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Resumo

Em condi¢cbes ambientais as plantas podem ser afetadas por estresse abidticos e
bidticos, que podem ser espacialmente heterogéneos. Isso significa que as respostas
adaptativas sistémicas da planta em suas a¢des requerem sinais de estresse de longa
distancia, incluindo sinais elétricos. Os sinais elétricos s&o gerados pelo desequilibrio
transitério do potencial de membrana, causado pelo influxo/efluxo de ions e H* por
canais ioénicos, transportadores de membrana plasmatica e bombas eletrogénicas. E
influenciam varios processos fisioldgicos. Além disso, as plantas contam com uma
estratégia que melhora sua capacidade defensiva, o priming. O priming € um
mecanismo de defesa que prepara o sistema imune da planta para uma ativagao mais
rapida e/ou mais forte das defesas celulares contra futuras exposicoes a diferentes
tipos de estresse. Com o intuito de verificar se um estimulo local, promovido por
agentes patogénicos e/ou estimulagdo quimica gera mudancgas sistémicas no
eletroma de plantas de cevada, contribui para o processo de aquisi¢cao de priming,
desenvolvemos este trabalho composto por dois experimentos. No primeiro
experimento, foi avaliado se a estimulagdo de uma unica folha por fungos patogénicos,
com diferentes modos de parasitismo, transmite sinais elétricos sistémicos para o
restante da planta. No segundo experimento, foi avaliado se a elicitacdo local com
acido jasménico ou, Bipolaris. Sorokiniana, causam mudangas fisioldgicas sistémicas,
tais como mecanismos de defesa ligados ao estresse oxidativo. Nesse segundo caso,
desejava-se saber se o eletroma poderia ter um papel de sinalizagdo no processo de
aquisi¢cao de priming. Os resultados obtidos no primeiro experimento revelaram que a
inoculagdo com os fungos patogénicos gerou caracteristicas especificas na
distribuicdo de variagdo do eletroma ao longo do tempo para cada patdégeno.
Verificamos que a inoculagdo com diferentes espécies gerou uma assinatura elétrica
na planta especifica para cada patégeno, sendo possivel identificar a presenca do
patégeno na planta nos primeiros minutos. Os resultados do segundo experimento
mostraram que a aplicagao local de acido jasménico (AJ) e a infeccdo por B.
sorokiniana causaram alteragdes na expressao local e sistémica (longe do local da

aplicacdo) nos mecanismos de defesa ligados ao estresse oxidativo, bem como



reduziram drasticamente a infecgdo causada pela segunda inoculagdo com B.
sorokiniana. Podemos concluir que aplicagao local do fungo patogénico, assim como
de AJ, induzem sinalizacdo de longa distancia com desencadeamento de efeito
priming em tecidos sistémicos. No entanto, novas analises do eletroma sao
necessarias para confirmar se, de fato, os sinais elétricos estao presentes no processo

de aquisi¢cao de priming.

Palavras chaves: Eletroma; priming, interacao planta-patégeno, cevada.



Abstract

Under environmental conditions plants can be affected by abiotic and biotic stresses,
which can be spatially heterogeneous. This means that the plant's systemic adaptive
responses to its actions require long-distance stress signals, including electrical
signals. Electrical signals are generated by the transient imbalance of membrane
potential, caused by the influx/efflux of ions and H* by ion channels, plasma membrane
transporters and electrogenic pumps. And they influence various physiological
processes. In addition, plants have a strategy that improves their defensive capacity,
priming. Priming is a defense mechanism that prepares the plant's immune system for
faster and/or stronger activation of cellular defenses against future exposure to
different types of stress. To verify whether a local stimulus, promoted by pathogenic
agents and/or chemical stimulation, generates systemic changes in the electrome of
barley plants, contributing to the priming acquisition process, we developed this work
consisting of two experiments. In the first experiment, it was evaluated whether
stimulation of a single leaf by pathogenic fungi, with different modes of parasitism,
transmits systemic electrical signals to the rest of the plant. In the second experiment,
it was evaluated whether local elicitation with jasmonic acid or Bipolaris. Sorokiniana,
cause systemic physiological changes, such as defense mechanisms linked to
oxidative stress. In this second case, we wanted to know if the electrome could have
a signaling role in the priming acquisition process. The results obtained in the first
experiment revealed that inoculation with pathogenic fungi generated specific
characteristics in the distribution of electrome variation over time for each pathogen.
We verified that inoculation with different species generated an electrical signature in
the plant specific to each pathogen, making it possible to identify the presence of the
pathogen in the plant in the first minutes. The results of the second experiment showed
that the local application of jasmonic acid (AJ) and the infection by B. sorokiniana
caused alterations in the local and systemic expression (far from the application site)
in the defense mechanisms linked to oxidative stress, as well as drastically reduced
the infection caused by the second inoculation with B. sorokiniana. We can conclude

that local application of the pathogenic fungus, as well as AJ, induce long-distance



signaling, triggering a priming effect in systemic tissues. However, further analysis of
the electrome is needed to confirm whether, in fact, electrical signals are present in the

priming acquisition process.

Keywords: Electrome; priming, plant-pathogen interaction, barley.
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Introdugéao Geral

Mesmo possuindo um habito de vida séssil, as plantas sdo habeis em reagir
efetivamente ao seu ambiente em constante mudanga. Organismos de vida séssil
tipicamente evoluiram uma organizagao estrutural modular e, ao mesmo tempo, foi
desenvolvido um sistema de sinalizagdo em forma de rede que permite a integragao
de respostas modulares ao nivel da planta como um todo (LUTTGE, 2021). Assim, as
plantas conseguem reagir de forma rapida e eficaz a circunstancias potencialmente
danosas, como no caso do ataque de patogenos (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

Apesar das plantas possuirem mecanismo de transducdo de sinal bem
orquestrado que as tornam combatentes potentes contra uma ampla gama de agentes
patogénicos (JONES; DANGL, 2006), a maioria dos microrganismos patogénicos
coevoluiu com suas plantas hospedeiras, eventualmente suplantando os sistemas de
defesa. Assim, uma corrida armamentista evolucionaria moldou continuamente a
composi¢ao genética das plantas hospedeiras e de seus patégenos cognatos (BHAR;
CHAKRABORTY; ROY, 2022). Como estratégia, as plantas desenvolveram a
capacidade de se adaptar a condi¢cbes adversas, sensibilizando seu sistema de
defesa em resposta a sinais de estresse. Esse fendmeno foi denominado de priming
de defesa. No priming de defesa, a planta apresenta uma resposta de defesa mais
rapida e/ou mais forte contra futuras exposicbées a diferentes tipos de estresse
(AHMAD et al., 2010; CONRATH, 2011; CONRATH et al., 2006).

Ademais, € bem conhecido que a agao local de estressores pode induzir
alteragbes sistémicas na expressao de genes, processos respiratorios e
fotossintéticos, transpiragdo, e produgdo de fitohorméonios (SUKHOV; SUKHOVA;
VODENEEYV, 2019). A indugao de respostas fisioldgicas sistémicas sob a agéo local
de estressores requer a geragao e propagacao de sinais de estresse de longa
distancia (SUKHOV; SUKHOVA; VODENEEV, 2019). Ja € bem conhecido em plantas
superiores diferentes tipos de sinais de estresse de longa distancia. Tais sinais
incluem numerosos tipos de sinais quimicos (fitohormoénios, pequenas proteinas e
peptideos, glutamato, e outros), ondas de espécies reativas de oxigénio, ondas de
Ca?*, ondas hidraulicas e sinais elétricos (SUKHOVA; SUKHQOV, 2021).

Os sinais elétricos sdo mudancas transitorias no gradiente do potencial elétrico
através da membrana plasmatica (DE TOLEDO et al., 2019; FROMM; LAUTNER,
2007; SUKHOV; SUKHOVA; VODENEEV, 2019). Podem se propagar em segundos
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ou minutos apoés as acodes locais de estressores, uma vez que suas velocidades séo
tipicamente de varias centenas de um s a varios cm s' (FROMM; LAUTNER, 2007;
SUKHOV; SUKHOVA; VODENEEV, 2019). Considera-se também que os sinais
elétricos podem interagir com outros tipos de sinais de estresse de longa distancia,
incluindo sinais hormonais (FARMER et al., 2020; PENA-CORTES:; FISAHN:
WILLMITZER, 1995), ondas EROs (FICHMAN; MITTLER, 2021; SUZUKI; MITTLER,
2012), ondas hidraulicas (MALONE, 1994) e ondas de Ca?* (CHOI et al., 2016, 2014).
Além disso, existem trabalhos que mostram a influéncia dos sinais elétricos em
processos fisiolégicos e na deteccédo de estresses em plantas (DEBONO; SOUZA,
2019; REISSIG et al., 2021; SARAIVA; FERREIRA; SOUZA, 2017; SIMMI et al., 2020;
SOUZA et al., 2017).

No entanto, a induc&o de resisténcia em plantas € um processo complexo que
pode incluir diferentes vias de sinalizacdo. Embora muitas redes complexas de
sinalizagao e interagdo génica tenham sido bem descritas em diferentes plantas em
resposta a varios patégenos e no priming de defesa (HILKER et al., 2016; SHAH et
al., 2014), os estudos envolvendo a sinalizacao sistémica, em ambos, s&o baseados
principalmente em sinais quimicos (MAUCH-MANI et al., 2017; HILLEARY; GILROY,
2018). Até o momento, apenas um estudo realizado recentemente por Simmi et al.,

2020 aborda a sinalizagao elétrica sistémica durante a interagcao planta-patdgeno.

Interacdes entre plantas e fungos patogénicos

A interagdo entre fungos e plantas comega assim que o esporo fungico
encontra a superficie da planta. A natureza da interagdo entre eles é determinada pela
composi¢cao quimica, topologia e estruturas da superficie da planta, bem como pela
forma, textura e caracteristicas moleculares dos esporos fungicos (LAZNIEWSKA;
MACIOSZEK; KONONOWICZ, 2012). Assim, a troca de sinais entre eles € o que
determina o resultado da interagéo.

Para estabelecer interagbes compativeis com seus hospedeiros, os fungos
patogénicos contam com diferentes estratégias, para adquirir nutrientes e estabelecer
parasitismo em seus hospedeiros. Fungos necrotroficos sintetizam e secretam
metabdlitos secundarios toxicos que matam as células hospedeiras e entdo absorvem
os nutrientes liberados do tecido morto (HORBACH et al., 2011). Em contraste, fungos

biotréficos estabelecem uma estreita associagdo com o hospedeiro através do
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desenvolvimento de hifas de infeccdo especializadas ou haustorios nas células vivas
da planta das quais absorvem os nutrientes e toxinas nao sao produzidas. No entanto,
também existem combinacdes desses estilos de vida e estratégias nutricionais, fungos
hemibiotréficos, estes exibem um estilo biotréfico inicial e transitério, seguido por um
estilo de vida necrotrofico (HORBACH et al., 2011; MENDGEN; HAHN, 2002)

As diferengas de estilo de vida determinam em grande parte a ampla gama de
estratégias que os fungos usam para evadir, neutralizar ou sequestrar as defesas das
plantas em seu esforgco para completar seu ciclo de vida e garantir a sua reprodugao.
Independentemente de seu estilo de vida, acredita-se que todos os patdgenos
microbianos utilizem os chamados efetores, moléculas secretadas na planta de varias
naturezas, para apoiar a colonizacdo do hospedeiro, muitas vezes, mas nao
exclusivamente, através da supressao das respostas imunes do hospedeiro
(ROVENICH; BOSHOVEN; THOMMA, 2014).

