORE, 2016; MARIANA et al., 2022).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo de

experimental.

4.1 ARTIGO 1:

A hidratacdo descontinua e seus efeitos na expressao transcricional e no

acumulo de compostos protetores de estresse em Cenostigma pyramidale

Paulo Vitor Galdino da Silval; Mariana Santos de Souza Gongalves?; Ana Carolina da
Rocha Oliveira; Mauro Guida dos Santos?, Marciel Teixeira de Oliveira®; Marcos

Vinicius Meiado®; Ana Maria Benko Iseppon?; Valesca Pandolfi".

'Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Genética, Laboratério de Genética
e Biotecnologia Vegetal, Recife, Brasil

“Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Botanica, Laboratério de Fisiologia
Vegetal, Recife, Brasil

3Universidade Federal de Sergipe, Departamento de Biociéncias, Laboratdrio de Fisiologia de
Sementes, Itabaiana, Brasil.

RESUMO

O déficit hidrico afeta negativamente a germinacdo e o estabelecimento inicial das
mudas. Entretanto, sementes submetidas a hidratacdo descontinua (ciclos de HD) e
plantas a desidratacdo hidrica intermitente tendem a induzir processos fisiologicos,
metabdlicos e transcricional que as capacitam a enfrentar futuros estresses abioticos,
evento popularmente conhecido como memoéria de hidratacdo. Assim, o presente
estudo avaliou a influéncia dos ciclos de HD em sementes e da desidratacéo hidrica
intermitente em plantas jovens de Cenostigma pyramidale (Catingueira) na possivel
formacdo da memoria de hidratacdo, em aspectos fisioldégicos, bioquimicos e
transcricional. Dessa forma, as sementes de Catingueira foram submetidas a 0
(controle) e 3 ciclos de HD no tempo X (% da fase I) para estimular a memoéria de
hidratacéo. Posteriormente, as sementes foram sujeitas a germinacao em condi¢des

de déficit hidrico simulado (PEG 6000) em seis potenciais osmoéticos (0,0; -0,2; -0,4; -
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0,6; -0,8 e 1,0 MPa). Foram avaliados os seguintes parametros de germinacao:
Porcentagem, Sincronia, Tempo Médio de Germinacdo e Velocidade Média de
Germinacéo. Por outro lado, para analisar a memoaria na fase juvenil, as plantas foram
divididas em quatro tratamentos: Ctr (Controle), PHD (Plantas submetidas aos ciclos
de HD), SHD (Sementes submetidas aos ciclos de HD) e SPHD (Sementes e Plantas
submetidas aos ciclos de HD). ApGs 6 meses de cultivo das mudas, para estimular a
memoria de hidratacdo, os tratamentos PHD e SPHD foram submetidos a quatro
desidratacdo hidrica intermitente, em contrapartida, os grupos Ctr e CG
permaneceram sob hidratagdo continua. Apds o término do ‘condicionamento’, as
plantas foram analisadas quanto o armazenamento de carboidratos ndo estruturais
nos diferentes tecidos (folha, caule e raiz) e contetdo hidrico relativo foliar durante a
reidratacdo e na desidratacéo continua. Por outro lado, o diferencial de expressao dos
genes foi analisado apenas a reidratacao (R4). Sementes condicionadas com ciclos
de HD tiveram todos os parametros de germinagao favorecidos em contraste com
sementes ndo condicionadas. Notavelmente, a capacidade das sementes de resistir
a seca aumentou, a medida que o potencial osmoético se tornou mais negativo. A
analise das plantas de C. Pyramidale na fase juvenil revelou que quando submetidas
ao tratamento SPHD tiveram maiores acumulo de aclcares solUveis durante R4,
assim como um aumento no armazenamento de amido na regido radicular e um maior
conteudo interno de agua durante desidratacdo continua (CD). Além disso, a analise
transcricional durante a reidratacao revelou cinco transcritos GM6 (E3 ubiquitin-protein
ligase CPRZF1), GM7 (PYR_PYL_RCAR_like) e GM9 (PRK11107_GAF) associados
a memoria hidrica. Nossos resultados indicam que a hidratacdo descontinua das
sementes e a desidratacdo hidrica intermitente em plantas jovens de C. pyramidale
estdo entre os fatores associados a resiliéncia de plantas que vivem em ambientes
aridos e semiaridos. Sendo assim, a tecnologia de hidrocondicionamento utilizada
neste estudo pode servir como uma alternativa para melhorar as espécies cultivadas,

com o objetivo principal de promover o aumento da tolerancia a seca.

Palavras-chave: germinacao; hidratacdo descontinua; memoaria hidrica.
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INTRODUCAO

Dentre os principais estresses abidticos, a deficiéncia hidrica destaca-se como
uma das mais restritivas para o estabelecimento e desenvolvimento vegetal
(Manavalan et al., 2009). Em espécies cultivadas, por exemplo, o déficit hidrico resulta
na diminuicdo da produtividade, promovendo perdas agricolas consideraveis,
comprometendo a seguranca alimentar global (Kumar, 2013). Assim, compreender a
dindmica fisiolégica, bioguimica e molecular da tolerancia a seca em sementes e
plantas adaptadas a climas aridos e semiaridos pode ser uma estratégia eficaz para
mitigar os efeitos dos estresses ambientais, viabilizando o desenvolvimento de
espécies agricolas tolerantes a pouca disponibilidade hidrica.

Em regibes aridas e semiaridas, como a Caatinga, os niveis de precipitacao
oscilam e sujeitam as sementes da flora local a eventos intermitentes de seca (Lima;
Oliveira; Meiado, 2018; Santos; Lima; Meiado, 2023). Esse evento ocorre devido a
elevada temperatura superficial do solo, induzindo a rapida evaporacao da agua e,
consequentemente, interrompendo o processo de germinacéo, mecanismo conhecido
como ciclos de hidratacdo descontinua (Lima; Meiado, 2018; Freitas; Silva, 2024). Os
ciclos de hidratacdo descontinua podem ser promovidos em ambientes laboratoriais,
sendo referidos como ciclos de hidratacdo e desidratagéo (ciclos de HD) (Santos;
Lima; Meiado, 2023), cuja metodologia é bem conhecida em analises de tolerancia a
deficiéncia hidrica durante a germinacdo e desenvolvimento vegetal de diferentes
ecossistemas (Dubrovsky, 1996; 1998; Nicolau et al. 2020; Nascimento et al. , 2021).

Os ciclos de HD podem desencadear respostas bioquimicas e fisiolégicas de
‘memodria hidrica’ que podem resultar em uma sincronizacéo e uniformidade durante
a germinacao sob tais condigdes de estresse (Sarmento et al., 2020; Janior; Freitas e
Silva, 2021). Convém ressaltar que, o numero de ciclos de HD em que as sementes
sdo expostas também deve ser considerado, uma vez que pode ser benéfico ou
prejudicial & germinacéo (Nicolau et al. 2020).

Além disso, durante longos periodos de restricdo hidrica, espécies lenhosas e
caducifélias da Caatinga mostram-se capazes de armazenar e mobilizar carboidratos
nao estruturais (CNES) para tecidos nao fotossintéticos (Dietze et al., 2014; Santos et
al., 2021; 2022), caracteristica essa, de grande importancia no processo de tolerancia
a seca (Bessonova,; Yakovieva-nosar, 2022). Segundo Thalmann e Santelia (2017),

condicbes de déficit hidrico no solo conduz a uma reducao da absorcéo de CO:2 pelos
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estdmatos, influenciando a eficiencia fotossintética e o metabolismo dos CNEs. Tendo
em vista que o amido é a forma predominante de armazenamento de carbono néo
estrutural, a conversdo muatua de amido em acucar soltuvel pode induzir mudancas
adaptativas que ajudam a mitigar os efeitos negativos da seca (Dong e Beckles, 2019;
Omari, 2022). Santos e colaboradores (2022) observaram que durante o estresse
severo houve um aumento significativo na particdo de acucares sollveis nas zonas
do caule e raiz de Cenostigma microphyllum, desencadeando uma resposta de
tolerancia ao déficit hidrico imposto.

A deficiéncia hidrica também interfere na expressao de iniUmeros genes,
incluindo genes de memdria hidrica, cuja modulacéo da expressao faz-se necessaria
para que a planta possa responder rapidamente a estresses subsequentes (Thellier;
Luttge, 2013; Virlouvet et al., 2018; Liu et al., 2021; Sadhukhan et al., 2022). Ding e
colaboradores (2012) adotaram a terminologia “genes treindveis ou memoria
transcricional” para descrever plantas que recrutam transcritos especificos em
resposta a um primeiro evento de estresse, 0s quais serdo recrutados para uma
resposta mais efetiva ao segundo estresse. Estudos relatam que a primeira percepcéo
ao estresse pode deixar uma impressdo no seu genoma (associada a uma melhor
performance) por meio de uma adaptacao/aclimatacédo bem sucedida (FORESTAN et
al., 2020; ZzZUO; AHAMMED; GUO, 2023). Em A. thaliana um conjunto de genes sao
reconhecidamente responsiveis (induzidos) a desidratacdo, incluindo os genes
RD29A, RD29B, RAB18 e COR15A (DING et al, 2012). Destes, os genes RD29B e
RAB18 apresentaram maiores niveis de expressdo (>3X) durante quatro estresses a
deficiéncia hidrica subsequentes (S4) em comparacdo a primeira imposicao de
estresse (S1). A ativacdo desses genes foi associada as modificacdes de histonas
(H3K4me3), mostrando sua participacdo na memoéria primaria do estresse por
deficiéncia hidrica nesta espécie (DING et al.,, 2012). Similarmente, Liu e
colaboradores (2014) verificaram que a modificacdo da H3K7me3 foi fundamental
para a memoaria transcricional dos genes RD29B e RAB18.

