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Resumo: As plantas acionam mecanismos para tolerar condicbes ambientais adversas, como
a salinidade. Esses mecanismos se devem, em parte, a regulacdo epigenética, modificacbes
do genoma que ndo envolvem uma mudanc¢a na sequéncia do DNA e ocorrem principalmente
no seu padréo de metilacdo. Visto o problema da salinidade para a producéo, foi testada, neste
trabalho, a influéncia do estresse salino no crescimento do milho (Zea mays) e investigados 0s
possiveis desdobramentos desse estresse no padrdo de metilacdo global dos individuos. No
sistema teste, oito plantas foram tratadas com 100uM de cloreto de sédio periodicamente e
com uma aplicagdo de 500uM (T-100/500). O grupo T100-500 reduziu, em relagdo ao controle,
0 crescimento em 44,4%, a biomassa fresca em 74,3% e a biomassa seca em 69,2%. O DNA
gendmico, extraido a partir das folhas, apresentou concentragdo entre 611,4 ng/uL a 1234,9
ng/uL para os individuos amostrados e alto grau de pureza. Ndo foi observada diferenca
significativa de metilagdo global entre o grupo controle e T100-500 (controle: 15,10%; T100-
500: 15,63%). Outras oito plantas receberam apenas a aplicacdo de 500uM de NaCl (CT-500).
O CT-500 reduziu o crescimento em 18,3%, a biomassa fresca em 23,6% e a biomassa seca
em 30,8% e apresentou menor porcentagem de metilacdo (10,94%). Os resultados dessa
pesquisa apontam para uma clara influéncia negativa do estresse salino no desenvolvimento
do milho. Entretanto, ainda sdo necessarios mais testes para esclarecer a relagdo da
exposi¢do a salinidade com o crescimento da planta e seu padréo epigenético de metilacao.

Palavras-chave: Salinidade. Zea mays. Epigenética vegetal. Metilagéo global.

Abstract: Plants trigger mechanisms to tolerate adverse environmental conditions, such as
salinity. These mechanisms are partly due to epigenetic regulation, genome modifications that
do not involve a change in DNA sequence and occur primarily in its methylation pattern. Given
the problem of salinity for production, was tested, in this work, the influence of salt stress on
maize (Zea mays) growth and the possible consequences of this stress in the global
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methylation pattern of individuals were investigated. In the test system, eight plants were
periodically treated with 100 uM of NaCl and an application of 500 uM of NaCl (T100-500). The
T100-500 group reduced, in relation to the control, the growth by 44.4%, the fresh biomass by
74.3% and the dry biomass by 69.2%. The genomic DNA, extracted from the leaves, showed a
concentration between 611.4 ng / uL to 1234.9 ng/uL for the individuals sampled and high
degree of purity. There was no significant difference in overall methylation between the control
group and T100-500 (control: 15.10%; T100-500: 15.63%). Another eight plants received only
500 uM of NaCl (CT-500). The CT-500 reduced growth by 18.3%, fresh biomass by 23.6% and
dry biomass by 30.8% and had a lower percentage of methylation (10.94%). The results of this
research point to a clear negative influence of salt stress on maize development. However,
further tests are still needed to clarify the relationship between salinity exposure and plant
growth and its methylation epigenetic pattern.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo a todo momento expostas a esses fatores bidtico e
abidticos que quando atuam negativamente sobre o individuo causam uma
reagdo de estresse. Tangencialmente, o estresse desempenha um papel
importante na determinacdo de como o solo e o clima limitam a distribuicdo de
espécies vegetais (FERREIRA, 2012). O estresse salino, um fator abidtico, é
um dos que mais comprometem o crescimento e a produtividade das culturas
em todo o0 mundo (VAIDYANATHAN et al., 2003; ISLA et al., 2010).

Em condi¢cBes naturais, as plantas encontram altas concentracfes de sal
em costas maritimas e estuarios. Na agricultura, sao identificadas altas
concentracfes salinas em regides propensas a seca e de solos salino, que
estdo sendo incorporadas progressivamente com a expansao da area agricola
cultivada no mundo (TRAJANO, 1981). Paralelamente a isso, com a demanda
de irrigacao, o problema da salinizagdo secundaria (apés o plantio) € associado
ao manejo inadequado da agua e do solo e do uso de aguas com elevado teor
de sais, principalmente em regides semiaridas, em que a irrigacdo € um
importante parametro para a implementacgao da agricultura
produtiva (SILVEIRA et al., 2010). No Nordeste, por exemplo, € muito comum a

utiizacdo de aguas de pogos comuns e tubulares na irrigacdo, que
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segundo Medeiros et al. (2003), sdo mais salinas que até aguas residuarias
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(ap0s utilizacdo humana).