As plantas desenvolveram estratégias sofisticadas e mecanismos moleculares
complexos que tem como intuito reconhecer, restringir o crescimento e a multiplicagao
do patégeno (EULGEM, 2005; JONES; DANGL, 2006). Esses mecanismos de defesa
das plantas podem ser constitutivos (pré-formados), presentes na superficie da folha,
entre eles a cuticula e metabdlitos com atividade biocida (SERRANO et al., 2014), ou
entdo mecanismos induziveis que sao ativados apos o reconhecimento de um intruso
ou, em outras instancias, induzidos por compostos elicitores (JONES; DANGL, 2006).
Isso tudo ira determinar o resultado da interagao entre plantas e patdégenos.

Em interagdes incompativeis, as reacbes de defesa do hospedeiro sao
iniciadas apds a percepgao de sinais derivados do patdégeno, os quais sao
denominados de padrdes moleculares associados ao patogeno (pathogen-associated
molecular patterns PAMPs), pelos receptores transmembranares da planta
(receptores de reconhecimento de padrdes, PRRs), o que desencadeia mecanismos
de defesa intracelulares (JONES; DANGL, 2006; ZIPFEL, 2009). Entretanto, as
plantas também sao capazes de reconhecer outros tipos de compostos indutores,
como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). Os DAMPs representam
moléculas derivadas da planta e que sao produzidas sob condi¢cdes especificas de
estresse como, por exemplo, ferimentos causados pelo ataque de insetos herbivoros
ou entdo outros eventos de degradacao dos tecidos do hospedeiro (NEWMAN et al.,
2013).
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O reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs da planta, leva ao estabelecimento
da imunidade desencadeada por padrées (PTI). A PTI se manifesta apds a ligagao
fisica entre o dominio extracelular do receptor (PRR) com o antigénico do ligante
(PAMP), o que acarreta uma mudanca na estrutura do receptor e, consequentemente,
a ativacdo de uma cascata de sinalizagao citoplasmatica pelo dominio intracelular do
receptor, ativando rapidamente o influxo de ions de calcio (Ca?*) e de hidrogénio (H*),
levando a alcalinizagao do meio pela modificagao do pH local. Concomitantemente,
ocorre o efluxo de potassio (K*) e de anions, em particular de nitrato, através da
membrana plasmatica, o que leva a despolarizacdo da membrana, como mostrado
em um estudo realizado por Mithofer; Ebel; Felle (2005). Outras respostas que
ocorrem logo apoés a percepgao dos PAMPs sao a produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), ativagcdo de Proteina-quinases ativadas por mitdgenos (Mitogen-
Activated Protein Kinase - MAPKs), mudangas na fosforilagdo de proteinas e a
expressdo de genes envolvidos na biossintese de peptideos e compostos
antimicrobianos. Todos esses eventos iniciais podem ocorrer em um intervalo de
segundos a minutos, e essa sinalizagao inicial € convertida em uma resposta de
defesa inicial da planta ao patégeno (BOLLER; FELIX, 2009; DALIO et al., 2014;
HANN; RATHJEN, 2010).

Apesar da PTIl, na maioria das vezes ser suficiente para impedir o
estabelecimento da infeccdo da maioria dos agentes patogénicos, em alguns casos,
patdogenos adaptados conseguem suprimir a PTI através da secregédo de proteinas
especificas (efetores) que alteram o reconhecimento de elicitores de defesa do
hospedeiro por alguns reguladores de defesa, o que permite uma infecgcdo bem-
sucedida e leva ao desencadeamento da suscetibilidade desencadeada por efetores
(ETS), (interacdo compativel) (CEULEMANS et al., 2021; CUI; TSUDA; PARKER,
2015; JONES; DANGL, 2006). Esses efetores, agem na supressao das respostas
imunes, evitando o reconhecimento do patégeno ou redirecionando as fontes de
energia e nutrientes para o patdégeno (CEULEMANS et al., 2021). Os efetores sdo
geralmente especificos para patogenos individuais e geralmente ndo sdo conservados
em grupos microbianos acima do nivel de familia (BOLLER; FELIX, 2009).

No entanto, muitas plantas desenvolveram estratégias para detectar e superar
esses efetores com as chamadas proteinas R, as quais reconhecem diretamente e
indiretamente a presenca dos efetores patogénicos ou entdo examinam se os alvos

dos efetores foram modificados. Se for bem sucedido, isso levara ao
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desencadeamento de uma segunda camada de reagdes de defesa, denominada
imunidade desencadeada por efetor (ETI) (JONES; DANGL, 2006; PIETERSE et al.,
2014).

A ativacéo da ETI depende do estilo de vida do patégeno. Enquanto bactérias
e fungos biotréficos se alimentam de tecidos vivos e desenvolvem estratégias para
explorar recursos ao tempo que mantém o hospedeiro vivo, patégenos necrotroficos
destroem seus hospedeiros através da secrecdo de toxinas e se alimentam dos
tecidos mortos do hospedeiro. Outros patégenos, chamados de hemibiotréficos,
comegam com estratégias biotréficas, mas podem adotar estratégias necrotroficas
mais tarde (RODRIGUEZ-MORENO et al., 2018). A ETI s6 é eficiente no controle
contra patégenos biotréficos e na fase inicial da infeccdo de patégenos
hemibiotréficos, mas néo funciona como estratégia para controlar patégenos
necrotréficos. A ETI ativa as vias de sinalizagao celular que desencadeiam a morte
celular programada no sitio de infecgdo, o que conduz ao colapso do tecido e a
inibicdo completa da proliferagdo do patégeno. Esta forma especializada de morte
celular é conhecida como Reacgéo de Hipersensibilidade (Hypersensitive response -
HR) (CAPLAN; PADMANABHAN; DINESH-KUMAR, 2008). Além da morte celular
programada, quando a ETI é ativada, a planta desencadeia alteragdes nos niveis de
calcio no citoplasma, producédo de espécies reativas de oxigénio e uma cascata de
sinalizagao via quinases (FU; DONG, 2013; ZEDADRA et al., 2019). Nesta corrida
armamentista evolutiva continua, os patégenos tentam superar as plantas produzindo
proteinas efetoras mais especializadas. E com isso, causar a infecgcdo bem sucedida
(CEULEMANS et al., 2021).

Alguns sinais imunes moéveis podem ser induzidos durante a ETIl, como acido
metil salicilico (MeSA), acido azelaico e glicerol-3-fosfato (G3P), que séao
transportados do local da infeccdo para tecidos sistémicos nao infectados. A
percepcgao desses sinais em tecidos nao infectados induz o acumulo de SA e medeia
a programagao transcricional massiva (FU; DONG, 2013; SPOEL; DONG, 2012). Este
mecanismo de defesa induzido € denominado resisténcia sistémica adquirida (SAR).
Em ultima andlise, leva a producgéao de proteinas relacionadas a patogénese (PR) com
atividade antimicrobiana, que protege as plantas de ataques subsequentes de
patégenos (FU; DONG, 2013; SPOEL; DONG, 2012).
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Priming de defesa em plantas

As plantas desenvolveram a capacidade de se adaptar as condi¢gbes adversas
em seu ambiente “lembrando” de incidentes passados e usando esse conhecimento
armazenado para se adaptar a novos desafios. A esse fendmeno tem-se referido
como memdéria de estresse ou priming de defesa. No priming de defesa, a planta
apresenta uma resposta mais rapida e mais robusta a uma segunda exposi¢cdo a um
patdgeno em comparagao a primeira exposi¢ao, aumentando assim suas chances de
sobrevivéncia (AHMAD et al., 2010; CONRATH, 2011; CONRATH et al., 2006;
PASTOR et al., 2013). O priming é eficiente ndo sé contra agentes patogénicos, mas
também a insetos herbivoros (ENGELBERTH et al., 2004; FROST et al., 2008) e
estimulos abioticos (BECKERS; CONRATH, 2007; THEOCHARIS et al., 2012).

Durante o processo de aquisicao de priming, 0s organismos passam por trés
estados sucessivos. O estado “naive” (antes da primeira exposi¢cdo a um estresse ou
a um evento priming indicativo de estresse), o estado primed (estado em que um
organismo entra depois de experimentar um estimulo priming) e o estado primed e
triggered (estado em que 0 organismo entra apds passar por um priming e pelo
estimulo desencadeante ‘triggered’). O priming atua no fenétipo, mantendo inalterada
a informacao genética fornecida pela sequéncia de DNA, porém causa alteragoes
epigenéticas, celulares e hormonais. Além disso, o priming permite a reversao para o
estado “naive”. Uma vez que essa aquisicao de resisténcia permanece latente, sua
expressao ocorre somente se um novo estimulo for aplicado (HILKER et al., 2016).

O priming pode ser induzido de diversas formas: infecgdo por patdgenos,
colonizagdo de raizes por microrganismos benéficos, tratamento com produtos
quimicos, naturais ou sintéticos, alteragdao do metabolismo primario e percepg¢ao de
certos compostos orgéanicos volateis (VOCs) (CONRATH et al., 2006).

Diferentes estimulos de priming podem desencadear mudangas similares, ou
alteragdes especificas. Um exemplo disso s&o as alteragdes transitorias nos niveis de
calcio intracelulares que ocorrem dentro de alguns segundos ou minutos apos a
estimulagdo por PAMP (BOLLER; FELIX, 2009; JEWORUTZKI et al.,, 2010) e
predacao por insetos (HILKER; MEINERS, 2006), porém isso nao ocorre quando se
faz a aplicagdo de BABA (DUBREUIL-MAURIZI et al., 2010).

Além disso, essas alteragdes transitorias nos niveis de calcio intracelulares

levam ao aumento do calcio no citosol apos a percepcédo de PAMPs, levando a uma
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rapida ativacdo de canais idnicos, resultando em influxo transiente de Ca?* e H*, bem
como efluxo de K* e ClI. Desequilibrios idnicos e modulagdes da atividade de canais
resultam em mudancas rapidas do potencial de membrana plasmatica (DJONOVIC et
al., 2006; LUO et al., 2010). MAISCHAK et al. (2010) sugeriram que a despolarizagao
bem como a transmissao de sinal elétrico, local e de longa distancia na planta, podem
desempenhar papel significativo na indugédo da resisténcia sistémica (NAWROCKA,;
MALOLEPSZA, 2013). Durante a despolarizagdo da membrana mudangas rapidas de
espécies reativas de oxigénio (EROs) sao frequentemente observadas nas células da
planta. Entre as EROs, o peréxido de hidrogénio (H202) esta envolvido em diversos
mecanismos de defesa, como expansao da parede celular e lignificagcdo. As NADPH
oxidases, respiratory burst oxidase homologue D e F (RBOHD/F) e peroxidases sao
as principais fontes de EROs nas plantas (KADOTA et al., 2015; MIGNOLET-SPRUYT
et al., 2016). RBOHD produz superéxido que é eficientemente convertido em H20:2
pela superoxido dismutase (SOD), e as concentragbes de H202 sédo reguladas por
enzimas antioxidantes, incluindo ascorbato peroxidases (APXs) e catalases (CATSs)
(SANDALIO; Rodriguez-SerranoMaria; Romero-Puertas, 2016).

Mudangas causadas pela indugao de priming em plantas podem ser passadas
de geracdo em geragdo, proporcionando vantagens significativas para a
descendéncia “preparada” (LUNA et al., 2012; SLAUGHTER et al., 2012), ou até
mesmo para a propria progénie da prole (LUNA et al., 2012). Evidéncias recentes
revelaram que proteinas que afetam modificacbes pds-traducionais de histonas,
deposicao de variantes de histonas, remodelacdo de cromatina dependente de ATP e
metilacdo de DNA modulam a expressao de genes de defesa dependentes de acido
salicilico (AS) ou acido jasmdnico (AJ) centrados na metilagado do DNA, e dirigidos por
RNAIi (LUNA et al., 2012).