A maioria dos genes de memoria superexpressos em soja foram associados a
biossintese de trealose (importante fator de retencdo de agua em ceélulas vegetais),
proteinas LEA (auxilia na tolerancia a dessecacdo), proteinas da familia PP2C
(importante neutralizador de proteinas quinases), além de fatores de transcri¢cao (FTs)
(KIM et al, 2020). Por outro lado, genes associados aos processos fotossintéticos, que

codificam proteinas associados as vias metabdlicas primarias e metabolismo
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hormonal foram reprimidos (KIM et al.,, 2020). A modulagdo génica (Up e down
regulados) também é influenciada por sinalizacdo hormonal. Segundo Chen e
colaboradores (2020), ap6s supressdo hidrica repetida em batata (Solanum
tuberosum L.), o acido abscisico (ABA) promoveu a inducdo dos genes PP2C e
SnRKs. Em nabo (Brassica rapa L.), o efeito de memdria por ciclos repetidos de
desidratacdo promoveu a superexpressao do gene P5CS1-2, no segundo evento de
estresse, resultando em maior acumulo de prolina em relagcéo ao estresse inicial (LUO
et al., 2020). Segundo os autores, a retencdo de H3K4me3 no locus P5CS1-2 foi
fundamental para a memoaria transcricional durante o estresse subsequente. Os genes
ACS, ETR/CTT e ERF/AP2, responsaveis pela manutencao e sinalizacdo do etileno,
bem como o crescimento radicular apresentaram maior expressao em plantas de trigo
(Triticum aestivum L.) sob condicionamento de restricao hidrica (WANG et al., 2021)

Assim, considerando a notavel capacidade adaptativa de C. pyramidale (Tul.)
E. Gagnon & G.P. Lewis para ambientes com pouca disponibilidade hidrica (Vilela et
al. 2021), o presente estudo avaliou os efeitos dos ciclos de HD sobre a germinacéo
e plantas jovens (estagio vegetativo) na formacédo da meméria hidrica desta espécie.
Levantamos trés hipéteses: i) sementes submetidas a ciclos de HD apresentam
melhores parametros de germinagcdo em comparacao aos seus respectivos controles;
i) ciclos de HD estimulam o efeito de 'memoria hidrica’ das sementes,
desencadeando tolerancia ao déficit hidrico e iii) o condicionamento durante a fase
germinativa e vegetativa (juvenil) das plantas de C. pyramidale possibilitam o maior
armazenamento de CNEs em tecidos lignificados e a expressdo de genes de memoria,
deixando uma marca de memoria hidrica e permitindo maior tolerancia ao déficit

hidrico na espécie.
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MATERIAL E METODOS

Sementes de C. Pyramidale utilizadas neste estudo foram obtidas do Nucleo
de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA), da Universidade Federal do Vale do
Séao Francisco (UNIVASF), em Petrolina, PE, Brasil.

Andlise da curva de hidratacdo e desidratacdo de sementes de C. Pyramidale

A curva de hidratacao foi realizada com sementes de C. Pyramidale, previamente
selecionadas (mesmo tamanho e coloracao) e desinfestadas superficialmente através
da imersédo em uma solucéo de hipoclorito de sédio a 1,0 % (v / v), por 10 min, seguido
por cinco lavagens em agua destilada estéril e secas em papel filtro. Foram utilizadas
100 sementes, sendo 5 repeticbes de 20 sementes cada, onde foi realizada a
pesagem da massa fresca (MF) de cada repeticdo em analisada.

Em seguida, as sementes foram colocadas para germinar em caixas de acrilico
(11 x 11 x 3,5 cm), contendo papel filtro umedecido com agua destilada estéril, e
incubadas em camara de germinacédo (equipamento TE-4013) a 25°C. A biomassa foi
mensurada pesando-se as sementes em intervalos de 60 min, durante todo processo
de germinacdo, sendo o final da germinacdo estabelecido com a visualizacdo da
protrusdo da radicula (~3 mm) da primeira semente, independente da réplica/caixa
(Figura 1A).

Obtida a curva de hidratacédo, foi possivel determinar os tempos de hidratacao
(Figura 1A), a qual corresponde ao tempo X (Y2 da fase l), Y (vada fase Il) e Z (3% da
fase 1l). O presente estudo teve como periodo de hidratacdo a metade da fase | (}/2)

do processo germinativo, estagio estabelecido como “tempo X” (Lima, 2019).
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Figura 1. Esquema representando: (A) o padréo trifasico do processo de germinacdo e seus

respectivos tempos de hidratacdo; (B) tempos de hidratacdo para o condicionamento fisiolégico das

sementes.
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A curva de desidratacdo também foi realizada com 100 sementes (5 caixas
contendo 20 sementes cada). Apés pesagem para obtencao de sua biomassa inicial,
as sementes foram submetidas a hidratacdo (dgua destilada estéril) em cémara de
germinacao a 25°C por um periodo estabelecido de acordo com os dados obtidos da
curva de hidratacado (“tempo X”). Realizada a hidratacdo (Figura 1A), as sementes
foram transferidas para 5 placas de petri (150 mm x 2,5 mm), previamente cobertas
com papel aluminio, e mantidas em estufa a 37°C (para desidratacdo). As sementes
foram pesadas em intervalos de 60 min, até que retornassem a sua biomassa inicial,
obtendo-se, assim, seu respectivo tempo de desidratacéo.

O tempo “X” foi selecionado para promocéo dos ciclos de HD, uma vez que
trabalhos anteriores relatam um padrdo consistente na aquisicdo de tolerancia ao
déficit hidrico (Lima et al., 2018; Oliveira, 2020; Lima; Meiado, 2023). Em seguida, as
sementes foram submetidas a 3 ciclos de HD (Figura 1B) (estabelecidos de acordo
com Oliveira, 2020), onde cada ciclo correspondeu a 8 horas de hidratacdo e 7 horas
de desidratacédo, em estufa a 37°C.
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Ciclos de HD e indices de germinacéo

Sementes da Catingueira foram divididas em dois grupos: (1) sementes
submetidas aos ciclos de HD e (2) sementes ndo submetidas aos ciclos de HD. As
sementes de ambos os tratamentos foram sujeitas a germinacdo em agua destilada
autoclavada (tratamento controle) e solucdo de polietileno glicol 6000 (PEG 6000) em
potenciais osmoéticos de -0,2; -0,4; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa (Villela et al., 1991). Cada
condicdo osmotica foi constituida por 5 repeticdes de 20 sementes cada, totalizando
em 100 sementes por tratamento. As sementes foram colocadas para germinar em
caixas do tipo ‘gerbox’ (19 x 19 x 10 cm de didmetro) contendo duas camadas de papel
filtro umedecidas com agua destilada estéril (volume equivalente a 2,5 vezes o0 peso
do papel seco). As caixas foram mantidas em estufa a 25°C (Villela et al., 1991),
fotoperiodo de 12 horas. A protruséo da radicula foi o critério utilizado para quantificar
0 numero de sementes germinadas. As sementes foram avaliadas diariariamente,
durante um periodo de 14 dias.

Os dados foram submetidos no sowftare GerminaQuant 1.0 (MARQUES et al.,
2015) para obtencdo dos resultados referente aos parametros de germinacao
analisados (porcentagem de germinacdo; tempo médio de germinacdo — TMG;
velocidade média de germinacdo — VMG, e sincronia). A normalidade e a
homogeniedade das variancias dos residuos dos dados obtidos no experimento foram
avaliadas por meio do teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente (RAZALI;
YAP, 2011). Por fim, com o auxilio do programa STATISTICA 8.0 (StatSoft. Inc,
Oklahoma, USA) os dados foram sujeitos a analise fatorial de variancia com dois
fatores (potenciais osmaoticos e condicionamento da semente), com o indice de

significancia de 0,05.

Ciclos de HD nas sementes (SHD) e nas plantas jovens (PHD) de C. pyramidale

Inicialmente, um conjunto de 16 sementes foram submetidas a ciclos de HD e
16 sementes ndo submetidas a ciclos de HD, sendo distribuidas em quatro
tratamentos: Crt/Controle (sementes/plantas sem ciclos de HD); SHD (sementes
submetidas a trés ciclos de HD); PHD (plantas submetidas a quatro ciclos de HD);
SPHD (sementes e plantas submetidas aos ciclos de HD) (Figura 2). Todas as

sementes foram transferidas, individualmente, para tubos de ensaio de vidro tipo



(Pirex, 25 mm x 150 mm) contendo dois discos de papel filtro autoclavados e
umedecidos com 2 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram mantidos a 25°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. Apos 14 dias de germinacao, as plantulas foram transferidas
para vasos de 5 Kg, contendo areia lavada, e mantidas em casa de vegetacdo, com
temperatura de 29°C (mesurada com termohigrometro, Minipa MT-241, as 13 horas),
sob luz natural e umidade relativa de 40-50%. As plantas foram irrigadas com 300 mL
de agua em um regime intercalado a cada dois dias sem intervalo, com suplementacéo
de solucao nutritiva de Hoagland a cada 15 dias.