De modo geral, a salinidade afeta tanto o crescimento como a producao
das culturas de plantas, manifestando-se principalmente na reducdo da
populacdo e em seu desenvolvimento. A salinidade afeta o desempenho das
plantas através de déficit de agua, toxidez provocadas por ions, desequilibrio
nutricional (ESTEVES et al., 2008, MUNNS et al., 1986) e indiretamente, pela
busca por nutrientes, mediando competicdes interespecificas das espécies
viventes no mesmo local (PENNINGS et al.,, 1992). Durante o efeito da
salinidade, determinados processos séo danificados, como sintese de
proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese. A resposta inicial do estresse
salino é a reducdo da expansdo da superficie foliar (WANG et al., 2000), ou
seja, a planta diminui em altura e espessura das folhas. Este efeito promove
reducdo nas concentracdes de carboidratos - base necessaria para 0
desenvolvimento celular.

Ainda sao escassas as informacdes sobre o efeito da salinidade da agua
ou do solo na qualidade de producdo, embora tais efeitos sejam aparentes
(NETO BARREIRO, 2017). As respostas biolégicas a alta salinidade em
plantas tem sido mais discutidas quanto as caracteristicas fisiologicas,
moleculares e bioquimicas (MUNNS, 2005; NETO et al.,, 2020; NETO-
BARREIRO et al., 2019).

Apesar do efeito negativo, a planta é capaz de desenvolver mecanismos
de tolerancia a esses estresses e completar seu ciclo de vida mesmo irrigada
ou sobre um substrato com elevada concentracdo de sais soltveis (FLOWERS
et al.,, 1977, GREENWAY et al., 1980). As plantas tolerantes sdo denominadas
haléfitas (FLOWERS et al. 1977), jA& as plantas que ndo conseguem
desenvolver-se sobre o substrato com elevado contetdo de sais solUveis séo
chamadas de glicofitas (CHEESEMAN, 1988).

As halodfitas conseguem superar o estresse por causa da melhor atuacao
em heves mecanismos de tolerdncia, que proporcionam um manejo mais

eficiente em acumular e compartimentar os solutos (ESTEVES et al., 2008). As
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plantas ampliaram seus mecanismos bioquimicos e moleculares para tolerar o
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estresse salino através de produtos e processos alternativos (IYENGAR et al.,
1996).

As estratégias bioquimicas incluem a acumulacdo ou exclusédo seletiva
de ions, controle da entrada de ions pelas raizes e transporte para as folhas,
compartimentalizacdo de ions a nivel celular (vacuolos) e estrutural (folhas),
sintese de osmolitos, alteragBes nas vias fotossintéticas, modificacdes na
estrutura de membrana, inducdo de enzimas antioxidantes e hormoénios
(ESTEVES et al., 2008).

Esses mecanismos podem ter uma atuacdo simples, envolvendo
alteracdo de algumas vias bioquimicas, ou mais complexa, envolvendo uma
maior protecdo do sistema respiratorio e fotossintético (MUNNS, 1993), uso
eficiente da &agua (MUNNS, 2002), manutencdo da parede celular e
cromossomos (BOTELLA et al., 1994).

Os fatores biodticos e abidticos apresentam importante papel durante o
desenvolvimento dos organismos e resultam em possiveis mecanismos que
propiciam manifestacdes de caracteristicas provenientes da expressao génica,
sem interferir na sequéncia de bases da molécula de DNA (ALVES et al.,
2018).

Considerando os organismos vegetais, as mudancas que ocorrem
durante o desenvolvimento em plantas podem desencadear a expressao
diferenciada de alelos em espécies que apresentam similaridades genéticas
(BANERJEE & ROYCHOUDHURY, 2017).