Varias moléculas, com estruturas diversas, tém sido propostas para atuar como
sinal desencadeador da resisténcia sistémica em plantas, incluindo o SA (CAMANES
et al., 2012), derivado metilado de SA (MeSA), JA (TRUMAN et al., 2007), auxina,
acido pipecdlico (derivado de aminoacido néo proteico de lisina, Pip) (NAVAROVA et
al., 2012), acido desidroabietinal (a diterpenoide, DA), acido azelaico (Co acido
dicarboxilico, AzA) (JUNG et al., 2009), glicerol-3-fosfato (derivado de agucar
fosforilada, G3P), e o 6xido nitrico (NO) (HILLEARY; GILROY, 2018). No entanto,

apesar de muita investigacao, a identidade precisa do sinal mével transmitido durante
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o desencadeamento da resisténcia sistémica ainda permanece indefinido (MAUCH-
MANI et al., 2017; HILLEARY; GILROY, 2018).

Eletroma vegetal e o seu envolvimento na interagao planta-patégeno

Em plantas, muitos mensageiros tém sido descritos como transportadores de
informacgdes entre células para gerar respostas sistémicas, incluindo, moléculas de
RNA, peptideos e proteinas, fitohorménios, alteragdes idnicas, EROs e os sinais
elétricos (CHOI et al.,, 2016; GILROY et al., 2016; HEDRICH; SALVADOR-
RECATALA; DREYER, 2016; TILSNER et al., 2016). Enquanto os mensageiros
quimicos, como o JA e SA, podem levar algumas horas para atuarem (TRUMAN et
al., 2007), a taxa de propagacéo das ondas de Ca?*, EROs e de sinais elétricos é mais
rapida, variando de ~100 a >1000 um sec™ (CHOI et al., 2016). Estes sinais
apresentam diferentes tipos de integracdo. Por exemplo, um estimulo local origina
ondas de Ca?*, e essas ondas podem estar integradas as ondas de EROs por meio
da ativagdo de proteinas RBOHD pela ligagdo direta de ions Ca?*. Além disso, a
fosforilagdo das proteinas quinases dependentes de Ca?* (CPK) estimulam a
produgdo de EROs que, por sua vez, pode ser integrado a uma onda elétrica pela
ativacado de canais ibnicos que despolarizam a membrana plasmatica e regulam os
sinais elétricos. As ondas de Ca?* podem, adicionalmente, ser integradas nas ondas
elétricas via canais de glutamato (GLRs). Finalmente, essas trés ondas podem
amplificar-se e regular-se mutuamente, disseminando informagdes diferentes através
dos 6rgaos da planta ou até mesmo em toda a planta (DE TOLEDO et al., 2019;
GILROY et al., 2016).

Em estudos realizados recentemente por Simmi et al. (2020), foi observado que
apos a inoculagdo de plantas com fungo patogénico, ocorre uma alteragdo na
sinalizagao elétrica das plantas. Isso mostra o envolvimento dos sinais elétricos na
interagéo planta-patégeno. Ademais, outros estudos também mostraram que os sinais
elétricos desempenham um papel central na comunicagao sistémica em plantas
(BALUSKA; VOLKMANN; MANCUSO, 2006; SOUZA et al., 2017; VAN BEL et al.,
2014; ZIMMERMANN et al., 2009). Esses sinais participam de ajustes fenotipicos de
plantas sob diferentes condigdes ambientais (FROMM; LAUTNER, 2007; GALLE et

al., 2015) como, por exemplo, na regulacao das respostas fotossintéticas a diferentes



23

estimulos (SUKHOV et al., 2015a; SZECHYNSKA-HEBDA; LEWANDOWSKA;
KARPINSKI, 2017).

A capacidade de gerar e propagar sinais elétricos entre os diferentes modulos
da planta é bem conhecida (VAN BEL et al., 2014; VOLKOV; COLLINS; MWESIGWA,
2000). Diferentes tipos de sinais elétricos em plantas ja foram descritos, como
potenciais de agédo (APs), potenciais de variagado (VPs) e potenciais elétricos locais
(LEPs), os quais s&o atividades bioelétricas que envolvem desequilibrio de ions (Ca*?,
K*, CI') através das membranas plasmaticas, levando a uma tensao transitéria com
uma fase de rapida despolarizagdo da membrana celular seguida por uma fase com
taxas variaveis de repolarizagcdo, dependendo do sinal elétrico induzido (HUBER,;
BAUERLE, 2016; SUKHOVA; AKINCHITS; SUKHOV, 2017; SZECHYNSKA-HEBDA,;
LEWANDOWSKA; KARPINSKI, 2017). Além disso, Zimmermann et al., (2009)
relataram um sinal elétrico diferente, denominado potencial sistémico (SPs), induzido
apo6s o ferimento da folha, caracterizado por uma hiperpolarizagdo do apoplasto em
vez de uma despolarizacao.

No geral, toda a dimensao elétrica das plantas, incluindo sinalizagao elétrica e
todos os tipos de atividade bioelétrica, como a diferenca no potencial de membranas
e transporte de elétrons na cadeia de transporte de elétrons, participam dos processos
fisiolégicos fundamentais na vida das plantas (DE TOLEDO et al., 2019; DEBONO;
SOUZA, 2019). Recentemente, Souza et al. (2017) propuseram o conceito de
"eletroma vegetal". O termo “eletroma”, proposto pela primeira vez por De Loof (2016),
pode ser usado para descrever a totalidade das correntes i6nicas em diferentes
escalas de organizagdo nos sistemas bioldgicos (de células unicas a todo o
organismo). Além disso, € um termo versatil para designar a dimensé&o elétrica de
entidades vivas com base em gradientes de ions, que geram potenciais energéticos
(DE LOOF, 2016). Em resumo, o eletroma € a consequéncia da variagédo do fluxo de
especies eletricamente carregadas e dos campos elétricos gerados por essas. Nas
células vegetais, os fluxos ibnicos sdo predominantemente de ions como H*, K*, CI,
Na* e Ca*?, os quais sao translocados através das membranas celulares (DE TOLEDO
et al., 2019; DEBONO; SOUZA, 2019).

A técnica de eletrofigrafia (EPG), vem sendo utilizada para a captagéo das
alteragdes do electroma (PARISE et al., 2021; REISSIG et al., 2021; SARAIVA,;
FERREIRA; SOUZA, 2017; SIMMI et al., 2020). Estudos realizados recentemente com

EPG mostraram que os estimulos ambientais alteram os niveis da complexidade da
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dindmica temporal do eletroma das plantas. Muitas vezes, em situagdes estressantes,
a complexidade do electroma tem mostrado alteragdes significativas. Além disso, as
frequéncias mais altas registradas antes da aplicagdo dos estimulos nas plantas
desapareceram apés a estimulagdo, permanecendo apenas as frequéncias mais
baixas, 0 que poderia suportar um baixo custo energético no processo de sinalizagéao
(REISSIG et al., 2021; SARAIVA; FERREIRA; SOUZA, 2017; SIMMI et al., 2020;
SOUZA et al., 2017).

Assim, estudos baseados na analise das alteracbes causadas no eletroma
vegetal por diferentes tipos de elicitores torna-se uma alternativa atraente a ser
pesquisada. Neste contexto, nossa hipétese € que apds o reconhecimento de
diferentes elicitores (patogénico e o composto sintético AJ) pela planta, ocorram
alteragdes no eletroma, e que essas alteragdes podem transmitir informagdes a
tecidos distantes do local onde ocorreu a elicitagdo. Essas alteracées do eletroma
poderiam ser as precursoras no processo de priming em plantas infectadas por fungos
patogénicos, uma vez que a propagacao dos sinais elétricos ocorre de forma mais

rapida que a sinalizagdo quimica.
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Resumo - Eletroma vegetal corresponde a atividade bioelétrica das plantas. Assim, a
infeccdo dos tecidos de uma planta por diferentes fungos pode originar diferentes
assinaturas elétricas, as quais podem ser utilizadas para identificar o potencial agente
patogénico. Neste estudo, avaliamos as variagoes sistémicas do eletroma de plantas
de cevada desencadeadas pela inoculacado na folha de Blumeria graminis e Bipolaris
sorokiniana. Para isso, plantas de cevada, com aproximadamente 50 dias, foram
colocadas em gaiola de Faraday sob condigdes controladas. Um par de eletrodo de
agulha foi inserido no colmo da planta para a coleta dos dados bioelétricos. Na mesma
planta foi realizada a inoculagdo com o patdégeno na ultima folha completamente
expandida. Cada patégeno foi inoculado em diferentes plantas. Plantas expostas aos
mesmos procedimentos das inoculadas, mas sem a presenga do fungo, serviram
como controles. O eletroma foi monitorado continuamente 48 horas, sendo 24 horas
antes e 24 horas apoés a aplicagao dos tratamentos (patégenos e controles). Os dados
bioelétricos coletados, foram analisados na forma de séries temporais e passaram
pelas seguintes analises: Estatistica descritiva, Analise Bayesiana de Mudanga de
Ponto (BCP), Entropia Aproximada (ApEn) e Autocorrelagédo. Os resultados dessas
analises foram utilizados como atributos, formando assim o dataset utilizado no
aprendizado de maquinas (analise de clusterizacado). Os resultados revelam que a

inoculagdo com os fungos patogénicos culminou na maior variagéo do eletroma (VE)



26

em relagao ao controle (inoculagdo simulada). A inoculagdo com os patégenos gerou
peculiaridades na distribuicdo de VE ao longo do tempo para cada patégeno. Assim,
a inoculagcdo com B. graminis ou B. sorokiniana gerou uma assinatura elétrica
especifica do patdgeno com a qual € possivel identificar a presenca do patégeno na

planta nos primeiros minutos apds o contato dele com a superficie do hospedeiro.

1 Introdugao

As plantas respondem de forma rapida a maioria dos microrganismos que
entram em contato com seus tecidos. No caso de potenciais patdogenos, o sistema
imune da planta responde ao ataque local com uma série de reagdes de sinalizacao
e defesa que incluem rapido influxo/efluxo de diferentes ions (BOLLER, 1995; FELLE
et al., 2004, 2008; NURNBERGER et al., 2004), fosforilagdo de proteinas, produgéo e
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SHEN et al., 2017) e despolarizagao
das membranas celulares (FELLE et al., 2004).

A geracdo e propagacao de sinais elétricos, aparentemente, reflete uma
disposicao basica das células vegetais. Uma vez que sdo observados como uma
dindmica de variagcdo de voltagem da membrana, sdo gerados pelo desequilibrio
transitorio do potencial de membrana, causado pelo influxo/efluxo de ions e H* por
canais idnicos, transportadores de membrana plasmatica e bombas eletrogénicas (de
TOLEDO et al., 2019; FROMM; LAUTNER, 2007; SUKHOV et al., 2015; VODENEEV;
KATICHEVA; SUKHOV, 2016; ZIMMERMANN et al., 2009).

A sinalizagao elétrica em plantas vem sendo o objetivo de inumeros estudos,
demostrando sua participagcdo na indugdo de respostas fisioldgicas sistémicas
precoces apoés agoes locais de diferentes fatores de estresses em potencial (SUKHOV
et al., 2019; FROMM et al., 2007; GALLE et al., 2015; VODENEEV et al., 2015; CHOI
et al.,, 2016; SUKHOV et al., 2016; SUKHOVA et al., 2017; SUKHOVA et al., 2021). A
maioria dos estudos sobre eletrofisiologia vegetal concentram-se em sinais elétricos
individuais, geralmente potenciais de agédo (APs) e potenciais de variagao (VPs), de
uma ou poucas células. No entanto, um estimulo pode desencadear mais de um tipo
de sinal elétrico. Assim, o estudo de sinais especificos poderia subestimar a
complexidade de sinais elétricos sobrepostos que operam simultaneamente e que
geram uma rede de informacgdes sistémicas onde muitos sinais estdo dispostos em
camadas no tempo e no espacgo (de LOOF, 2016; DEBONO; SOUZA, 2019; SOUZA
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et al., 2017). Neste contexto, De Loof (2016) propds o termo “eletroma”, que
corresponde a totalidade das correntes ibnicas de qualquer entidade viva, desde a
célula até o nivel de todo o organismo. Analogamente, foi proposto o termo “eletroma
vegetal”, que corresponde a atividade bioelétrica das plantas medida como altera¢des
de microtensao em tecidos estimulados ou n&o estimulados (DE TOLEDO et al., 2019;
SARAIVA; FERREIRA; SOUZA, 2017). Estudos realizados recentemente tém
mostrado que, através da analise do eletroma por técnicas de analise de séries
temporais e, especialmente, por métodos de aprendizado de maquina, € possivel
diagnosticar diferentes tipos de estresses em plantas (tanto abi6ticos quanto bidticos)
(PARISE et al., 2021; PEREIRA et al., 2018; REISSIG et al., 2021; SIMMI et al., 2020).