Apbs 6 meses de desenvolvimento, as plantas relativas aos tratamentos PHD
e SPHD foram submetidos a 4 periodos de deficiéncia hidrica, os quais
corresponderam a 7 dias sem irrigacao (quadro amarelos, Figura 2) intercalados por
1 dia de reidratacdo (R1-R4, Figura 2). Ao final do 6° més, todas as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrica (suspensao da irrigacdo) durante 15 dias (retangulos
vermelho escuro, Figura 2). Foram realizadas duas coletas, uma no periodo R4 e apés
os 15 dias de desidratacdo continua (Figura 2), todas as amostras foram armazenadas

em ultrafreezer -80°C.

Figura 2. Esquema do delineamento experimental para analises fisioldgicas, bioquimicas e moleculares
de plantas de C. Pyramidale apo6s ciclos de hidratagdo e desidratacéo (ciclos HD), as quais as plantas
foram submetidas: Sementes/plantas sem ciclos de HD (Ctr/Controle); sementes submetidas a trés
ciclos de HD (SHD); plantas submetidas a quatro ciclos de HD (PHD); sementes e plantas submetidas
aos ciclos de HD (SPHD). As coletas (folha, raiz e caule) estdo indicadas pela figura de uma tesoura.
(CRA) Conteudo relativo de agua foliar; (CNEs) Carboidratos N&o Estruturais; (R1-R4) Reidratagao.
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Andlise de parametros fisioldgicos e bioquimicos

Conteudo relativo de dgua (CRA) foliar

O Conteludo relativo de agua foliar (CRA) de todos os tratamentos foi
mensurado a cada 3 dias, no periodo da manha (antes do nascer do sol; “predawn”),
a fim de avaliar o status hidrico da Catingueira, durante os 15 dias de deficiéncia
hidricada. Discos foliares (~3 cm de diametro, a partir de ramos plagiotrépicos,
localizado no quinto nd, a contar do 4pice do ramo) foram coletados e pesados em
balanca de precisdo (adventurer OHAUS), obtendo-se a massa fresca (MF). Em
seguida, os discos foliares foram hidratados (por imersdo em agua deionizada) e, apos
24 horas procedeu-se a pesagem para mensuracdo da massa turgida (MT). As
amostras (discos foliares) foram transferidas para estufa (B.O.D) a 70°C por 48 horas,
para entdo, determinar a massa seca (MS). As medidas do CRA foram calculadas
através da formula: CRA (%) = (MF-MS) / MT-MS) x 100, conforme descrito por Barrs
e Weatherley (1962).

Acucares soluveis totais (AST)

Quatro plantas por tratamento (Figura 2) foram selecionadas para coleta das
folhas (bem desenvolvidas), segmentos do caule (casca e lenho) e raizes (finas)
durante o turno vespertino (as 15:00 h). As amostras foram congeladas em N2 liquido
e armazenadas em ultrafreezer -80°C. Amostras de 25 mg (de cada tecido) foram
utilizadas para avaliacdo do conteudo de AST. A pesagem foi realizada em balanca
analitica de precisdo. As amostras foram maceradas e homogeneizadas em 1,2 mL
de etanol a 80%, vortexadas e incubadas por 90 min a 70°C em banho-maria
(ROBBINS; PHARR, 1988). Em seguida, foram centrifugadas a 15.000 g a 25°C, por
10 min e o sobrenadante transferido para tubo de 2,5 mL (eppendorf). O procedimento
foi repetido, através da ressuspenséao do pellet em 600 pL de etanol 80% por 30 min.
Por fim, as amostras (de todos os tecidos, em todos tratamentos) foram novamente
centrifugadas a 15.000g a 25°C, por 10 min. O conteudo das duas centrifugacdes
(sobrenadantes) foram misturados e analisados com Geneses 10S UV-Vis (Thermo
Scientific), no comprimento de onda de 490 nm, seguindo a metodologia descrita por

Dubois e colaboradores (1956).
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Teor de Amido

A fracdo insolavel (proveniente da extracdo sollvel dos carboidratos, de todos
0s tratamentos e tecidos) foi suspensa em 1 mL de etanol a 80%, centrifugado a
15.000g a 25°C, por 10 min (esta etapa foi repetida até obtencdo do pellet purificado).
Em seguida, foi adicionado 800 pL de KOH, 0,2 M ao pellet e as amostras foram
incubadas a 95°C, por 2 horas. Estabelecido o pH 5.5, as amostras foram
centrifugadas nas mesmas condi¢des supracitadas. Por fim, o pellet foi hidrolisado
(conversao amido - acucar soluvel - glicose) pela adicao de 10 U (unidades) da enzima
amiloglucosidase (A1621, Sigma-Aldrich) durante 90 min & 55°C, sendo
posteriormente analisado pelo método descrito por Dubois e colaboradores (1956). A
concentracdo dos CNEs de cada tecido foi calculada pela adicdo das concentracoes

de acuUcares soluveis totais e amido.

Andlise estatistica

O experimento foi conduzido de forma inteiramente casualizada, contendo
guatro tratamentos, com 4 repeticdes cada, totalizando 16 plantas jovens para cada
momento de coleta (R4 e SC). O teste de Shapiro-Wilk foi realizado assegurar a
normalidade dos residuos dos dados e o Levene para avaliar a homogeneidade das
variancias. A analise da variacdo do status hidrico de acordo com o tratamento, foi
realizada uma ANOVA fatorial, tendo como variaveis preditoras os dias e o0s
tratamentos. Para avaliar o acimulo de CNEs nos tratamentos da R4 e desidratacao
continua, foi realizada uma ANOVA fatorial, tendo como variaveis preditoras 0s
tratamentos e os 06rgdos. As analises foram realizadas no Programa Statistica 8.0
(StatSoft. Inc, Oklahoma, USA).

Andlise de expressao de genes de memoria hidrica

Extracdo do RNA e sintese de cDNA

O RNA total do tecido radicular de C. Pyramidale dos tratamentos da primeira

coleta (R4, Figura 2), foi extraido conforme o protocolo estabelecido por Chang e

colaboradores (1993). A integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese em
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gel de agarose (1,5%). As amostras de RNA foram tratadas com DNAse (DNA-free™
Kit DNase Treatmente & Removel) (Invitrogen) e quantificadas em equipamento
Qubit® 2.0 (Invitrogen). Aliquotas de 1 ug de RNA foram convertidas em cDNA,
utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcription Mix, Oligo(dT) (Promega),
conforme as especificagcdes do fabricante. As amostras de cDNAs foram sintetizadas
em triplicata biolégicas e técnicas e mantidas em freezer -20°C até a realizacdo das
analises de gqPCR.

Andlise de expresséao via qPCR

Os genes identificados na literatura como associados a memaria hidrica foram
selecionados e avaliados no transcriptoma da C. pyramidale (Frosi et al., 2021),
através de um alinhamento (BLAST), selecionando-se aqueles genes que
apresentaram homologia, com base em seus dominios caracteristicos. Como
resultado dessa analise, foram identificados 13 transcritos (Tabela S1), os quais foram
pré-avaliados com relacdo a eficiéncia. Para cada transcrito diferencialmente
expresso (DE) in silico foram desenhados primers, através do programa Primer3 Plus
(UNTERGASSER et al., 2007) e Primer-BLAST (YE et al., 2012), com o0s seguintes
parametros: conteddo de GC 50%, tamanho do amplicon entre 80 e 150 pb,
temperatura de melting entre 40°C - 60°C e desenhados na jungédo éxon-éxon.