Sabe-se que as plantas, entre distintas espécies, utilizam de uma
variedade de mecanismos para superar as exposicoes salinas (IYENGAR et
al., 1996). Dessa forma, eventos sucessivos de estresse salino ao longo da
vida da planta podem induzir o individuo a criar mecanismos de tolerancia para
novas exposicoes. Esses mecanismos se devem principalmente a regulacao
epigenética. A epigenética estuda as mudancas herdadas nas fun¢des dos
genes, observadas na genética, mas que nao alteram as sequéncias de bases

nucleotidicas da molécula de DNA, ou seja, modificacbes do genoma, herdavel
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durante a divisdo celular, que ndo envolvem uma mudanca na sequéncia do
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DNA. Segundo Costa et al. (2013), o epigenoma pode ser transmitido as
células descendentes, mantendo um padréo de epigenotipo especifico dentro
de linhagens celulares durante geracbes, caracterizando a “heranca
epigenética”.

Os padrbes epigenéticos sdo sensiveis a modificagbes ambientais que
podem causar mudancas fenotipicas que seréo transmitidas aos descendentes
(MULLER et al., 2008). As alteracdes epigenéticas correspondem a uma serie
de modificaces moleculares no DNA e na cromatina (RICHARDS, 2006) e
essas modificagbes envolvem uma série de mecanismos como: alteracdes nas
histonas (proteinas estruturais nucleares) e padrdo de metilacdo do DNA, que
envolve modificacbes na estrutura das ligagcbes covalentes do DNA
(D’ALESSIO et al., 2006). Esses mecanismos atuam modificando a
acessibilidade da cromatina para a regulagéo da transcri¢ao.

A metilacdo do DNA é a principal modificacdo quimica que ocorre em
eucariotos como plantas, fungos, vertebrados e invertebrados, podendo
silenciar genes no processo de transcricio do DNA (KILGORE, 2007;
ZILBERMAN, 2007). Esse fenémeno ocorre em é&reas do DNA ricas em
sequéncias dinucleotidicas CpG (Citosina-Guanina), chamadas de ilhas CpG, e
diz respeito a adicdo de um grupamento metil a posicdo C5 do anel da citosina
do DNA, catalisada por enzimas DNA metiltransferases, levando a formacao de
5-metil-citosina (Figura 1) (CAIAFA et al., 2005).

Figura 1 - Estrutura esquematica do DNA metilado (A). Estrutura molecular da citosina apos a
acdo de enzimas DNA metiltransferases (B).
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Fonte: Adaptado de CAIAFA et al., 2005.

No caso de uma exposicdo a altas concentracbes de sal, modificacdes
epigenéticas poderdo desencadear vias regulatérias para a resposta ao
estresse salino, a fim de ativar genes que transcrevem produtos proteicos
relacionados a resisténcia salina.

Atualmente, a importdncia dada a epigenética deve-se ao seu
significado préatico para a medicina, agricultura, conservacdo de espeécies e
também a maneira pela qual ela modifica nossa visdo de hereditariedade e
evolucdo. Essa regulacdo tem grande impacto no fendétipo do organismo,
permitindo a adaptacdo vegetal a diferentes situagOes, constituindo um
importante campo de estudo. Sabendo-se dos efeitos das modificacbes
epigenéticas sobre os vegetais fica evidente a importancia do entendimento
desses processos para 0 melhoramento genético visando tolerancia/adaptacéo
a estresses.

A utilizagéo do milho (Zea mays), graminea originaria da América, como
espécie modelo se justifica, além da importancia para a alimentacdo humana e
popularidade, por ser muito usado como objeto de estudo de pesquisas
perfazendo um montante de literatura. Especificamente para essa pesquisa, 0

milho é classificado como uma planta glicofita, desse modo, é certo que nao
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tolera altas concentracdes salinas. Além disso, o milho por ser uma planta de
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porte meédio, possui crescimento rapido, assim, em pouco tempo tem-se
resultados de crescimento e biomassa para andlises. Dessa forma, neste
trabalho, objetivamos analisar o impacto do estresse salino no desenvolvimento
de espécimes de milho e testar a influéncia dos tratamentos na metilacédo

global do tecido foliar das plantas.