Recentemente foi demonstrado que a infecgcao de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) pelo fungo Oidium neolycopersici, um patdégeno biotréfico, gerou
alteracbes detectaveis precocemente na dindmica do eletroma das plantas, e que
essas alteragbes podem estar envolvidas na sinalizagao de longa distancia durante a
interagcdo planta-patégeno (SIMMI et al., 2020). Considerando o grande numero de
microrganismos com 0s quais as plantas entram em contato durante o seu
crescimento e desenvolvimento, seria esperado que a atividade elétrica das plantas
mudasse dependendo do tipo da relacao parasitaria, seja ele biotréfico, hemibiotrofico
ou necrotrofico.

Neste sentido, no presente estudo, monitoramos as variagdes sistémicas
(distante do tecido estimulado) do eletroma de plantas de cevada ap6s a inoculagéo
de uma unica folha com o fungo patogénico biotréfico Blumeria graminis ou com o
fungo patogénico hemibiotréfico Bipolaris sorokiniana. Com o objetivo de avaliar se a
infeccdo de uma unica folha com estes fungos patogénicos transmite sinais elétricos
sistémicos para o restante da planta, diferentes técnicas de exploracdo de dados e

classificagao de sinais eletrofisioldgicos foram utilizadas.

2 Material e Métodos

2.1 Condigoes de crescimento de plantas e fungos, e inoculagao das plantas

Plantas de cevada (Hordeum vulgare L.) da cultivar BRS Caué (Embrapa®)

foram utilizadas nos experimentos. Para tal, sementes foram desinfestadas

superficialmente e apds semeadas em vasos plasticos contendo aproximadamente 1
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kg de substrato comercial (Turfa Fértil). Em cada vaso foi cultivado uma planta. Os
vasos contendo as plantas foram mantidos em casa de vegetagéo sob luz natural e
temperatura de 22 + 2°C, até atingirem o estadio fenolégico 7 da escala de Feekes-
Large (LARGE, 1954). Apds, as plantas foram levadas ao Laboratério de Cognicéo e
Eletrofisiologia Vegetal (LACEV) para aclimatacdo antes do inicio das sessdes
experimentais. No laboratério, as plantas foram mantidas durante 8 dias a uma
temperatura de 22 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas, com irradiancia de 600 ymol m2 s
1. Para que todas as plantas estivessem com a mesma idade fenolégica no momento
da coleta dos dados bioelétricos, a semeadura foi realizada em lotes, com uma
diferenca de quatro dias entre cada lote.

Dois fungos foram utilizados para a realizagao do experimento. O agente causal
do oidio da cevada, o fungo Blumeria graminis f. sp. hordei, o qual estabelece uma
relagéo parasitaria do tipo biotréfica, e o agente causal da mancha marrom da cevada,
o fungo Bipolaris sorokiniana, o qual tem relagédo parasitaria do tipo hemibiotrofica.

O in6culo de B. graminis foi obtido de plantas de cevada naturalmente
infectadas com o patdgeno, provenientes da area experimental da Universidade
Federal de Pelotas, campus Capdo do Ledo (Rio Grande do Sul), e mantido por
repicagem periodica em plantas de cevada da cultivar BRS Caué. A inoculagao foi
realizada por meio do contato direto de folhas sintomaticas (coberta por micélio,
conidiéforos e conidios do fungo) com a superficie da folha da planta sadia. Apés a
inoculagao, as plantas foram mantidas sob temperatura de 22 + 2°C e fotoperiodo de
12 horas.

O isolado (LIPP_BITAO1) do fungo B. sorokiniana foi utilizado nos
experimentos. O fungo foi isolado de sementes de cevada naturalmente infectadas, e
sua patogenicidade foi comprovada em plantas de cevada da cultivar BRS Caué. O
fungo foi mantido em BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 £ 2°C,
durante 10 dias. Apds, os conidios foram removidos do substrato com auxilio de um
pincel de cerdas macias e 5 ml de agua destilada contendo 0,05% de Tween 20 (poli-
oxietileno sorbitan monolaurato, Sigma Chemical Co). A suspensé&o resultante foi
filtrada por gaze e o numero de conidios contados em hemocitdmetro (Improved
Newbauer 1/400 SQ. 1/10 mm deep ultraplane), sendo a concentragao final ajustada
para 2 x 10* conidios/ml. Imediatamente apds o preparo da suspensdo de esporos foi
realizada a inoculagao das plantas por meio de pulverizagao utilizando um borrifador

manual. Toda a superficie da folha foi completamente coberta pela pulverizagdo, mas
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sem que ocorresse o escorrimento superficial. As plantas foram mantidas em camara
umida durante 24 horas antes e 48 horas apds a inoculagdo, com temperatura de 22

+ 2°C e umidade relativa de 85%.

2.2 Desenho experimental e tratamentos

Para a realizacdo do experimento, dois dias antes do inicio de cada sessao
experimental, quatro plantas de cevada foram transferidas da casa de vegetacéao para
o Laboratério de Cognicéo e Eletrofisiologia Vegetal (LACEV) para aclimatagéo destas
as condi¢des do ambiente.

A aplicacao dos tratamentos e a coleta dos dados bioelétricos foram realizadas
na mesma planta (planta principal). Para a aplicagao dos tratamentos, foi realizado o
isolamento da ultima folha completamente expandida da planta principal. Para isso,
utilizou-se um saco plastico de polietileno, o qual foi colocado sobre a planta, deixando
de fora apenas a folha onde realizou-se a aplicagao dos tratamentos. A parte superior
do saco plastico ficou aberta para permitir as trocas gasosas e para que o restante da
planta ficasse exposta a umidade semelhante a da folha onde foram aplicados os
tratamentos (Figura 1). A coleta dos dados bioelétricos foi realizada através de
eletrodos de agulha inseridos no colmo da planta.

Neste experimento, quatro diferentes tratamentos foram aplicados: T1 -
inoculagao simulada (toque na folha); T2 - inoculagdo com Blumeria graminis; T3 -
inoculagao simulada (aplicagdo de agua com Tween 20%), € T4 - inoculagdo com
suspensdao de esporos de Bipolaris sorokiniana. Para cada tratamento, foram
realizadas cinco sessdes experimentais, cada uma com quatro plantas
simultaneamente, totalizando 20 plantas por tratamento. O desenho experimental, de

forma geral, esta representado na Figura 1.
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Figura 1. Representagdo esquematica da montagem experimental. Plantas de cevada com 50 dias
apds a semeadura foram utilizadas para a realizagao do experimento. Foi realizado o isolamento da
ultima folha completamente expandida da planta principal, e para isso foi colocado um saco plastico
sobre a planta, deixando de fora somente a folha onde foi realizada a aplicagdo dos tratamentos. Em
cada sesséao experimental, foram coletados, simultaneamente, os dados bioelétricos de quatro plantas.
A coleta dos dados foi realizada antes e apds a aplicagdo dos tratamentos, cobrindo um total de 48
horas. A aplicacao dos tratamentos e captagdo dos dados bioelétricos foram realizados dentro de uma
Gaiola de Faraday. Para o fungo B. sorokiniana foi formado uma camara umida dentro da Gaiola de
Faraday.

2.3 Aquisicao dos dados bioelétricos

Um dia antes do inicio da captagao dos sinais bioelétricos, eletrodos de agulha
(modelo EL452; Biopac Systems, Goleta, CA, EUA) foram inseridos no colmo das
plantas a dois centimetros acima do nivel do substrato para aclimatagcdo. Essa
aclimatacao prévia as medidas € necessaria, pois a inser¢ao dos eletrodos na planta
induz potenciais de agao e flutuagbes na variacdo de potencial local que, apés um
periodo de estabilizagdo desaparecem em algumas horas (VOLKOV; HAACK, 1995).
A captagdo dos dados foi realizada dentro de um dispositivo de blindagem
eletrostatica (Gaiola de Faraday) devidamente aterrada para evitar interferéncia da
rede elétrica do laboratério. Para captagao dos sinais foi utilizado o sistema eletrénico
de aquisicdo de dados MP36 (Biopac Systems, Goleta, CA, EUA) com alta impedancia
de entrada (20 GHz). O protocolo escolhido para a captagdo dos dados foi o
Eletrocardiograma (ECG-AHA). Foi usado um filtro high-pass de 0,5 Hz. Ndo usamos
nenhum filtro low-pass. Além disso foi adotado um band-stop de 60 Hz em todos os
canais, para evitar os ruidos dos componentes eletronicos. A frequéncia de amostragem
usada foi de 31,25 Hz e um ganho (amplificacdo) de 1000 vezes. Os dados coletados

foram analisados como séries temporais com variagdo de microtensdo (u V) AV= {Av1,
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Av2...,AvN}, onde Avi é a diferenga de potencial entre os eletrodos inseridos nas
plantas, pontuada em cada intervalo de tempo, e N € o comprimento total da série.

A coleta dos dados foi realizada 24 horas antes da aplicagao dos tratamentos
e 24 horas apos a aplicacdo dos tratamentos, cobrindo um total de 48 horas. Esse
periodo de amostragem foi baseado em estudo realizado anteriormente por Simmi et
al. (2020).

2.4 Analise dos dados

2.4.1 Pré-processamento dos dados

Através de analise visual, os dados coletados pelo MP36 foram separados em
diferentes arquivos (ixt), sendo selecionados apenas as séries temporais que
apresentavam variagcbes nos dados, totalizando 13 plantas (repeticdes) por
tratamento.

Com base no menor arquivo, as séries temporais foram ajustadas de forma a
terem a mesma quantidade de instancias. Em seguida, foi realizada a converséao da
leitura dos dados (24 horas) em segundos. obtendo assim 28 pontos de leitura por
segundo. Apods esse procedimento, as informagdes Tempo (Hora/Minuto/Segundo),
Tratamento (T1 a T4), Planta (repeticbes do experimento) e Status (Antes/Depois)
foram devidamente adicionados ao conjunto de dados. Outliers foram removidos
dentro de cada tempo/segundo (cada segundo contendo 28 entradas) e deste
conjunto de dados resultante foram selecionados somente os dados inferiores a 12h,
00m, 00s. Ao final, foi obtida uma tabela geral com 4.623.426 linhas e 7 colunas
(Horas, Minutos, Segundos, Tratamento, Planta, Status, M_Value), a qual foi utilizada

nas analises.