A analise de expressao por RT-gPCR foi realizada em equipamento LineGene
9600 (Bioer), utilizando o sistema de deteccdo SYBR Green. As reacdes foram
preparadas em triplicatas bioldgicas e técnicas. As reacdes foram preparadas com 5
ML do Go-Taq gPCR Master Mix 2x (Promega), 1 uL de cDNA (1/10), 0,3 uL de cada
primer (5 uM) e volume ajustado para 10 yL com H20 ultrapura. As condi¢cbes de
ciclagem foram ajustadas para 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 15s,
60°C por 60 s. A curva de melting foi gerada com a temperatura de amplificacédo
variando de 65 - 95°C. As eficiéncias de amplificacdes foram determinadas a partir
das curvas padrdo geradas por diluicdes seriadas de cDNA (1/10, 1/100, 1/1000 e
1/10000) em triplicatas técnicas e calculadas por meio da equagdo E=10(1/slope of the
standard curve) (RASMUSSEN, 2001). Seis genes de referéncia candidatos (GR) foram
selecionados a partir dos estudos de Frosi e colaboradores (2021) e utilizados neste
estudo, sendo: ARP3 (Actin-related protein 3); HAG2 (Histone acetyltransferase type
B catalytic subunit); SAC1 (Suppressor of Actin); MYB4 (Transcription factor - MYB4);
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RSH1 (Relat/SPOT homologl); VFB1 (Vier F-box proteinl Atlg47056). A expressao
relativa foi avaliada pelo programa REST (Relative Expression Software Tool,
v.2.0.13; PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). As andlises de RT-gPCR seguiram
as recomendacdes sugeridas pelo MIQE (The Minimum Information for Publication of
Quantitative RealTime PCR Experiments) (BUSTIN et al.,, 2009), assegurando a

maxima precisdo experimental e clareza dos dados.
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RESULTADOS

Analise da curva de hidratagdo e desidratacdo das sementes de C. pyramidale

A curva de embebicéo de C. Pyramidale teve duracéao de 30 horas, onde a fase
[, 1l e Il do processo de germinagédo compreendeu 16 h, 8 h e 6 h, respectivamente
(Figura 3A). Com base nesses resultados, o tempo “X” correspondeu a 8 horas, o
tempo “Y” a 18 horas e o tempo “Z” de 22 horas (Figura 3A). O periodo de desidratacao

das sementes, em que retrata ao retorno de sua biomassa inicial, foi de 7 horas a 37°C
(Figura 3B).

Figura 3. Curva de Embebicéo (A) e de desidratacdo (B) de sementes de C. pyramidale.
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Influéncia dos ciclos de HD sobre a germinacéo

O condicionamento de sementes de C. pyramidale a trés ciclos de HD
favoreceu todos os parametros de germinacao (Figura 4), confirmando nossa hipotese
inicial. Aléem disso, sementes ndo condicionadas quando germinadas em potenciais
inferiores a -0,8 MPa tiveram sua germinagdo inibida, ao contrario das sementes

condicionadas, as quais responderam a germinacao em todos os potenciais osmoticos
avaliados (00 a -1,0 MPa) (Figura 4).
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Figura 4. Parametros de germinacéo de sementes de C. pyramidale condicionadas a trés ciclos de HD
e a diferentes potenciais osmaticos. (A) porcentagem de germinacao; (B) sincronia da germinacéo; (C)
Tempo médio de germinacédo (TMG) e Velocidade média de germinacédo (VMG). 0C (Sementes nao
condicionadas aos ciclos de HD); 3C (Sementes submetidas a trés ciclos de HD). As letras apontam as
diferencas estatisticas entre os grupos conforme o teste de Newman-Keuls, e os valores representam

a média das repeti¢cdes (n=5 + erro padréo).
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Em termos de porcentagem de germinacao (Figura 4A), podemos observar que
nao houve diferenca significativa entre as sementes condicionadas e né&o
condicionadas nos potenciais osmoticos de -0,0 a -0,2 MPa. No entanto, houve um
aumento significativo de 44%, 814%, 37% e 14% em sementes submetidas a ciclos
de HD, quando comparadas a sementes sem ciclo de HD, em potenciais osmoticos
de -0,4; -0,6; -0,8 e -1,0 Mpa, respectivamente (Figura 4A).

Em termos de sincronia (Figura 4B), quando comparados sob as mesmas
condi¢cbes osmaticas (-0,0 MPa, apenas com agua destilada estéril sem PEG 6000),
sementes submetidas aos ciclos de HD (3C) teve significativamente a germinacao
mais ordenada e uniforme, em cerca de 85%, em comparagdo a sementes nao

submetidas aos ciclos de HD (0C). Nos potenciais de -0,8 e -1,0 MPa, a sincronia das
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sementes submetidas aos ciclos de HD aumentou aproximadamente 25% e 43% em
comparagcdo com as sementes nao condicionadas (0C) germinadas nas mesmas
condi¢cBes osmoticas (Figura 4B).

Sementes condicionadas (ciclos de HD) apresentaram Menor Tempo de
Germinacdo (TMG). Quando em potenciais osmoticos de -0,4 e -0,6 MPa, estas
apresentaram reducgdes significativas de TMG de 57% e 56%, respectivamente,
quando comparadas as sementes nao condicionadas (Figura 4C). Reducdes
estatisticamente significativas de 19% e 29% foram obtidas nos potenciais de -0,8 e -
1,0 MPa, com respectivamente (Figura 4C).

Observa-se que as sementes condicionadas por ciclos de HD, ao serem
avaliadas pelos parametros de sincronia e TMG, nao evidenciaram os efeitos do
estresse por deficiéncia hidrica impostos pelos diferentes potenciais osmaticos, ao
contrario das sementes nao condicionadas (0C) (Figura 4BC).

Os ciclos de HD também apresentou efeitos significativos na Velocidade Média
da Germinacdo (VMG). Sementes submetidas a 3C apresentaram um aumento
significativo na sua velocidade de germinacdo em todos 0s potenciais osmaoticos
analisados (0,0 MPa, 78%; -0,2 MPa, 123%; -0,4 MPa, 133,33%; -0,6 MPa, 225%; -
0,8 MPa, 52%; e -1,0 MPa, 43%) (Figura 4D), em comparagdo com sementes néo
condicionadas (0C) germinadas sob o mesmo potencial osmético. Sementes
submetidas aos ciclos de HD tiveram um aumento significativo na velocidade de
germinacdo em cerca de 78,26% e 65,21% nos potenciais de 0,0 e -0,2MPa,
respectivamente, em relacdo a sementes ndo submetidas aos ciclos de HD

germinadas em potenciais de 0,0 MPa (4gua destilada) (Figura 4D).

Conteudo relativo de agua foliar

Figura 5. Variagéo do Contetido Relativo de Agua (CRA) foliar medidos antes do amanhecer em
C. pyramidale, durante o periodo de 15 dias de desidratacdo continua. As letras correspondem as
diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls, bem como os valores
sinalizam o valor médio para as repeticdes experimentais (n=4 * erro padréo). Ctr (Controle), PHD
(Plantas submetidas aos ciclos de HD), SHD (Sementes submetidas aos ciclos de HD) e SPHD

(Sementes e Plantas submetidas aos ciclos de HD).
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Plantas dos tratamentos Ctr (controle), SHD e PHD apresentaram reducdes do
CRA de 13,68%, 43,74% e 24,6%, respectivamente, em relacdo ao seu 1° dia ao
entrar no periodo de déficit hidrico continuo. Em contrapartida, plantas do tratamento
SPHD mantiveram seu status hidrico predominante em comparac¢éo ao seu 1° dia de
déficit hidrico continuo. Porém, no 15° dia houve um aumento de 23,37% e 19,05%
no CRA dos tratamento Ctr e SHD em comparacédo ao 8° dia. Convém ressaltar, que
no ultimo dia da coleta (15° dia), a precipitacao pluviométrica foi intensa, e a disposi¢ao
espacial das plantas pertencentes aos grupos Ctr e SHD no interior da casa de
vegetacdo provavelmente influenciou no aumento do CRA, como observado nos
dados discrepantes. Em contrapartida, o grupo SPHD manteve o seu CRA constante
durante a desidratacdo continua (DC). Além disso, o grupo PHD no 15° dia em

comparacao ao 1° dia teve uma reducao significativa no seu CRA de 53,12%.

Dinamica dos carboidratos nao estruturais

Plantas que passaram pelos quatro periodos deficiéncia hidrica intermitente
apresentaram maior acumulo de agucares soluveis nas folhas (Figura 6A). O ultimo
estagio de hidratacao (R4) (antes de entrarem no periodo da desidratacdo continua)

foi marcado pelo aumento significativo nos orgaos foliares de 32,94% e 29,27% de
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acucares soluveis nos tratamentos PHD (plantas condicionamento por ciclos de HD)
e SPHD (condicionamento por ciclos de HD na germinagdo e em plantas),
respectivamente, em relacéo ao teido foliar do tratamento Ctr (Controle) (Figura 6A).
Ja, entre os tecidos radicular e do caule, ndo houve diferencas significativas no

acumulo de agucar soltveis (Figura 6A).

Figura 6. Concentracédo de aglcares sollveis totais (AST) em diferentes tecidos (folha, caule e raiz)
de plantas de C. pyramidale apds a quarta reidratacdo - R4 (A) e, em seguida, de desidratacéo
continua - DC (B). Ctr (Controle), PHD (Ciclos de HD nas plantas), SHD (ciclos de HD nas sementes)
e SPHD (ciclos de HD nas sementes e plantas). As letras correspondem as diferencas estatisticas
entre os grupos pelo teste de Newman-Keuls, e os os valores sinalizam o valor médio das repeti¢cdes
(n=5 % erro padréo).
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Ainda assim, durante a R4, ao analisar os 6rgaos de plantas pertecentes ao
mesmo grupo, as raizes mostrou-se um 6rgao predominante no acumulo de aglcares
soluveis, com aumentos significativos de 50%, 56%, 63% e 44% nos tratamentos Ctr,
PHD, SHD e SPHD, respectivamente, quando em comparacdo ao caule. Neste
periodo (R4), observa-se também, um aumento significativo de aglcares solUveis de
58,50%, 44% e 45,44% nas folhas, em contraste ao caule, respectivamente nos
tratamentos PHD, SHD e SPHD (Figura 6A). Ja o tratamento controle (Ctr) nao
apresentou diferengas significativas no caupe e folhas (Figura 6A).