2 METODOLOGIA

2.1 Germinagéo, desenvolvimento e tratamento

As sementes de milho (Zea mays) IPR-164, cedidas pelo Instituto
Agronémico do Parana — Londrina (IAPAR), foram desinfetadas em solucéo de
NaClO a 2% durante 4 minutos e depois lavadas com agua deionizada.
Posteriormente, foram depositadas em folhas de papel germitest CEL-060
previamente umedecidas com agua deionizada, cobertas com uma folha de
papel adicional e montados rolos que foram acondicionados em tubos de PVC
escuros. A germinacdo ocorreu em camara escura (Tecnal TE 400, Brasil) a
25°C. Com trés dias de desenvolvimento, as plantulas em potencial foram
transferidas para vasos de plastico escuro com 400 gramas de substrato
vermiculita e extrato de Pinus.

Foram montados doze vasos, com dois individuos cada, e
acondicionados em camara para crescimento, a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de
12 horas (claro/escuro) e intensidade luminosa de 400 pumols de fétons m= s-.
Os vasos foram irrigados a cada dois dias. Oito vasos (16 plantas) foram
cultivados para controle, sendo irrigados com 60 mL de 4gua deionizada (grupo
Controle). Desses, quatro vasos (oito plantas) receberam, ap6s dezessete dias
de desenvolvimento com irrigagdo normal, uma aplicacdo concentrada de sal,
de 500 uM de NacCl (grupo CT-500). Para o grupo do tratamento, quatro vasos
(oito plantas) foram tratados com 100uM de NaCl periodicamente desde o

inicio do desenvolvimento e receberam, ao final, uma aplicacdo de 500 uM de
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NaCl ap6s dezessete dias de desenvolvimento (grupo T-100/500). As plantas
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do grupo T-100/500 receberam dose subletais e uma dose final mais intensa, a
fim de verificar se uma planta exposta anteriormente a um agente estressante
modificaria seu DNA epigeneticamente para superar a préxima exposicao. Ja
as do grupo CT-500 receberam apenas uma aplicacdo da solucdo mais
concentrada apos serem tratados normalmente como controles durante todo o
experimento, a fim de verificar se uma exposi¢cdo abrupta levaria a alguma
alteracdo na metilacdo global. A germinacéo e crescimento das plantas nesse
esquema experimental foi realizada duas vezes: uma para a obtencdo dos
parametros biométricos e outra para obtencdo do DNA genémico dos grupos
de plantas. Essa replicacdo ocorreu devido a demanda de parte do material
biolégico das folhas para obtencdo do DNA, o que afetaria sua disponibilidade
total para a biometria. Para garantir que o material suficiente para as duas

etapas, o experimento foi replicado.

2.2 Parametros biométricos

No 27° dia de incubagéo, as plantas de milho foram retiradas do sistema
experimental para a realizacdo dos parametros biométricos: comprimento das
folhas e colmos (com fita métrica simples), biomassa fresca e biomassa seca
(com balanca de precisdo). Para a realizacdo das medidas das folhas, foi
escolhida a ultima folha expandida com ligula definida (STICKLER, et al.,
1961). O material foi colocado em estufa a 60°C para secagem, por
aproximadamente 4 dias, procedendo-se a partir de entdo a determinacdo da

massa Seca.

2.3 Obtencéao do DNA gendmico
O DNA genbdmico foi extraido a partir da folha dos individuos dos grupos
Controle, CT-500 e T-100/500, seguindo a metodologia de Dellaporta et al.
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(1983) e Muhlen (1999). Foi quantificado e avaliado quanto a sua pureza pelo
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espectrofotometro Nanodrop® (razdo A260/280 e A260/230nm). Os mesmos
intervalos temporais dos parametros biométricos foram obedecidos. Foi
macerado cerca 500 mg de material vegetal fresco em nitrogénio liquido,
utilizando-se almofariz de porcelana previamente congelado. O DNA gendémico
total obtido foi ressuspendido em 200 uL de tamp&o Tris-EDTA com RNAse na
concentracdo final de 40 pg/mL. A concentracdo do DNA (em ng/uL) foi
estimada por espectrofotometria a 260nm utilizando o espectrofotémetro

Nanodrop ®.