2.4.2 Anadlise Bayesiana de Mudanga de Pontos (BCP), Entropia Aproximada,
Autocorrelacao e Analise de Clusterizagao

Apds a geragao da tabela geral, os dados foram alterados para trabalhar com
a média das leituras/minuto, sendo o atributo ‘Plantas’ considerado como repeticdes
dentro dos tratamentos. Além disso, foi criado o status DmA, referente a subtragao

dos valores de D por A (Depois e Antes da aplicagdo dos tratamentos,
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respectivamente), de forma a complementar o atributo Status. De modo a verificar a
integridade dos dados e gerar atributos para o processo de aprendizado de maquina,
aplicou-se a estatistica descritiva para obtencdo de média, desvio padréo, curtose e
assimetria). Em seguida, os dados foram submetidos a analise Bayesiana de
Mudanga de Ponto (Bayesian Change Point - BCP) utilizando o R package bcp
(WANG et al., 2018), onde pode-se estimar a probabilidade de um ponto de mudanca
em um intervalo e dois conjuntos de dados, para quantifica a regularidade ou
previsibilidade das séries temporal foi aplicada a Entropia Aproximada (Approximate
Entropy - ApEn), utilizando o R package e Autocorrelagéo foi realizada para encontrar
padrdes de repeticdo no dominio do tempo, utilizando o R package.

Os resultados destas analises foram utilizados como atributos, formando assim
o dataset a ser trabalhado no aprendizado de maquinas (analise de clusterizagao)
para classificagdo automatica dos tratamentos. Foram aplicados 3 algoritmos de
clusterizagdo (kmeans, kmodes e birch, todos em modo default). Com base nas
métricas Davies-Bouldin score e Silhouette score, o algoritmo Kmeans foi selecionado
devido a sua melhor performance, indicando assim a presenca de dois clusters
(material suplementar).

Ao final, os resultados obtidos de T1 e T3 (controles sem inoculagdo de
patégenos) foram agrupados como um sé dataset e, apds considerar os clusters

coincidentes, renomeado para tratamento T5 (controle geral).

3 Resultados

3.1 Alteragoes no eletroma captadas por diferentes analises

Analisando de forma visual a distribuicdo dos eletromas ao longo do tempo,
pode-se perceber que existem diferengas qualitativas entre os dados do antes e do
depois da aplicagdo dos tratamentos (Figura 2). Isso é mais visivel nos tratamentos
onde foi realizada a inoculagao da folha isolada com os fungos patogénicos (Figura 2
B e D). Essas diferengcas também foram captadas nas analises Bayesiana de

mudanga de pontos (BCP), entropia aproximada (ApEn) e Autocorrelagéo.
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Figura 2. Representagdo grafica da distribuicdo dos eletromas antes e apos a aplicacdo dos
tratamentos, através da densidade pela média de milivolts por minuto, e a representagao visual da série
temporal antes e apds a aplicagdo dos tratamentos divididos pela linha vermelha. A) T1 inoculacao
simulada (toque na folha); B) T2 inoculagdo com Blumeria graminis; C) T3 inoculagdo simulada
(aplicacdo de agua com Tween 20%) e D) T4 inoculagdo com suspenséo de esporos de Bipolaris
sorokiniana.

Através da analise de BCP é possivel ver variacbes no eletroma na ‘posterior
probability’ (probabilidade de mudanga na média) justamente na regido onde as
médias a posteriori (‘posterior means’) apresentam grandes alteracbes (‘picos’ e
‘vales’). Essas variagdes sdo mais visiveis nos tratamentos onde foi realizada a
inoculagdo das plantas com fungos patogénicos. Em média, a entropia aproximada
(ApEn) diminuiu apés a inoculagdo da folha com B. graminis, indicando uma
diminuicdo da complexidade (irregularidade) dos sinais € um aumento da organizagao
(em termos de regularidade). Ja a inoculacdo com B. sorokiniana promoveu um
aumentou na média da ApEn, indicando um aumento da complexidade e redugao da
organizacao. Apds a inoculagédo das plantas com os fungos patogénicos é possivel
ver um aumento na fung¢ao de Autocorrelagdo. Ja para os tratamentos controle, pode-
se observar que ambos produzem resultados similares. De fato, tal resultado seria
esperado, uma vez que ambos os tratamentos utilizam apenas inoculagado simulada
(material suplementar).

Os resultados gerados na anadlise Bayesiana de mudanga de pontos (BCP),
entropia aproximada (ApEn) e Autocorrelagdo foram utilizados na analise de cluster,
onde as alteragbes encontradas no eletroma (VE: variagdo de voltagem altas ou
baixas do eletroma) foram classificadas em cluster 0 (em amarelo) e o restante dos
dados classificados (eletroma sem variagdo) como cluster 1 (em azul) (Figura 3).

Ao analisar os dados clusterizados dos atributos Antes, Depois e do Depois -

Antes, pode-se notar que os dados coletados Depois da aplicagao dos tratamentos
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detém maior relevancia em todos os tratamentos, mostrando maiores quantidades de
VE. Além disso, quando se realizou a inoculagao simulada das plantas (tratamentos 1
e 3) pode-se observar que ambos produziram resultados proximos, com variagoes
muito similares entre eles, tanto no momento antes quanto no momento depois em
todas as analises realizadas (material suplementar). Diante disso, criou-se o controle
geral, conforme relatado no material e métodos.

Observando a formacéao do eletroma ao longo do tempo, nota-se a presenga
de VE em todos os tratamentos, com maior destaque para os tratamentos onde foram
realizadas as inoculagées com os fungos patogénicos (Figura 3). A inoculagédo com B.
graminis ou B. sorokiniana culminou com a formacdo de 139 e 144 VEs,
respectivamente, contrastando com o tratamento controle geral (inoculagao
simulada), no qual formou apenas 29 VEs no total. Apesar dos tratamentos onde foi
realizada a inoculagdo com os patdégenos apresentarem comportamentos similares ao
longo do tempo, pode-se perceber peculiaridades na distribuicdo de VEs dentro de

cada tratamento (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Distribuicdo dos eletromas do atributo depois da aplicagdo dos tratamentos ao longo do
tempo, gerado pela analise de cluster. Onde as alteragbes encontradas no eletroma (VE: variagédo do
eletroma) foram classificadas em cluster 0 (em amarelo) e o restante dos dados (eletroma sem
variagao) classificados como cluster 1 (em azul). C — Controle geral; B.S — Bipolaris sorokiniana; B.G -
Blumeria graminis.

E possivel notar que a inoculagdo com B. graminis promoveu o surgimento de

VEs no instante logo apds a inoculagéo da folha isolada com o patdgeno. Ademais,
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percebe-se que a quantidade de VEs é mais intensa nas primeiras 5 horas apds a
inoculacdo, com destaque na hora 2, onde encontra-se a maior quantidade de VEs
(21). A partir deste horario, ha um decréscimo no total de VEs, oscilando em torno de
10 unidades/hora (Figuras 3 e 4). Além disso, pode-se notar que 8-9 horas apos a
inoculagado, ocorre um pequeno aumento no numero de VEs, mas que logo decai
novamente (Figura 6).

Ja na inoculagdo com a B. sorokiniana (T4), notamos o surgimento de VEs 5
minutos apds a inoculagao da folha com o patégeno. Assim como na inoculagao com
B. graminis, a maior quantidade de VEs ocorre nas primeiras 5 horas apos a
inoculagdo, com maior destaque na hora 4 (contendo 20 VEs). A partir deste horario
ocorreu uma queda na quantidade de VEs, oscilando em torno de 10 unidades/hora
(Figuras 3 e 4). Apesar disso, pode-se notar que 9 horas apds a inoculagao, tem-se
um leve aumento no numero de VESs, os quais se mantem até o final da leitura.
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Figura 4. Distribuicdo do numero total de variagdes no eletroma (VEs) do atributo depois da aplicagdo
dos tratamentos ao longo do tempo para os tratamentos: Controle geral, B. graminis e B. sorokiniana.

3.2 Avaliagao das doengas

Os sintomas do oidio, doenga causada por B. graminis, foram verificados a
partir de 96 horas apos a inoculagdo, como um crescimento pulverulento
esbranquicado indicando a presencga de micélio e inicio da formacao das estruturas

reprodutivas do fungo na superficie da folha inoculada. Nas plantas inoculadas com
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B. sorokiniana foi observado pequenas lesées de coloracdo marrom circundadas por
um halo clorético as 24 horas apds a inoculagao (Figura 5). Os sintomas descritos sdo
os tipicos para as doencgas causadas pelos patdgenos utilizados indicando o sucesso

na infeccdo do patdgeno e a suscetibilidade da cultivar utilizada.

Figura 5. Primeiros sintomas visiveis das doengas causados pelos patégenos usados no estudo. A)
Primeiros sintomas visuais da mancha marrom causada por Bipolaris sorokiniana 24 horas apés a
inoculagéo da folha de cevada. B) Primeiros sintomas visuais do oidio causada por Blumeria graminis
96 horas ap6s a inoculacao da folha de cevada.

4 Discussao

A interagdo entre plantas e patdogenos passa por diferentes estagios,
comegando com o primeiro contato do agente patogénico com a superficie do
hospedeiro. No caso de fungos, desde o primeiro momento do contato, pode ocorrer
a sinalizagdo interativa com a planta (FELLE et al., 2008; L AZNIEWSKA;
MACIOSZEK; KONONOWICZ, 2012). Os resultados do nosso estudo indicam que
isso foi captado pelas analises realizadas no eletroma. Uma vez que no minuto inicial
apos a inoculagédo da folha de cevada com B. graminis e no minuto 5 apds a
inoculagdo com B. sorokiniana, consideraveis mudangas no eletroma sao detectadas

em tecidos distantes de onde ocorreu a inoculagdo. Isso indica que o primeiro contato
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entre fungos e hospedeiro geram sinais sistémicos e que através da analise do
eletroma é possivel detectar a presenga do patégeno na planta bem antes do
surgimento dos primeiros sintomas visuais das doengas, os quais se tornaram visiveis
apenas 24 horas apos a inoculagdo com B. sorokiniana e 96 horas ap6s a inoculagao
com B. graminis. Além disso, a inoculagdo com B. graminis ou B. sorokiniana geram
uma assinatura elétrica especifica para cada patdégeno como evidenciado nas analises
de entropia aproximada, BCP e comprovado na analise de cluster.

Nossas medidas continuas do eletroma revelam que a inoculagdo com B.
graminis ou B. sorokiniana promoveram peculiaridades na quantidade e na
distribuicdo de VE dentro de cada tratamento (Figuras 4 e 5), que podem estar
relacionadas ao estilo de vida dos patégenos utilizados em nosso modelo de estudo.
Enquanto, o B. graminis € um patégeno biotréfico, cujo estilo de vida depende de
células vivas, desenvolve um apressorio para auxiliar na penetracao direta na cuticula
e na parede celular epidérmica e, finalmente, forma um haustério para se alimentar
da célula viva do hospedeiro (PHAM et al., 2019). Ja o B. sorokiniana € um patégeno
hemibiotréfico. Nas interagdes compativeis cevada - B. sorokiniana, precocemente o
fungo desenvolve uma fase biotréfica distinta localizada na epiderme, a qual é seguida
de uma fase necrotrofica localizada no mesofilo, que pode ser suportada pela
producdo de compostos tdxicos a célula vegetal (SCHAFER; HUCKELHOVEN;
KOGEL, 2004).