O periodo de desidratacéo continua (plantas sujeitas a um periodo de 15 dias
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sem irrigagcéo) nao refletiu mudancgas significativas na dinamica dos AST em nenhum
dos tecidos (folha, caule e raiz) e tratamentos analisados (Figura 6B). Sobretudo, ao
analisar os diferentes tecidos do mesmo tratamento, verifica-se que apenas no
tratamento Controle (Ctr) o teor de acucar foi significativamente maior (em cerca de

45,6%) nas nas raizes em comparacao ao caule (Figura 6B).

Teor de Amido

As plantas de C. pyramidale condicionadas a ciclos de HD em ambas as fases
(na germinagdo e na fase vegetativa — SPHD) mostraram acumular amido
preferencialmente no tecido radicular (Figura 7A). O aumento de amido nesse tecido
foi significativamente maior em 76%, 58% e 89% respectvamente em relacdo aos
tratamentos Ctr, PHH e SHD (Figura 7A), ao passo que tanto o caule como no tecido
foliar ndo apresentaram diferencas significativas nas concentragcdes de amido em

todos os tratamentos avaliados (Figura 7A).

Figura 7. Concentracdo de Amido em diferentes tecidos (folha, caule e raiz) de plantas de C.
pyramidale apos a quarta reidratacdo - R4 (A) e apos a desidratagao continua - DC (B). Ctr (Controle),
PHD (ciclos de HD nas plantas), SHD (ciclos de HD nas sementes) e SPHD (ciclos de HD nas
sementes e plantas). As letras correspondem as diferencas estatisticas entre os grupos pelo teste de
Newman-Keuls, e os os valores sinalizam o valor médio das repetigcbes (n=4 + erro padréo).
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Durante a desidratacdo continua (DC) (Figura 7B), ndo foram observadas
diferencas significativas entre tratamentos e tecidos (Figura 7B). Porém, quando

comparados os diferentes tecidos dos mesmos tratamentos, observa-se que o tecido
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radicular foi o principal 6rgdo de armazenamento de amido, apresentando diferencas
significativas em relacédo as folhas de 15%, 38% e 42% dos tratamentos SHD, PHD e
SPHD, respectivamente. Além disso, no tratamento controle (Ctr) de plantas
pertencentes ao mesmo grupo, foi observado um aumento significativo de 25% na
regido do caule em relacdo as folhas. Também foi notavel o aumento (~ 25%) nas
concentracbes de amido na raiz de plantas SPHD em relagcdo ao caule. Ainda no
tratamento SPHD, € possivel perceber que a concentracdo de amido nas raizes teve

uma reducédo de 27% no periodo R4 em relacéo ao periodo DC (Figura 7A-B).

Carboidratos néo estruturais (CNESs) total

O conteudo total de CNEs no caule e raizes durante a quarta reidratacéo (R4)
nao diferiu entre os tratamentos (Figura 8A). No entanto, foi notavel que as plantas
dos tratamentos PHD e SPHD apresentaram um aumento nas folhas significativo de
27% e 24%, respectivamente, em comparacdo ao mesmo tecido do tratamento
Controle (Ctr) (Figura 8A).

O CNEs aumentou nas folhas (26%) e caule (38%) do tratamento controle em
comparacao com ao tecido radicular. Da mesma forma, os tratamentos SHD, PHD e
SPHD mostraram aumentos significativos de 41%, 42,20% e 49,69%, nas raizes,
respectivamente, quando comparados com o caule. Além disso, as folhas tiveram um
aumento significativo de CNEs em aproximadamente 36%, 31% e 34% em relacdo ao
caule dos seus respectivos grupos. Porém, na no periodo de desidratacdo continua
(DC), a particdo de carboidratos ndo estruturais ndo diferiu estatisticamente entre

tecidos e tratamentos (Figura 8B).

Figura 8. Concentragcdo de carboidratos ndo estruturais (CNEs) em diferentes tecidos (folha, caule e
raiz) de plantas de C. pyramidale apés a quarta reidratacao - R4 (A) e apés a desidratacdo continua -
DC (B). Ctr (Controle), PHD (ciclos de HD nas plantas), SHD (ciclos de HD nas sementes) e SPHD
(ciclos de HD em sementes e plantas). As letras correspondem as diferencas estatisticas entre os
grupos pelo teste de Newman-Keuls, e 0s os valores sinalizam o valor médio das repeti¢cdes (n=4 +

erro padréo).
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Expressao diferencial dos genes associados a memoria hidrica

A andlise do transcriptoma de C. Pyramidale descrito por Frosi e colaboradores
(2021) permitiu a selecéo in silico de um grupo de transcritos como potenciais alvos
para estudos da memodria hidrica (aqui denominados genes de memoria “GM 1-13”).
Dos 13 genes selecionados (Tabela 1S), cinco genes alvos foram eficientes na anélise
de expresséo via RT-gPCR, sendo: Auxin_resp (GM3), E3 ubiquitin-protein ligase
RZF1 (GM6); PYR_PYL_RCAR_like (GM7); PLN02467 (GM8); PRK11107
superfamily_GAF/ (GM9) (Figura S1). Os genes Actin-related protein 3 (ARP3) e
Histone acetyltransferase type B catalytic subunit (HAG2) foram empregados como
normalizadores, sendo também selecionados por Frosi e colaboradores (2021).

A andlise de expressdo dos genes de memdria hidrica foram avaliados no
tecido radicular da Catingueira ap0s o periodo de desidratacdo hidrica intermitente,
especificamente na quarta reidratacdo (R4). Foram avaliados os tratamentos SHD,
PHD e SPHD em relagéo aos seus respectivos controles e aos genes de referéncia.
(Figura 9; Tabela S2). Dos cinco alvos analisados, dois transcritos (GM6 e GM7)
apresentaram nivel de expressao significativamente superior (1,7 e 3,8 mais
expressos em relacéo aos controles, respectivamente) no tratamento SPHD, ou seja,

aguelas plantas que passaram por ciclos de HD tanto na germinagdo como na fase
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de planta/juvenil (Figura 9). Plantas do tratamento SHD apresentaram repressao
significativa dos transcritos GM6 e GM9 (-0.597 e -0.280, respectivamente). Em
contrapartida, o transcrito GM7 apresentou expressao significativa (5.763) (Figua 9)
em plantas do tratamento PHD. Os transcritos GM3 e GM8 nao apresentaram

diferencas significativas em todos tratamentos analisados.

Figura 9. Genes de memaoaria diferencialmente expressos no tecido radicular da Catingueira na quarta
reidratacdo (R4) apds o periodo de desidatacdo intermitente. Os “asteriscos” significam os genes
diferencialmente expresso dos tratamentos em relacdo ao controle (up-regulated ou down-regulated)
(p< 0,05). PHD (ciclos de HD nas plantas), SHD (ciclos de HD nas sementes) e e SPHD (ciclos de HD

nas sementes e plantas) GM: Genes de Memdria.
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DISCUSSAO

Padréo de germinagao de sementes de C. pyramidale

Estudos sobre espécies nativas e lenhosas em regides aridas e semiaridas, a
exemplo da Caatinga, séo relativamente escassos. Nesse contexto, a Catingueira se
destaca como uma excelente espécie modelo para pesquisas na ecofisiologia,
genética e na biotecnologia de plantas. Assim, compreender a germinagdao da

Catingueira, espécie nativa da Caatinga, é essencial, pois oferece uma visdo
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aprofundada de como as espécies da Caatinga enfrentam os estresses abioticos.

A curva de embebicdo de sementes de C. pyramidale obtida neste estudo
(Figura 3A) exibiu um padréo trifasico, conforme descrito por Bewley e Preto (2013).
Numerosos estudos tém demonstrado consistentemente que sementes ortodoxas de
plantas lenhosas da Caatinga apresentam germinacgdo trifasica, como céssia-do-
nordeste (Senna spectabilis var. excelsa) (Lima et al.,, 2018); sansdo-do-campo
(Mimosa caesalpiniifolia Benth), angico-de-bezerro (Pityrocarpa moniliformis Benth.)
(Nicolau et al., 2020); angico-branco (Anadenanthera colubrina var. cebil), tamboril (E.
contortisiliquum Vell. Morong), amendoim-bravo (Pterogyne nitens Tul.) (Nascimento;
Dantas; Meiado, 2021); facheiro-de-praia (Pilosocereus catingicola (Gurke) Byles &
Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Lima; Meiado, 2023) e jurema-preta
(Piptadenia moniliformis Benth. Luckow & R.W. Jobson.) (Junior et al., 2023).

Nota-se que a fase Il da germinacdo da Catingueira ocorreu em um curto
periodo de tempo, esta caracteristica € uma estratégia comum na maioria das
leguminosas presentes na Caatinga (Barbosa, 2003). Pois, o encurtamento da fase Il
(laténcia) resulta em maior aproveitamento dos recursos disponiveis no solo, como
agua e nutrientes, rapido estabelecimento inicial das mudas, além de evitar que sejam

capturadas por predadores (Gutterman, 1993).