2.6 Testes para medidas da metilagdo global do DNA

A quantificacdo relativa dos niveis globais de metilacdo do DNA foi
obtida com um teste de ensaio colorimétrico utilizando um kit comercialmente
disponivel, o MDQ1 (ImprintMethylated DNA Kit de quantificacdo, Sigma
Aldrich). Foram testadas quatro amostras de DNA das plantas do controle,
quatro amostras de DNA das plantas tratadas com aplicacdo Unica de 500uM
de NaCl (CT-500) e quatro amostras de DNA das plantas tratadas com 100uM
de NaCl (T-100/500). O DNA metilado foi detectado utilizando anticorpos e
reagentes com alta especificidade a 5 metil-citosina (5mC) e depois
quantificados colorimetricamente. A absorbancia foi lida a 450 nm com o
espectrofotometro Nanodrop ®. A porcentagem de metilacdo do DNA foi
calculada em relacdo ao padréo interno de controle do DNA metilado fornecido
no kit e de acordo com o protocolo do fabricante. O calculo foi baseado na
porcentagem de metilacdo das amostras testadas (CT-500 E T-100/500) em

relacdo ao DNA controle de metilacédo fornecido pelo kit.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os parametros biométricos, vé-se que as plantas do grupo

de controle, que ndo foram submetidas ao tratamento, apresentaram um
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desenvolvimento dentro do esperado, com médias de altura e biomassa fresca
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e seca mais altas que as demais plantas dos outros grupos, como demonstrado
na Tabela 1. As plantas do grupo CT-500 apresentaram baixas no
desenvolvimento, com médias de altura e biomassa fresca e seca menores que
o controle, com uma diferenca de respectivamente 13,50 cm, 3,29 g e 0,23 g.
Por conseguinte, as do T-100/500 apresentaram pior desenvolvimento, com
médias de altura e biomassa fresca e seca menores, quantificando uma
diferenca de 32,30 cm, 10,36 g e 0,72 g respectivamente do grupo de controle,
como mostra a Tabela 1. Ou seja, em relacdo as plantas controle, as plantas
do grupo CT-500 reduziram o crescimento em 18,3%, a biomassa fresca em
23,6% e a biomassa seca em 30,8%. Ja as do T-100/500 reduziram o
crescimento em 44,4%, a biomassa fresca em 74,3% e a biomassa seca em
69,2%.

Tabela 1 - Comparacdo dos pardmetros biométricos (médias e desvios-padrdo) entre os
grupos experimentais de controle ndo tratado com NacCl, tratados uma vez com 500uM de NacCl
e tratados com 100uM de NacCl.

Grupos de Medida média Biomassa fresca média | Biomassa seca média
plantas (cm) (9) 9)
Controle 72,55 + 3,1468 13,9523+2,1851 1,1295+0,179
CT-500 59,05 + 4,0530 10,6563+0,8279 0,8981+0,096
T-100/500 40,25 + 5,5245 3,5846+0,7687 0,40695+0,0619

Fonte: as autoras.

Pode-se observar graficamente a reducdo dos parametros biométricos

em efeito ao tratamento na Figura 2.
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Figura 2 - Gréficos de variacdo dos parametros biométricos - crescimento (A), biomassa fresca
(B) e biomassa seca (C) - entre os grupos experimentais de controle, CT-500 e T-100/500.
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Fonte: as autoras.
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Ao longo do crescimento ja foi possivel observar diferencas de
desenvolvimento entre os grupos. E possivel observar os estagios do

desenvolvimento na Figura 3.

Figura 3 - Plantas no dia da segunda irrigacdo apos sete dias de desenvolvimento (A). Plantas
no dia da terceira irrigacdo ap6s nove dias de desenvolvimento (B). Plantas no dia da quarta
irrigacdo apo6s quatorze dias de desenvolvimento (C). Plantas no dia da medida dos
parametros biométricos apds vinte e sete dias de desenvolvimento. Observa-se as plantas do
controle e CT-500 com mais folhas, folhas maiores e mais espessas e as do T-100/500, menos
desenvolvidas, com menos folhas, menores e mais afiladas (D).

A Controle T-100/500 j B Controle T-100/500

A Al

E Controle e CT-500 5 T-100/500
v -y . ~

o VI AT N ?\\- "
| \ \ Ve y
% ¥ . ‘
Wan b 2 .

Fonte: as autoras.

Resultado similar ao obtido foi observado por Oliveira et al. (2009), com
exposicado de milho-pipoca a salinizacdo por irrigacdo, que demonstraram
significativos efeitos negativos da salinidade. Reducg&o do parametro de altura
das plantas em resposta a salinidade também foi encontrada para a cultura do
milho comum em feijoeiro (TRAJANO, 1981), no algodoeiro (JACOME et al.,

2003), e em outras culturas.
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Em plantas de arroz, Campos et al. (1989) observaram reducbes
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bastante significativas na matéria seca total em efeito ao cloreto de sédio, e
que o crescimento das plantas foi afetado pelo fechamento precoce dos
estdmatos.