O maior numero de VEs registrados 2 horas apds a inoculagéo da folha de
cevada com B. graminis corresponde ao momento da formagao do tubo germinativo
primario (AHMED; PEDERSEN; THORDAL-CHRISTENSEN, 2016) e esse aumento
no numero de VEs, pode estar relacionado ao primeiro contato da planta com efetores
do patogeno (SCHMIDT et al., 2014). Assim como o maior numero de VEs registrados
4 horas apos a inoculacdo da folha de cevada com B. sorokiniana coincide como a
germinagao dos conidios na superficie da folha (ACHARYA; DUTTA; PRADHAN,
2011), podem ser resultado da agédo de toxinas liberadas pelo fungo no local de
infeccdo (HAN et al., 2010; JANSSON; AKESSON, 2002). Além disso, Felle et al.,
(2008) registrou, em um estudo utilizando microssondas ion-seletivas, as 2 e 4 horas
apos a inoculagado com B. graminis ou B. sorokiniana, um rapido e transitério aumento
do pH e do Ca?* apoplastico e a diminui¢do do pH e do Ca?* citoplasmatico. Como se
sabe, a ativagdo do influxo de Ca?* é o primeiro evento mensuravel que leva a ativagéo

de canais iGnicos ou desativagao da H* ATPase da membrana plasmatica que, em
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ambos 0s casos, leva a despolarizagao da membrana (FELLE et al., 2004). Ademais,
0s pequenos aumentos nos numeros de VESs registrados 8-10 horas ap6s a inoculagéo
com B. graminis, e 9 horas apds a inoculagcdo com B. sorokiniana, podem estar
relacionados com o0 avango dos patégenos no tecido vegetal, uma vez que se sabe
que neste momento ocorre a formacgao do peg de penetragdo em B. graminis (AHMED;
PEDERSEN; THORDAL-CHRISTENSEN, 2016; HANSJAKOB; RIEDERER;
HILDEBRANDT, 2012). O peg de penetracao é a estrutura envolvida na penetragao
na cuticula e na parede celular do hospedeiro, o que interfere na membrana
plasmatica e com isso tem-se alteragdes no numero de VEs. Ja para o fungo B.
sorokiniana, o evento de aumento de VEs as 9 horas apds a inoculagédo pode estar
ligado a mudanca da fase biotréfica para a fase de colonizagdo necrotréfica. Essa
mudanca de fase foi registrada 8 horas apo6s a formagéo do apressorio na jungéo da
parede celular epidérmica, e a partir dai hifas do fungo partindo das células
inicialmente infectadas entram nas células adjacentes, resultando na morte celular
epidérmica e mesofilica (ACHARYA; DUTTA; PRADHAN, 2011). O colapso das
células hospedeiras é causado pela secrecdo de toxinas que provocam resposta
necrotica indistinguivel nas folhas do hospedeiro (KUMAR et al., 2001).

Assim, podemos inferir que todos esses eventos registrados no eletroma das
plantas de cevada apods a inoculagao da folha com os patégenos geraram alteragdes
no eletroma, e que essas alteragdes foram transmitidas a tecidos distantes de onde
ocorreu o contato inicial com os patdégenos, uma vez que a inoculagao foi realizada na
folha e os sinais elétricos foram coletados no colmo das plantas. Esses resultados
sugerem que o eletroma possui um envolvimento na transmissédo de forma rapida de
informagdes sistémicas sobre a presenga de um patégeno, conforme detectado pela
primeira vez em Simmi et al (2020). Além disso, destacamos que a inoculagdo com B.
graminis ou B. sorokiniana gerou uma assinatura elétrica especifica para cada
patégeno e que através da andlise dessa assinatura € possivel identificar diferentes

tipos de patdégeno na planta.

5 Conclusoes

A inoculacao de uma folha de cevada com B. graminis ou B. sorokiniana,

transmitiu sinais elétricos sistémicos. Isso mostra que os sinais elétricos estao

presentes na transmisséo de informagdes durante a interagdo planta-patogeno. Além
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disso, os sinais elétricos podem ser um dos sinais precursores transmitidos a tecidos
sistémicos como forma de alerta sobre a presenga de um possivel ataque patogénico,
uma vez que o maior numero de VEs foi registrado logo apds a inoculagao das plantas.
Também percebemos que o comportamento do eletroma foi diferente para cada
tratamento, mostrando assim, que a planta responde bioeletricamente de forma

diferente a diferentes tipos de estimulo.

Material suplementar:
https://drive.google.com/drive/folders/1MZNtvn1YOkHp8hCx2hvhCNvFqF4ug7ic?usp

=sharing
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Resumo — O priming de defesa € um processo que permite que as plantas respondam
de forma mais rapida e intensa a estresses subsequentes. Esse processo envolve
diferentes mecanismos moleculares de percepc¢ao e transdugao de sinais. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar se a elicitacdo local com acido jasmbnico ou
Bipolaris sorokiniana causam mudancas no eletroma em tecidos distantes, auxiliando
no processo de aquisicdo de priming. Além disso, foram analisados os efeitos
fisiologicos sistémicos causados pela elicitagdo local, nos mecanismos de defesa
ligados ao estresse oxidativo. Para isso, plantas de cevada com aproximadamente 50
dias foram colocadas sob condi¢cdes controladas. Um par de eletrodos de agulha foi
colocado no colmo da planta principal para a coleta dos dados bioelétricos. Na mesma
planta, foi realizado a primeira aplicagdo dos tratamentos na ultima folha
completamente expandida. 48 horas apds a primeira aplicagao foi realizada a segunda
aplicacao dos tratamentos em toda a planta (planta principal e perfilhos). O eletroma
foi monitorado continuamente por 24 horas antes da primeira aplicagdo dos
tratamentos, 48 horas apds a primeira aplicagao e 24 horas apds a segunda aplicacéo
dos tratamentos. A coleta dos seguimentos foliares para a realizagdo das analises
histoquimicas foram realizadas 2, 5, 8, 24 e 48 horas apds a primeira aplicacdo dos
tratamentos. Os dados bioelétricos coletados, foram analisados na forma de séries

temporais e passaram pelas seguintes analises: Estatistica descritiva, Analise
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Bayesiana de Mudanga de Ponto (BCP), Entropia Aproximada (ApEn) e
Autocorrelagdo. Os resultados dessas analises foram utilizados como atributos,
formando assim o dataset utilizado no aprendizado de maquinas (analise de
clusterizacio). Os dados das analises histoquimicas foram avaliados pela ANOVA. O
resultado das diferentes analises realizadas no eletroma foram inconclusivas. Os
resultados das analises histoquimicas revelaram que aplicagédo local de AJ e B.
sorokiniana causam alteracdes na expressao local e sistémica (longe do local da
aplicagcado) nos mecanismos de defesa ligados ao estresse oxidativo, bem como
reduziram drasticamente a infecgdo causada pela segunda inoculagdo com B.
sorokiniana. Assim, podemos concluir que aplicacao local de AJ e B. sorokiniana induz
sinalizagao sistémica que desencadeai o priming em tecidos sistémicos. No entanto,
novas analises do eletroma sao necessarias para revelar se os sinais elétricos estao

presentes neste processo.

1 Introdugao

As plantas possuem mecanismos intrinsecos de defesa contra patégenos e,
como parte da evolugao, adquiriram a capacidade de responder de forma mais rapida
e intensa a estresse subsequentes quando expostas previamente a um estimulo. Esse
estado de condicionamento da planta é conhecido como priming (CONRATH et al.,
2006). O priming é um processo fisioldgico sofisticado que envolve varios mecanismos
moleculares de percepgao e transdugao de sinais e pode ser desencadeado por uma
variedade de estimulos (CONRATH et al., 2006; MAUCH-MANI et al., 2017).

Estudos tém revelado que mecanismos de controle epigenéticos como a
metilacdo do DNA e modificagdes nas histonas, as quais estdo intimamente
associadas a reconfiguragcdo da cromatina, sdo de grande importancia na adaptagao
das plantas a diferentes estresses bidticos contribuindo ativamente para o priming
(LUNA et al., 2012; MAUCH-MANI et al., 2017; PASTOR et al., 2013). Ademais, estes
mesmos estudos, ilustram que o inicio do priming de defesa € mediado por uma
variedade de sinais metabdlicos, como &cidos salicilico (CAMANES et al., 2012),
jasmonatos (TRUMAN et al., 2007) e compostos derivados de indol (TRUMAN et al.,
2010) que podem variar de acordo com as condi¢gdes ambientais, o que deixa elusiva

a natureza exata do sinal sistémico do priming de defesa.
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Um estudo realizado recentemente por Simmi et al. (2020), demostrou que a
inoculagao de plantas de tomate com o fungo biotréfico Oidium neolycopersici causou
alteragdes na sinalizagao elétrica de longa distancia (eletroma) das plantas. Isso
sugere que as variagdes do eletroma podem desempenhar um importante papel na
sinalizagdo que leva ao desencadeamento do priming de defesa, uma vez que os
sinais elétricos podem se propagar em segundos ou minutos apos as agodes locais de
agentes estressores com velocidades tipicamente entre centenas de um s a varios
cm s' (FROMM; LAUTNER, 2007; SUKHOV; SUKHOVA; VODENEEYV, 2019). Além
disso, os sinais elétricos podem interagir com outros tipos de sinais de estresse de
longa distancia, incluindo sinais hormonais (FARMER et al., 2020; PENA-CORTES;
FISAHN; WILLMITZER, 1995), ondas EROs (FICHMAN; MITTLER, 2021; SUZUKI;
MITTLER, 2012), ondas hidraulicas (MALONE, 1994) e ondas de Ca?* (CHOI et al.,
2016, 2014). Ademais, existem trabalhos que mostram a influéncia dos sinais elétricos
em processos fisioldgicos e na detecgéo de estresses em plantas (tanto bidtico como
abidtico) (REISSIG et al., 2021; SARAIVA; FERREIRA; SOUZA, 2017).

Diante disso, o objetivo deste estudo € avaliar se a elicitagdo local com acido
jasmodnico ou B. sorokiniana causam mudancgas fisioldgicas sistémicas pela elicitagcao
local, como mecanismos de defesa ligados ao estresse oxidativo, € se o eletroma

poderia ter um papel de sinalizagdo no processo de aquisi¢ao de priming.

2 Material e Métodos

2.1 Condigoes de crescimento de plantas e fungo e inoculagao das plantas

Plantas de cevadas (Hordeum vulgare L.) da cultivar BRS Caué (Embrapa®)
foram cultivadas a partir de sementes semeadas em vasos plasticos contendo
aproximadamente 1 kg de substrato comercial (Turfa Fértil), e mantidos em casa de
vegetacdo sob luz natural e temperatura de 22 + 2°C, até atingirem o estadio
fenologico 7 da escala de Feekes-Large (LARGE, 1954). Apds, as plantas foram
levadas ao Laboratorio de Cognicéo e Eletrofisiologia Vegetal (LACEV) para dar inicio
a realizagcao das sessoes experimentais. No laboratério, as plantas foram mantidas a
uma temperatura de 22 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 600 pmol m2

s™'. A semeadura foi realizada em lotes, com uma planta por vaso e com uma diferenca
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de seis dias entre cada lote. Isso foi realizado para que todas as plantas estivessem
com a mesma idade fenoldgica no momento da coleta dos dados.

O fungo hemibiotrofico Bipolaris sorokiniana, responsavel por causar a doenga
conhecida como mancha marrom ou helmintosporiose na cevada, foi isolado de
sementes de cevada naturalmente infectadas e cultivado em placa de Petri contendo
meio BDA (&gar, batata dextrose).

Para a inoculagao das plantas, os conidios de B. sorokiniana foram removidos
do substrato (BDA) com auxilio de 5 ml de agua destilada contendo 0,05% de Tween
20 (poli-oxietileno sorbitan monolaurato, Sigma Chemical Co), filtrados por gaze e
contados no hemocitdbmetro (Improved Newbauer 1/400 SQ. 1/10 mm deep
ultraplane), e a concentragdo final foi ajustada para 2 x 10% conidios/ml.
Imediatamente apds o preparo da suspensao de esporos foi realizada a inoculagao
das plantas. A inoculagdo foi realizada através do método de pulverizacdo de
suspensao de esporos, utilizando um borrifador manual. Toda a superficie da folha foi
completamente coberta pela pulverizagdo, mas sem que ocorresse o0 escorrimento
superficial. As plantas foram mantidas em camara umida durante 24 horas antes e 72

horas apés a inoculagao, com temperatura de 22 + 2°C e umidade relativa de 85%.