A hidratacdo descontinua melhora a germinacdo e confere tolerancia a deficiéncia
hidrica em sementes de C. pyramidale

Devido a natureza dinamica dos ambientes semiaridos, pequenos eventos de
precipitacdo promovem efeitos cumulativos nas caracteristicas das sementes, que
podem gerar mudancas adaptativas ou desencadear feedback negativo
comprometendo sua viabilidade (Contreras-quiroz et al., 2016; Srivastava; Kumar;
Suprasanna, 2021). Segundo Nascimento e colaboradores (2021), sementes ‘nédo
condicionadas’ quando expostas a condigdes desfavoraveis tendem nao suportar os
impactos do ambiente.

De acordo com Loépez-Urrutia e colaboradores (2014), os ciclos de HD
estimulam metabdlitos, transcritos e reguladores enzimaticos chave que
desempenham um papel crucial na 'memoria hidrica' das sementes quando
submetidas a estresses abidticos. Por exemplo, Chen e Arora (2013) relatam que o
priming nas sementes desencadeia o acumulo de proteinas LEA que pode ser um
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fator que contribui para a toleréncia a seca. E, por sua vez, seus impactos podem
persistir durante todo o ciclo de vida da planta (Srivastava; Kumar; Suprasanna, 2020).

Assim, nossos resultados corroboram a hipotese de que a hidratacao
descontinua em sementes de Catingueira pode ser um dos fatores associados ao
aumento da tolerancia a dessecacao durante a estacdo seca na Caatinga. Portanto,
as evidéncias apresentadas revelam que o condicionamento de sementes de C.
pyramidale com 3 ciclos de HD melhorou todos os indicadores de germinacao
analisados, além de promover germinabilidade em potenciais hidricos elevados, em
comparacado com sementes ndo condicionadas. Estes resultados sao consistentes
com trabalhos pioneiros que validam a importancia dos ciclos de HD na resposta
fisiolégica a condicdes estressantes (Dubrovsky, 1996; 1998).

Lima e colaboradores (2018), constatou que sementes de S. spectabilis
condicionadas com 1, 2 e 3 ciclos de HD tiveram sua germinabilidade afetada quando
foram considerados diferentes tempos (X, Y e Z) de hidratagdo. Porém, sementes
hidratadas até o tempo Y (16 horas) submetidas a 3 ciclos de HD foram mais tolerantes
ao déficit hidrico (Lima et al., 2018). Além disso, Nicolau e colaboradores (2020),
observaram que sementes de Pytirocarpa moniliformis submetidas a 2 ciclos de HD
foram mais permissivas para reagir positivamente ao déficit hidrico severo (-0,8 MPa),
sendo favorecidas em sua % de germinacdo em cerca de 48%, em contraste com
aguelas que foram submetidos a 0 e 4 ciclos de HD. Meiado e Lima (2023) avaliaram
a expressao da ‘memodria de hidratagdo’ em sementes de palma forrageira
(Pilosocereus catingicola). Os autores constataram que a medida que o potencial
hidrico se tornava mais negativo, as sementes submetidas a ciclos de HD adquiriam
tolerancia a seca (Meiado; Lima, 2023).

Em algumas situacbes, o tempo de hidratagcdo das sementes e o elevado
namero de ciclos de HD podem ser desfavoraveis aos parametros de germabilidade,
comprometendo a estabilidade e integridade da membrana plasmatica (Dias, 2020).
Assim, os ciclos de HD estabelecem ajustes osmoéticos nas sementes que
desencadeiam a tolerancia a dessecac¢ao, como visto em nossos resultados. Portanto,
entende-se que cada espécie possui sua plasticidade fenotipica e genotipica, bem
como a tolerancia aos estresses abibticos € modulado por fatores endégenos que

podem ser influenciados pelas condigbes ambientais (Santos; Lima; Meiado, 2023).

Manuntecéo do status hidrico
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A manuntecado do conteudo relativo de agua foliar (CRA) sugere que as plantas
do tratamento SPHD desenvolveram uma possivel memaria hidrica, cujos tratamentos
prévios de ciclos de HD conduziram uma plasticidade fisiologica, podendo estar
associada a uma melhor performance no uso da agua, como por exemplo, permitindo-
lhes enfrentar situcdes de pouca disponibilidade de &gua no solo. Em Leite e
colaboradores (2023) foram realizadas medi¢cées do potencial hidrico foliar em
Mimosa tenuiflora (Mimosaceae) e Piptadenia stipulacea (Mimosaceae) antes do
amanhecer (entre 4h e 6h) e ao meio-dia (entre 11h e 13h). Os resultados mostram
que essas especies, pioneiras da Caatinga, apresentam uma elevada capacidade de
ajustar o potencial hidrico foliar, reduzindo consideravelmente seu potencial hidrico ao

longo do dia e garantindo a sua sobrevivéncia durante periodos de seca.

Dinamica dos carboidratos ndo estruturais em C. pyramidale

Os dados revelam que a passagem das plantas de C. pyramidale durante
periodos de desidratacdo hidrica intermitente gerou respostas adaptativas de
memoéria metabdlica durante a quarta reidratacdo. Pois, o teor de acucares solaveis
nas folhas dos tratamentos das plantas condicionadas na fase juvenil aumentou
significativamente, além disso o tecido radicular mostrou-se como o principal 6rgao no
acumulo de acucares soluveis. Crisp e colaboradores (2016), consideram os periodos
de ‘reidratacdo’ como pontos de verificagdo essenciais para a planta tomar a decisao
de redefinir as informagcdes de entrada ou investir recursos (resposta de defesa,
manutencdo, reparacdo de danos, entre outros) para um condicionamento ideal.
Portanto, a dindmica dos carboidratos ndo estrutural pode ser um dos fatores
associados a resiliéncia de C. pyramidale na Caatinga.

No que diz respeito a Liu e colaboradores (2022), as plantas, ao
experimentarem estimulos externos recorrentes de seca, podem melhorar seu
desempenho, refletindo diretamente nas respostas metabdlicas. Sala e colaboradores
(2010) enfatizaram a importancia da assimilagdo de carbono durante a fotossintese,
uma vez que a maior parte do carbono assimilado é armazenada e/ou acumulada na
forma de CNEs, reduzindo assim a deplecdo de C e fornecendo energia para o
crescimento e desenvolvimento das plantas durante periodos de seca.

No entanto, durante a desidratacdo continua, apenas as plantas controle
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apresentaram um aumento significativo nos agucares sollveis no tecido radicular.
Santos e colaboradores (2021), também utilizando C. pyramidale como modelo de
estudo, tiveram um aumento significativo de agUcares solUveis nas raizes de plantas
‘ndo aclimatadas’ durante secas leves, moderadas e severas. Assim, o acumulo de
acucares soluveis em tecidos lignificados € uma caracteristica comum de C.
pyramidale.

O amido, porcao insoluvel dos CNEs, é um composto classificado como
elemento de armazenamento e € encontrado principalmente nas estruturas
lignificadas das plantas, como caules e raizes (Omari, 2022). Comparado a todos 0s
tratamentos analisados, o amido nas plantas de C. pyramidale do tratamento SPHD
estava altamente concentrado na zona radicular, sugerindo a possibilidade de uma
marca registrada da memaoria metabdlica.

Além disso, o teor de amido nas raizes sugere um possivel aumento na
translocacdo do fotoassimilador, ou seja, a planta comeca a abrir seus estomatos e
se torna mais ativa, fazendo com que o amido seja translocado para a regido radicular.
Ainda assim, esta claro que durante a desidratacdo continua, o amido se degrada e
se converte em acUcares sollveis, reduzindo o potencial osmaético do solo. O
armazenamento de amido é considerado uma tatica vital para prevenir possiveis
embolias nos vasos do xilema (Santos et al., 2022), o que poderia indicar um traco
caracteristico de espécies lenhosas de climas aridos e semiaridos.

Nas plantas lenhosas, as CNEs sdo essenciais para reduzir o estresse
oxidativo gerado pelo déficit hidrico recorrente (Omari, 2022). Galvez e colaboradores
(2011) observaram que o alamo-trémulo (Populus tremuloides Michx.) priorizou a
sobrevivéncia das raizes durante o déficit hidrico, concentrando amido em sua regido
radicular. Wang e colaboradores (2023), validam a importancia do sistema radicular
como a principal fonte de sumidouro de carbono durante secas severas. Segundo
Srivastava (2021), o acumulo e armazenamento de metabdlitos também tem sido um
dos mecanismos-chave para elucidar a memadria somética nas plantas, reforcando o
modo expandido das plantas condicionadas ao fendtipo ‘alerta/prontidao’. Liu e
colaboradores (2022), relatam que plantas submetidas a ciclos recorrentes de seca
podem ter um menor gasto energético devido a provavel memoria adquirida, de modo
gue plantas sem priming precisariam gastar mais energia para atender as demandas

metabolicas durante uma elicitagéo abidtica.
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Receptor PYR/PYL/RCAR_like pode promover resiliéncia a plantas condicionadas a

ciclos de HD de C. pyramidale

Plantas de C. pyramidale quando submetidas ao condicionamento na fase
juvenil (PHD e SPHD), mostraram ser capazes de induzir genes associados a receptor
PYR/PYL/RCAR_like, o qual apresenta um papel importante por captar o acido
abscisico (ABA) e, posterior, modular as respostas frente as flutuacdes ambientais. O
ABA é uma molécula (um horménio vegetal) de sinalizac&o cuja sintese € induzida por
estresse abiotico, como a deficiéncia hidrica (Cutler et al., 2010; Jahan, et al. 2022).
Seus processos figuram entre os mais diversificados no metabolismo vegetal, seja
atuando na dinamica dos CNEs, regulando abertura e fechamento de estématos, na
adaptabilidade as adversidades do ambiente, bem como na expressdo de inUmeros
genes (Fidler et al., 2022).

Nossos resultados demonstram que a exposicdo a quatro periodos de
desidratacdo hidrica intermitente a periodos intercalados por periodos de reidratacéo
(R1-4) promoveu uma inducdo significativa da expressdo do transcrito GM7
(associado receptor de ABA da familia PYR/PYL/RCAR_like) no tecido radicular da C.
pyramidale. Este fenbmeno sugere que a exposicao prévia ao estresse em tela tenha
condicionado a planta a responder de modo eficaz durante a reidratagéo subsequente,
possivelmente através da ativacdo de vias de sinalizacdo que envolvam o ABA, uma
vez que os receptores PYR/PYL sdo fundamentais na regulacdo das respostas
transcricionais do ABA (Gonzalez-Guzman et al., 2012), além de estarem envolvidos
na abertura dos estdmatos, também estdo associados a fatores como o estresse
hidrico.

Segundo Guedes e colaboradores (2018), a memdria hidrica tem participacao
na regulacdo da expressdo de genes relacionados ao ABA, influenciando na
codificacdo de proteinas sinalizadoras. Além disso, os ciclos de HD aumentam as
concentracdes de ABA afetando, assim, a dindmica da expresséo de genes (Marcos
et al., 2018), que codificam enzimas que participam da biossintese de osmoprotetores,
promovendo a tolerancia durante o déficit hidrico. Durante o estresse hidrico
subsequente na soja (Glycine max L.), genes sensiveis ao ABA, etileno e do
metabolismo secundario foram induzidos (Kim et al., 2020). Na batata (Solanum
tuberosum L.), o ABA exerceu um efeito positivo nas proteinas PP2C e SnRKs apés

enfrentarem o déficit hidrico (Chen et al., 2020).
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A indugdo positiva do gene relacionado ao ABA pode demonstrar um
mecanismo de memoaria hidrica pelo qual as plantas submetidas ao déficit hidrico
desidratacdo hidrica intermitente sdo capazes de responder eficientemente a
disponibilidade hidrica. Este mecanismo de condicionamento pode ser um aspecto
positivo para a tolerancia das plantas, beneficiando a sua resiliéncia em ambientes
como a Caatinga, onde os periodos de baixa precipitacao séo frequentes.

Por outro lado, o transcrito GM9 (PRK11107_GAF) foi reprimido no tecido
radicular de plantas submetidas ao condicionamento apenas na fase germinativa
(SHD). J& o transcrito GM6 (CpRZF1) desempenhou um papel fundamental na
resposta adaptativa ao estresse hidrico em plantas de C. pyramidale. Pois, 0 aumento
significativo na expressdo deste gene no tratamento SPHD contribuiu para a
sobrevivéncia e a reidratacdo das plantas durante as condi¢cGes de estresse. O RZF1
codifica a subunidade do tipo RING pertencente a familia da ubiquitina E3 e o0 seu
papel foi evidenciado na resposta a estresses abioticos (Kim et al., 2017). De acordo
com Callis (2014) as respostas mediadas por ubiquitina estdo envolvidos desde a
regulacdo de Fatores de Transcricdo (FTs), alteracdes na cromatina até a localizacao
ou estabilidade dos receptores na membrana celular.

Dessa forma, a auséncia da expressdo do gene CpRZF1 em plantas de C.
pyramidale do grupo PHD pode indicar que a combinacdo do ciclos de HD na
germinacao e desidratacdo hidrica intermitente nas mudas (SPHD) produz um efeito
sinérgico, manifestado pela expresséo positiva do transcrito em GM6. A atuacéo do
gene GM6 no grupo de plantas SPHD pode estabelecer uma possivel ‘marca’ de
mem©ria transcricional durante a germinacdo, que é posteriormente recordado e
fortalecido nos estagios jovens. Por outro lado, a regulacdo negativa deste transcrito
em plantas submetidas ao condicionamento apenas na fase germinativa (SHD), indica
gue a sua ativacao positiva depende intimamente da exposicéo prévia ao estresse
durante seu desenvolvimento, na fase vegetativa. Dessa maneira, esse gene pode ser
considerado um alvo chave em estudos de genes de memdéria hidrica ou para
mecanismos de adaptacao frente a seca.

Em Ju e colaboradores (2013), o gene AtRZF1 foi regulado negativamente por
desidratacéo, neste estudo plantulas de A. thaliana com 2 semanas de idade foram
submetidas a uma solu¢do de manitol (400 mM) e tiveram o0s niveis transcricionais
diminuido 3x mais ap0ds 24 horas de estresse osmotico. Nesta anélise, o gene RAB18,

responsivo ao estresse osmotico, foi empregado como normalizado transcricional (JU
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et al., 2013). Em contrapartida, a superexpressdo de CpRZF1l em plantas
condicionadas (do grupo SPHD) de C. pyramidale, indicou que o gene em questéo
pode ter um papel dindmico na resposta ao estresse hidrico, que varia conforme o a
frequéncia e intensidade do estresse, além do estagio de desenvolvimento da planta.
Durante condi¢cdes osmoticas (estresse por desidratacdo) em A. thaliana, o AtRZF1
foi responsavel por regular positivamente a proteina PCA22, elevando o acumulo de
osmoprotetores, como Prolina (Kim et al., 2017).

Portanto, o gene CpRZF1 também representa um candidato potencial para
aplicacdo em programas de melhoramento genético e estudo de genes de memoria
associado a estresse por deficiencia hidrica.

CONCLUSAO

Sementes de C. pyramidale condicionadas por ciclos de HD tendem a tolerar
mais ao déficit hidrico em comparacdo com sementes sem ciclos de HD. Aqui,
consideramos que a tolerancia adquirida pela espécie € um dos mecanismos
associados a hidratacdo descontinua, a qual gera efeitos cumulativos em processos
fisiolégicos. Como resultado, ao serem submetidas um terceiro ciclo de hidratacéo, as
sementes apresentam uma resposta potencializada. Portanto, propagacédo espaco-
temporal da precipitacdo contribui para a formacdo dos ciclos de hidratacao
descontinua nas sementes de plantas em ecossistemas como a Caatinga, que € um
dos mecanismos associados a persisténcia e dinAmica populacional de espécies
nativas dessa regiao.

O conteudo relativo foliar manteve-se estavel durante a desidratacéo continua
em plantas SPHD, sugerindo que este comportamento pode ser uma das vantagens
conferidas pelo condicionamento, proporcionando resiliéncia hidrica em condi¢cbes
adversas. Além disso, o tecido foliar de C. pyramidale foram identificadas como o
principal 6rgdo de acumulo de agUcares solUveis durante a reidratacdo (R4), enquanto
o tecido radicular se destacou como o principal 6rgdo de armazenamento de amido e
acumulo acucares soluveis, tanto durante a reidratacéo (R4) e desidratacéo continua
(DC), respectivamente, em plantas do tratamento SPHD. Assim, a degradagéo do
amido em acucares simples pode ser um dos fatores associados a resiliéncia de C.
pyramidale durante a estacdo seca. Em relacdo aos niveis transcionais, as plantas

submetidas a condicionamento em diferentes fases do desenvolvimento tendem a
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recrutar transcritos para uma resposta mais efetiva, com o intuito de aliviar os impactos
referente a desidratacéo hidrica intermitente.

Diante desse panorama, como nenhuma cultura de interesse agrondémico
atende a todos os parametros qualitativos desejaveis, o uso dos ciclos de HD, em um
cenario de mudancas climaticas cada vez mais frequentes (com altas temperaturas e
periodos de pouca disponibilidade hidrica), pode ser uma estratégia interessante a ser
empregada em estudos que visem aumento de tolerancia ao déficit hidrico de
espécies cultivadas. Nossa hipétese sugere um sistema no qual sementes submetidas
a ciclos de HD que germinam em potenciais mais negativos sejam cultivadas no solo
e analisadas (em niveis fisiolégico, bioquimico e molecular) para verificar o seu
potencial de tolerancia e os efeitos de memdria de curto ou de longo prazo, possam
Nnos propor uma compreensao mais ampla de como a Catingueira torna-se resiliente

frente aos estresse abibticos, como seca e salinidade.
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Tabela S1. Pares de primers de genes de referéncia candidatos (CRGs) e dos transcritos alvos (genes de memoria) desenhados, sintetizados e testados em

tecidos radiculares de C. pyramidale sob condicdo de estresse hidrico no tecido radicular, conforme a literatura e identificados no transcriptoma de C.

pyramidale. GM: Gene de mem¢ria; Tm: Temperatura de melting; G/C (%):percentual de nucleotideos Guanina (G) e Citosina (C); pb: pares; E %: Eficiéncia;

N/E: Nao eficiente.