2.2 Desenho experimental e tratamentos

Dois dias antes de cada sessado experimental, oito plantas de cevada foram
transferidas da casa de vegetagao para o Laboratério de Cognicao e Eletrofisiologia
Vegetal (LACEV) para aclimatacao destas as condi¢gdes do ambiente. A aplicagédo dos
tratamentos e a coleta dos dados bioelétricos foram realizados no colmo principal.

Para a aplicagao dos tratamentos, inicialmente, foi realizado o isolamento da
ultima folha completamente expandida do colmo principal. Para isso, utilizou-se de um
saco plastico de polietileno, o qual foi colocado sobre a planta, deixando de fora
apenas a folha onde foram aplicados os tratamentos. A parte superior do saco plastico
ficou aberta para permitir a troca gasosa e para que o restante da planta ficasse
exposta a umidade semelhante a da folha. Apds 48 horas da aplicacdo dos
tratamentos na folha isolada, o saco plastico foi retirado da planta e realizou-se a
aplicacdo dos tratamentos em toda a planta. A representacdo do desenho

experimental utilizado, esta esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Representagdo esquematica do desenho experimental. Plantas com 50 dias apds a
semeadura estido sendo utilizadas para a realizagdo do experimento. Esta sendo realizado o isolamento
da ultima folha completamente expandida da planta principal, utilizando para isso um saco plastico. Em
cada sessao experimental, estdao sendo coletados, simultaneamente, os dados bioelétricos de oito
plantas A capitagdo dos dados bioelétricos esta sendo realizada antes da aplicacdo dos tratamentos,
apos a aplicagao dos tratamentos na folha isolada e apds a aplicagdo dos tratamentos em toda a planta.
A aplicagdo dos tratamentos e a captacéo dos dados esta sendo realizada dentro de uma camera
Umida.

Para a realizagdo do experimento, foram usados seis tratamentos: T1 B.
sorokiniana + B. sorokiniana; T2 B. sorokiniana + agua; T3 AJ + B. sorokiniana; T4 AJ
+ 4gua; T5 Agua + B. sorokiniana; T6 Agua + agua. Para cada tratamento, foram
realizadas trés sessdes experimentais, duas com oito plantas e uma com quatro
plantas simultaneamente. Totalizando 20 plantas por tratamento. A distribuicao dos
tratamentos, bem como a aplicagao destes, podem ser observados na Figura 2.

O preparo da solugao estoque do acido jasmodnico (AJ) foi realizada de acordo
com Sigma-Aldrich, onde o AJ foi primeiro dissolvido em etanol para uma
concentragcdo de estoque de 100 mM, em seguida, diluido em agua para a
concentracgéao final de 100 pM. A concentracdo de 100 uM foi escolhida com base na
literatura (JAYARAJ et al., 2004; LU et al., 2006). A solugao final, foi pulverizada sobre
a folha isolada, utilizando um borrifador manual, até a formagéao de gotas, sem que

ocorresse o escorrimento superficial.
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Distribuicdo da aplicagao dos tratamentos
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Figura 2. Representagdo esquematica da distribuicdo da aplicagdo dos tratamentos. Inicialmente foi
realizada a aplicacdo dos tratamentos na folha isolada da planta principal. Apés 48 horas da aplicagao
dos tratamentos na folha isolada, foi realizada a aplicacdo dos tratamentos em toda a planta.
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2.3 Aquisicao dos dados bioelétricos

A captacao dos dados bioelétricos foi realizada através de um dispositivo de
amplificacdo de sinais desenvolvido no Laboratério de Cognicao e Eletrofisiologia
Vegetal (LACEV). De forma analogo ao equipamento comercial MP36, o sistema
capta os sinais da variagdo de voltagem entre dois eletrodos filtrando o sinal que é
comum a ambos amplificando a diferenga entre eles. Os eletrodos do tipo de “injecao”
sao fabricados com agulhas de aco inox cirurgico e conectados a cabos de 3 vias de
3 mm de didmetro com um condutor interno de cobre estanhado e revestidos pelo
mesmo material, todo cabo é envolto em PVC (material a prova d’agua). Vale ressaltar
a importancia do aterramento em todo sistema, a fim de eliminar sinais ruidosos. O
eletrodo é conectado a um amplificador acoplado a uma fonte CC (fonte interna do
microcontrolador ESP32-Wroom-32) que, por sua vez, esta conectado a uma fonte
com filtragem proépria, seguido de um conversor analdgico-digital de 16 bits de
amostragem.

Os eletrodos foram inseridos um dia antes do inicio da captacdo dos sinais
bioelétricos, para a aclimatagao das plantas. A tacha de captacao utilizada para a
coleta dos dados é de 50 Hz. A captacao foi realizada dentro de uma camera Umida,
uma vez que a umidade é necessaria para o desenvolvimento do patdgeno. A coleta
dos dados foi realizada antes da aplicacdo dos tratamentos e apds a aplicacdo dos
tratamentos (plantas tratadas), cobrindo um total de 96 horas de medidas, sendo 24
horas antes da aplicacdo, 48 horas ap6s a primeira aplicagdo dos tratamentos
(aplicagado na folha isolada) e 24 horas apds a segunda aplicagao dos tratamentos

(aplicagédo em toda a planta).

2.4 Localizagao histoquimica da peroxidagao lipidica, perda da estabilidade da
membrana, acumulo de radicais superoéxido (O2) e acumulo de peréxido de
hidrogénio (H202)

Para avaliar os efeitos da elicitagdo local na expressdo sistémica de
mecanismos de defesa ligados ao estresse oxidativo, foram realizadas coletas de
amostras foliares, aproximadamente 2 centimetros, da folha onde foi realizada a
inoculacdo e no restante da planta as 2, 5, 8, 24 e 48 horas apo6s a aplicagao dos

tratamentos na folha isolada. Para cada tempo de coleta foram utilizadas quatro
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repeticoes, representadas por uma planta. Assim, para cada tratamento foram
amostradas quatro plantas em cada momento de coleta.

A deteccao histoquimica da peroxidacao lipidica foi realizada seguindo a
metodologia de Pompella et al., (1987). As amostras foram coradas com reagente de
Schiff durante 60 minutos para detectar aldeidos provenientes da peroxidacéo lipidica.
Depois da reagdo com o reagente de Schiff, as amostras foram lavadas com uma
solucao de sulfito (0,5% K2S205 em HCI 0,05 M) e mantida nessa solugao para manter
a coloracgao.

A localizag&o histoquimica da perda de estabilidade de membrana foi realizada
seguindo o método de Romero-Puertas et al., (2004). Os seguimentos foliares, foram
imergidos em uma solugéo 0,25% de Evans Blue e mantidos imersos nesta solugao
por cinco horas em temperatura ambiente. Apds, os seguimentos foram fervidos em
etanol absoluto para retirar a clorofila das folhas, e assim poder visualizar as regides
demarcadas pelo Evans Blue. Apos a fervura, os seguimentos foliares foram retirados
e mantidos em etanol 70% até a obtencéo das imagens para registro.

A localizagéo histoquimica in situ do acumulo de radical superéxido (O2-), foi
realizada seguindo o método de Shi et al., (2010). Inicialmente foi preparado o Tampao
Fosfato de Potassio (K2HPO4), 10 mM, pH 7.8. Posteriormente, foi preparada uma
solucdo com o Tampao + NBT (Nitro blue tetrazolium) (1 mg NBT/mL de Tampé&o).
Apos os seguimentos foliares foram emergidos nessa solugdo e mantidos nesta
solucdo por trés horas sob iluminacdo forte e constante. Apds, as folhas foram
retiradas da solugdo, fervidas em etanol absoluto até descolorirem por completo,
ficando esbranquigadas, e conservadas em etanol 70%, até a obtencéo das imagens
para a analise dos pontos escuros (azuis) demarcados pelo NBT que mostram a
reacao com o Oz-.

A localizagao histoquimica in situ do acumulo de Peréxido de Hidrogénio (H202)
foi realizada seguindo o método de Shi et al., (2010). Inicialmente foi realizada o
preparo do Tampé&o Fosfato de Potassio (K2HPO4), 10 mM, pH 7.8. Em seguida, uma
solugdo Tampéao + DAB (Diaminobenzidine) (1 mg DAB/mL de Tampao, pH 3.8) foi
preparada. Apés a coleta os seguimentos foliares foram inseridos na solu¢do Tampao
+ DAB e mantidas a 8 horas sob iluminagao forte e constante. Apos os seguimentos
foram retirados na solugado, fervidos em etanol absoluto até descolorirem por

completo, ficando esbranquicadas, e conservadas em etanol 70% até a obtenc¢ao das
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imagens para a analise dos pontos escuros (marrons) demarcados pelo DAB que

mostram a reagao com o H20z.

2.5 Avaliacao da doencga

A severidade da mancha parda foi estimada com base na propor¢ao da area
foliar afetada pela doenca em relacdo a area foliar total de acordo com a escala

diagramatica descrita por Azevedo, 1997.

2.6 Analise dos dados

2.6.1 Analise dos dados bioelétricos

2.6.1.1 Pré-processamento dos dados

Através de analise visual, os dados coletados pelo sensor foram separados em
diferentes arquivos (txt), sendo selecionados apenas as séries temporais que
apresentavam variagdes nos dados, totalizando 7 plantas (repeticées) por tratamento.

Com base no menor arquivo, as séries temporais foram ajustadas de forma a
terem a mesma quantidade de instancias. Em seguida, foi realizada a converséo da
leitura dos dados (24 horas e 48 horas) em segundos. Apos esse procedimento, as
informagdes Tempo (Hora/Minuto/Segundo), Tratamento (T1 a T6), Planta (repeticoes
do experimento) e Status (Antes/Depois) foram devidamente adicionados ao conjunto
de dados. Outliers foram removidos dentro de cada tempo/segundo. Ao final, foi obtida
uma tabela geral com: horas, minutos, segundos, tratamento, planta, Status, M_Value,

a qual foi utilizada nas analises.

2.6.1.2 Analise Bayesiana de Mudang¢a de Pontos (BCP), Entropia Aproximada,
Autocorrelacao e Analise de Clusterizagao

ApOs a geragao da tabela geral, os dados foram alterados para trabalhar com
a média das leituras/minuto, sendo o atributo ‘Plantas’ considerado como repeticdes

dentro dos tratamentos. De modo a verificar a integridade dos dados e gerar atributos
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para o processo de aprendizado de maquina, aplicou-se a estatistica descritiva para
obtencdo de média, desvio padréo, curtose, coeficiente de variagao e assimetria. Em
seguida, os dados foram submetidos a analise Bayesiana de Mudanga de Ponto
(Bayesian Change Point - BCP), utilizando o R package bcp (WANG et al., 2018),
onde pode-se estimar a probabilidade de um ponto de mudanga em um intervalo e
dois conjuntos de dados, para quantifica a regularidade ou previsibilidade das séries
temporal foi aplicada a Entropia Aproximada (Approximate Entropy - ApEn), utilizando
o R package e Autocorrelacao foi realizada para encontrar padrées de repeticao no
dominio do tempo, utilizando o R package .

Os resultados destas analises foram utilizados como atributos, formando assim
o dataset a ser trabalhado no aprendizado de maquinas (analise de clusterizagao)
para classificagdo automatica dos tratamentos. Foram aplicados 3 algoritmos de
clusterizagdo (kmeans, kmodes e birch, todos em modo default). Com base nas
métricas Davies-Bouldin score e Silhouette score, o algoritmo Kmeans foi selecionado

devido a sua melhor performance, indicando assim a presenca de dois clusters.