Gene Anotacéo Sequéncia (5’- 3’) Tm (°C) G/C (%) Am(;r))lk;c):on Referéncia Espécie E %
GENES DE REFERENCIA
_ _ (F) AATTCAGCTCAGCCATCCTTT  60.2 42.9 Frosi et al. ,
ARP3 Actin-related protein 3 131 . pyramidale 94.99
(R) CCAGCCTCACTTTGATTGTTC  59.7 47.6 (2021)
Histone (F) GCATGAGACGAGGAGAGTTTG ~ 000 524 Frosi et al. -
HAG2 acetyltransferase type 108 (2021) . pyramidale 99.67
B catalytic subunit (R) CACTTCGCCTGCTTAATTTTG 59.9 42.9
. (F) CCAGTCCAGGTCCTTCACATA 60.0 52.4 Frosi et al. .
SAC1 Suppressor of Actin (R) TGAAGAGAATGGTTGGTACGG 60.0 476 101 (2021) . pyramidale N/E
Transcription (F) TCACCGAAAGAGAAGCAGTGT 60.0 47.6 Frosi et al. .
MYB4 repressor MYB4 (R) AGTCCTATGGCTTGCCTGATT  60.1  47.6 184 (2021) - pyramidale N/E
(F) TGACCTCAGCCATGATACCTC 60.1 42.4 Frosi et al. .
RSH1 Relat/SPOT homologl (R) ATGTTGCGAAGATGATCCAAG 60.1 429 168 (2021) . pyramidale N/E
Vier F-box proteinl (F) TCAGCATCACCCACTGTATCA 60.1 47.6 Frosi et al. .
VFBl (Atlg47056) (R) GTATTGCCGATGAAGGTTTGA  60.0  42.9 169 (2021) - pyramidale — N/E
ALVOS
. (F) ACGTTGCTTTCTTCGACAGG 60,4 50 :
GM1 Caleosin (R) GGGCGAGTTTTCTGACTGAG 60 55 145 Este estudo . pyramidale N/E
Delta-1-pyrroline-5- (F) CCCCCTTCTCAGAAAACAAC 58,6 50 .
GM2 carboxylate (R)AACTCAATGCAGGAAACACG 588 45 112 Esteeswdo C.pyramidale — N/E
. (F) AATCCGGTGACTGGTGCTAC 60 55 Este estudo .
GM3 Auxin_resp (R)TCGTCCTGGGAAAATGAATC 59.9 45 65 . pyramidale 95.37
GM4 GH3 superfamily (F) TGGGAAATCAGTGGAGAAGC 60,2 50 147 Este estudo N/E



GM5

GM6

GM7

GM8

GM9

GM10

GM11

GM12

GM13

Serine/threonine-
protein kinase SAPK2
E3 ubiquitin-protein
ligase Cenostigma
pyramidale RZF1

PYR_PYL_RCAR_like

PLNO02467

PRK11107
superfamily / GAF

ANKYR
RING-Ubox_PUB
GST_N_Tau

Transp_inhibit

(R)TGTTCCCCTCCTGACAACTC
(F) TCTGCATAAAGGGGGTTTTC
(R)ICATATCGATCGCTGTCATGC
(F) CGGTCTTGAGCAGTTGATTC

(R)CCCTTCGATGGCAGATTTC

(F) CCTCTCTTCCGATGAACTGC
(RIGTCAGTGGCTGGGTTGAATC
(F) GTTTGGAGCTGGCTGATGTC
(R)AATCTTGCTCCCAGTTGCTG
(F) CAGGCCTCAAGGTTCTTGTC
(R)TCTATTCCCGAACACACATCC
(F) GCGATTAACAAGGCTGGAG
(RIGCACGTCATGCCTTATGTCAC
(F) GATCGGGACTCGTCCATTAG
(R)CAAAAGATGCTTCCCTTTCG
(F) TGTTCGGGATGAGAGCTAGG
(R)IGCAGAGGGCTCTTGTTCATC
(F) GTTGCTGCCACACAACTGAC
(R)IGGTCTAGCCATTGCCAAAAG

60,1
59
60,2
58,4

60,4

60
60.5
60,8
60,4
59,8
59,8
58,5
61,5
59,5
59,8
60,4

60
60,4
59,7

55
45
50
50

52,6

55
55
55
50
55
47,6
52,6
52,4
55
45
55
55
55

50

70

103

88

83
158
172
172
151

90

95

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

. pyramidale

C. pyramidale

O o o o O O

0O

. pyramidale

. pyramidale
. pyramidale
. pyramidale
. pyramidale
. pyramidale
. pyramidale

. pyramidale

N/E

91.96

95.20

93.73

109.92

N/E

N/E

N/E

N/E
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Tabela S2. Expressao diferencial RT-gPCR da regido radicular de C. pyramidale durante a reidratacéo.

Ctr (Controle); PHD (Plantas submetidas aos ciclos de HD), SHD (Sementes submetidas aos ciclos de

HD) e SPHD (Sementes e Plantas submetidas aos ciclos de HD); E (%): Porcentagem de Eficiéncia;

DR: Downregulation/regulacdo negativa; UP: Upregulation/regulacao positiva; NS: N&o significativo/Not

significant; R: Correlation; S: Slope; ED*: Expressao Diferencial; NS: N&o significativo; UP: up-

regulated/regulagdo positiva; DOWN: down-regulated/regulagéo negativa.

Tratamentos Gene Anotacéo E (%) R S Y ED*
Intercept
Alvos
GM3 .
Auxin_resp 9537 -0.954 -3.44 38.56 0.9537 (NS)
E3 ubiquitin- i
GM6 protein ligase 91.96 -0.991 32.69 0.966 (NS)
3.53
Ctr versus CpRZF1
PHD GM7 PYR—PTithCAR 9520 -0.959 -344 3659  5.763 (UP)*
GM8 PLN02467 93.73 -0.945 -3.48 32.25 1.265 (NS)
GM9 PRK11107_GAF 109.92 -0.983 -3.11 31.07 1.665 (NS)
GM3 Auxin_resp 95.37 -0.954 -3.44 38.56 0.499 (NS)
E3 ubiquitin- i 0597
GM6 protein ligase 91.96 -0.991 32.69 ' .
CpRZF1 3.53 (DOWN)
Ctr versus PYR_PYL_RCAR ) ) 0.745
SHD GM7 like 95.20 0.959 3.44 36.59 (NS)
GM8 PLN02467 93.73 -0.945 -3.48 32.25 1.003 (NS)
GM9 PRK11107 GAF 109.92 -0.983 -3.11  31.07 0280
- ' : ' ' (DOWN)*
GM3 Auxin_resp 95.37 -0.954 -3.44 38.56 0.894 (NS)
E3 ubiquitin- i
GM6 protein ligase 91.96 -0.991 353 32.69 1.695 (UP)*
CpRZF1 '
Ctr versus om7  PYRPYLRCAR o550 0959 344 3659  3.788 (UP)*
SPHD _like
GM8 PLN02467 93.73 -0.945 -3.48 32.25 1.264 (NS)
GM9 PRK11107_GAF 109.92 -0.983 -3.11 31.07 0.1099 (NS)
Gene de
Referéncia
Histone
Hagz ~ acedlransferase o4 o 5970 333 32 -
type B catalytic
subunit
Actin-related -
ARP3 protein 3 94.99 -3.45 0.992 31.88 -
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Figura S1. Curvas de eficiéncia absoluta para os genes de alvos (A) e os genes de referéncia (B)

oriundas das reag¢des de RT-qPCR.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

v' Sementes de Catingueira submetidas a ciclos HD responderam mais eficiente nos
parametros de germinacdo, em relacao as sementes que ndo passaram ciclos HD.
Sugerindo que os ciclos HD ser uma pratica recomendada para melhorar a
qualidade e a eficiéncia da germinacdo de sementes de espécies adaptadas a
regides caracterizadas por periodos de pouca disponibilidade hidrica, como a

Caatinga, favorescendo a persisténcia e dinamica populacional das espécies.

v' Destaca-se a capacidade notavel de manutencao do conteldo relativo foliar ao
longo de 15 dias (desidratacdo continua) em plantas que receberam ciclos HD
durante a germinagcdo e fase vegetativa, sugerindo um papel potencial do
condicionamento dessas espécies na tolerancia ao deficit hidrico;

v' Afolha é o principal tecido responsavel pelo acimulo de aglcares sollveis durante
a reidratacdo (R4), enquanto a raiz desempenha o papel central no

armazenamento de amido durante R4 e desidratacdo continua em C. pyramidale.

v Trés transcritos associados a memoria do estresse hidrico C. pyramidale foram
superexpressos apos o condicionamento HD, mostrando que o condicionamento
prévio de estresse por desitratacdo foi importante para uma resposta menos

prejudicial para a planta quando imposta ao mesmo estresse futuro.
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