2.6.2 Analises de deteccgao histoquimica

As imagens utilizadas para deteccdo histoquimica de peroxidagao lipidica,
perda da estabilidade da membrana, (Oz2’) e (H202), foram obtidas com um scanner
fotografico HP Deskjet F2050 e as imagens foram digitalizadas a 600 dpi. A
quantificagcao foi realizada usando o software Imaged, seguindo o protocolo descrito
por Juszczak; Baier, 2014. Resumidamente, com o auxilio do software Photoshop
removeu-se o fundo, melhorou-se o contraste e a corregdo de cor das imagens. Apos,
no software ImagedJ, a escala de cores da foto foi alterada para a escala de cinza (32
- bit), se fez o ajuste para a intensidade de cor cinza e apds se fez a mensuragao da

area foliar e determinou-se a porcentagem da area foliar manchada.

3 Resultados

3.1 Alteragoes no eletroma captadas por diferentes analises
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O resultado das diferentes analises realizadas no eletroma foram inconclusivas

(Figura 3). Assim, novas analises precisam ser realizadas nos dados bioelétricos

coletados.
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Figura 3. Distribuicdo dos eletromas antes e apds a aplicagdo dos tratamentos ao longo do tempo,
gerado pela analise de cluster. Onde as alteragbes encontradas no eletroma (VE: variagao do eletroma)
foram classificadas em cluster 0 (em azul) e o restante dos dados (eletroma sem variagéo) classificados
como cluster 1 (em branco).

3.2 Deteccao Histoquimicas

A elicitacdo local com AJ e B. sorokiniana causaram alteragcdes na expressao
local e sistémica (longe do local da aplicagdo) nos mecanismos de defesa ligados ao
estresse oxidativo, como pode ser observado nas Figuras 4 e 5. No local onde foi
realizado a aplicagdo dos tratamentos, registrou-se os maiores acumulos de radicais
superoxido e peroxido de hidrogénio 48 horas apds a aplicagao de B. sorokiniana
(Figura 4 B e D). No entanto, a aplicagdo de AJ também promoveu alteragbes no
acumulo de radicais superoxido e peroxido de hidrogénio em comparagao ao controle
(Figura 4 B e D). Na peroxidacao lipidica foram registrados aumentos 8 e 24 horas

apos a aplicagao de AJ (Figura 4 F), e 48 horas apos a aplicagao de B. sorokiniana
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(Figura 4 F). A maior perda da estabilidade da membrana ocorreu 24 horas apés a
aplicacédo de AJ e 48 horas apos a aplicagao de B. sorokiniana (Figura 4 H).
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Figura 4. Deteccao histoquimica do acumulo de radicais superoxido (O2’), acumulo de peréxido de
hidrogénio (H20:), peroxidagéo lipidica e perda da estabilidade da membrana, no local onde foi
realizada a aplicagao dos tratamentos em 2, 5, 8, 24 e 48 ap6s a aplicacado (hpa). A, C, E, G) Imagens
representativas de seguimentos foliares coradas com os reagentes de NBT (A), DAB (C), Schiff (E) e
Evans Blue (G), nos horarios apds a aplicagao dos tratamentos (hpa) na folha isolada. B, D, F, H)
Quantificagdo do acumulo de radicais superéxido (Oz2) (B), acimulo de peroxido de hidrogénio (H20z2)
(D), peroxidacgao lipidica (F) e perda da estabilidade da membrana (H). Cada dado apresenta a média
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+ erro padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos; letras minusculas diferentes no mesmo tratamento indicam diferengas estatisticas
significativas entre os horarios de avaliagao de (p < 0,05).

Nos tecidos sistémicos o maior acumulo de radicais superoxido foi registrado
24 horas apés a aplicagao de AJ e 48 horas apés a aplicagao de B. sorokiniana (Figura
5 B). Os maiores acumulos de peroxido de hidrogénio foram registrados 5 horas apés
a aplicacado do tratamento controle e 48 horas apds a aplicagao de B. sorokiniana
(Figura 5 D). A maior peroxidagao lipidica foi registrada 48 horas apds a aplicagédo de
B. sorokiniana (Figura 5 F). As maiores perdas da estabilidade da membrana foram

registradas 24 horas ap6s a aplicagao de AJ e B. sorokiniana (Figura 5 H).
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Figura 5. Detecgao histoquimica da peroxidagéo lipidica, perda da estabilidade da membrana, aciumulo
de radicais superdxido (O2") e acumulo de peréxido de hidrogénio (H202) nos tecidos sistémicos em 2,
5, 8, 24 e 48 apods a aplicacédo (hpa). A, C, E, G) Imagens representativas de seguimentos foliares
coradas com os reagentes de NBT (A), DAB (C), Schiff (E) e Evans Blue (G), nos horarios apés a
aplicagéo dos tratamentos (hpa) na folha isolada. B, D, F, H) Quantificagdo do acumulo de radicais
superoxido (02) (B), acumulo de peroxido de hidrogénio (H202) (D), peroxidagao lipidica (F) e perda
da estabilidade da membrana (H). Cada dado apresenta a média + erro padrdo. Letras maiusculas
diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos; letras mindsculas
diferentes no mesmo tratamento indicam diferengas estatisticas significativas entre os horarios de
avaliagéo de (p < 0,05).
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3.3 Avaliagao da doenga

Ao avaliar os sintomas da doenca causados apds a inoculagdo com B.
sorokiniana na folha isolada, pode-se perceber que 24 horas apds a inoculagao era
possivel observar pequenas lesdes de coloracdo marrom circundadas por um halo
clorético, sintomas tipicos para a doenga causada pelo patégeno. Com o passar do
tempo, essas lesbes evoluiram de tamanho e quantidade, indicando 0 sucesso na
infeccdo do patdgeno e a suscetibilidade da cultivar utilizada.

A analise visual da severidade da doenca no restante da planta, onde n&o foi
realizada a primeira aplicagcao dos tratamentos, mostram que a aplicacdo de AJ e B.
sorokiniana na folha isolada reduziram significativamente os sintomas da doencga no
restante da planta quando comparada com o tratamento controle, onde foi realizado

apenas a aplicacdo de agua mais Tween 20% (Figura 6).
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Figura 6. Severidade da mancha marrom (B. sorokiniana) 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a primeira
aplicagéo dos tratamentos na folha isolada.

4 Discussao

Quando as plantas sdo expostas a condi¢des de estresse, ocorre a geragao de
espécies reativas de oxigénio, incluindo radicais hidroxila (OH"), radicais superoxido
(O27) e peroxido de hidrogénio (H202) que, quando em excesso, causam danos
oxidativos (PANDA; CHAUDHURY; KHAN, 2003). Um aumento no nivel EROs causa
oxidagdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos (GILLE; SIGLER, 1995). Os
resultados obtidos nas analises histoquimicas (Figuras 4 e 5) mostram que a aplicagao
local de AJ e B. sorokiniana ativou os mecanismos de defesa ligados ao estresse

oxidativo e com isso ocorreu a redugao da severidade da mancha parda nos tecidos
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sistémicos. O que permite inferir que a aplicacao local de AJ e B. sorokiniana ativou
mecanismos de resisténcia nos tecidos sistémicos, reduzindo a incidéncia da doenca.
Além disso, a aplicagdo local de AJ ou B. sorokiniana promoveu um maior acumulo
de radicais superoxido e peroxido de hidrogénio o que levou a peroxidagao lipidica e
perda da estabilidade da membrana, tanto no local da aplicacdo dos tratamentos como
nos tecidos sistémicos, em comparacédo com as plantas do tratamento controle. Esses
resultados sao notaveis, pois mostra a transmissao sistémica de sinais de defesa do
local da aplicagéo para o restante da planta. Todavia, nao foi possivel verificar se
houve um envolvimento consistente da sinalizacdo elétrica nesse processo de
comunicagao sistémica, uma vez que as analises realizadas do eletroma nao foram
conclusivas.

Durante os diferentes estagios de interagdo entre planta e patdgenos, EROs
podem ser transloucadas extensivamente, e a aplicagdo exdégena de AJ também
interfere nas EROs (GHOLI-TOLOUIE et al., 2018). Portanto, a sinalizagdo redox
sistétmica desempenha um papel importante na regulagdo dos mecanismos de
aclimatacéo sistémicos sob condicdes de estresse (FERNANDEZ-GOBEL et al.,
2019). Consequentemente, as redes de sinalizagao de EROs controlam uma ampla
gama de processos biologicos, incluindo respostas a estimulos bidticos, e podem
funcionar como um sinal de priming em plantas (BAXTER; MITTLER; SUZUKI, 2014).
Além disso, os hormébnios de defesa modulam o status de EROs nas plantas
(SEWELAM et al., 2013), o que sugere que a aplicagado de AJ e B. sorokiniana na
folha isolada sensibilizou as partes distais da planta para aumentar a defesa contra o
patdégeno quando aplicado no restante da planta, levando ao desencadeamento do
priming.

Apesar da reducao drastica da severidade da doenga causada pela inoculagao
de B. sorokiniana na folha isolada, é importante destacar que isso ndo possui uma
aplicagao pratica. Uma vez que a aplicagao do patdégeno em campo pode gerar uma

epidemia da doencga.
5 Conclusoes
A aplicacao de acido jasménico e B. sorokiniana na folha isolada estimulou a

sinalizagao redox local e sistémica e possibilitou que as plantas respondessem de

forma mais rapida e intensa contra a inoculagéo de B. sorokiniana. No entanto, novas
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analises devem ser realizadas nos dados eletrofisiolégicos, para verificar se a
aplicacado de acido jasménico e B. sorokiniana causam alteragbes sistémicas no
eletroma das plantas, como sugerido pelos resultados anteriormente obtidos por
Simmi et al. (2020).
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Consideragoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo, permitiu responder parte da nossa hipotese
inicial de que apds o reconhecimento de diferentes elicitores (patogénico e o composto
sintético AJ) pela planta, ocorram alteragdes no eletroma, e que essas alteragdes
podem transmitir informacdes a tecidos distantes do local onde ocorreu a elicitagao.
Essas alteragcbes do eletroma poderiam ser as precursoras no processo de priming
em plantas infectadas por fungos patogénicos, uma vez que a propagacgao dos sinais
elétricos ocorre de forma mais rapida que a sinalizacdo quimica. No entanto,
precisamos realizar novas analises nos dados do eletroma para verificar se as
alteragcbes do eletroma poderiam ser as precursoras no processo de aquisicao de
priming.

Ademais, nossos resultados apontam que através da analise do eletroma é
possivel identificar assinaturas elétricas especificas do patégeno com a qual é
possivel identificar a presenga do patégeno na planta nos primeiros minutos apos o
contato dele com a superficie do hospedeiro. Esses resultados vao de encontro aos
resultados publicados em Simmi et al., 2020. O que mostra uma possivel aplicagao
da combinacao de nossos métodos de captacao, analise, e identificacdo de padroes
no eletroma das plantas para o diagndstico precoce de diferentes doengas em plantas
antes mesmo dos primeiros sintomas visuais da doenca. Isso poderia ser util para a
pesquisa basica, mas também extremamente relevante para o desenvolvimento de
um sistema agricola mais sustentavel.

Além disso, as analises histoquimicas e a severidade da doenga, mostraram
que aplicacao local de AJ e B. sorokiniana causam alteragcdes na expressao local e
sistémica (longe do local da aplicagdo) dos mecanismos de defesa ligados ao estresse
oxidativo, e que ocorreu a redugao drastica a infecgdo causada pela segunda
inoculagdo com B. sorokiniana. Isso nos permite inferir que ocorreu sinalizagao
sistémica o que desencadeou o priming nos tecidos sistémicos. No entanto, € de
fundamental importancia a realizagao de novas analises dos dados do eletroma para
revelar se os sinais elétricos estdo presentes neste processo. Uma vez que, 0s sinais
elétricos foram coletados com o sensor desenvolvido no LACEV, a analise desses
dados pode auxiliar no desenvolvimento de novas pesquisas tanto em laboratorio
como no campo, além de permitir o desenvolvimento de um equipamento que possa

ser utilizado por produtores rurais.
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