Izzo et al. (1993) demonstraram que a reducdo do crescimento de
plantas de milho em condicdes de estresse salino estd associada a uma
reducdo do potencial osmético da planta o que indica um ajustamento osmético
decorrente da sintese de solutos compativeis.

A reducdo nas caracteristicas avaliadas nesta pesquisa, baseando-se na
pesquisa de Oliveira et al. (2009), se deve possivelmente a diminuicdo do
potencial osmotico que dificulta a absorcao de 4gua pelas plantas.

Nesta pesquisa, foram testados apenas os efeitos da salinidade na
porcdo aérea das plantas de milho, mas, segundo Morales et al. (2001), nem
todas as partes da planta sdo igualmente afetadas pela salinidade. Por
exemplo, na pesquisa supracitada de Oliveira et al. (2009), o sistema radicular
foi mais sensivel a salinidade do que a parte aérea da planta. Neto et al. (1999)
observou em seu estudo que o estresse salino provoca o aumento na alocacéo
da biomassa das raizes objetivando aumentar a capacidade de absorcdo de
nutrientes. Esse comportamento € observado por Reboucas et al. (1989) em
cultivares de algodado. Em contraposicéo, O'leary (1975) relata uma reducdo no
peso da matéria fresca das raizes em funcdo do aumento da salinidade em
plantas de feijao e Johnson (1991) ndo observa diferencgas significativas entre o
peso da matéria seca da raiz de gendtipos de trigo em estresse salino.

3.2 Extragcéo do DNA gendmico

O DNA gendmico extraido das plantas apresentou alta quantificacéo
(611,4 ng/uL a 1234,9 ng/uL) para todos os grupos de individuos, bem como
um alto grau de pureza - dentro do padréo proximo de 1,9 (razdo A260/230) e

dentro do parametro de salinidade (razdo A 280/260).
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Analisando os resultados obtidos com esse experimento, ndo se
observou diferenca significativa da porcentagem de metilacdo global entre o
grupo controle e T-100/500 (controle: 15,10%; T-100/500: 15,63%), somente o
CT-500 apresentou menor porcentagem de metilacdo (10,94%) (Figura 4). Os
controles positivo e negativo da reacdo apresentaram resultados de acordo

com o esperado pelas instrucdes do fabricante, validando o experimento.

Figura 4 - Variacdo de porcentagem de metilagcdo global entre os grupos experimentais de
controle, CT-500 e T-100/500.

20

Metilagéo global (%)
]

Controle CT-500 T-100/500

Grupos experimentais de plantas

Fonte: as autoras.

Segundo Eichten et al. (2015), hipoteticamente, um estresse especifico,
como a exposicdo a salinidade, resultaria consistentemente em alteracfes
especificas no padrdo de metilacdo. Ha evidéncias de que isso ocorre na
cultura de tecidos tanto no arroz (STROUD et al., 2013) e inclusive no milho
(STELPFLUG et al., 2014).
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Embora fosse esperado que as plantas do grupo T-100/500 tivessem
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alguma variacao significativa no padrédo de metilacdo do DNA em relacdo as
plantas controle, essa variacéo foi observada apenas nas do CT-500. Algumas
hipéteses podem ser levantadas para a observacao desse resultado, discutidas
a sequir.

As plantas do CT-500 tiveram uma mudanca abrupta no seu meio, o que
pode ter causado uma reacdo ao estresse podendo se relacionar com a sua
diminuicdo da metilacéo global. Ao invés das do T-100/500 que, mesmo com a
aplicacado periodica da solucdo salina, ndo apresentaram alguma variacdo
epigenética relevante.

Um resultado inconsistente como esse é observado na pesquisa de
Eichten et al. (2015), também com plantas de milho, em que nédo foram
encontradas evidéncias de alteragOes consistentes na metilacdo do DNA dos
tratamentos de estresse induzido de frio, calor e UV em relagdo ao controle.

Os resultados da pesquisa de Eichten et al. (2015) e desta pesquisa
sugerem a hipotese de metilacbes e desmetilacbes em genes diversos
(variacdo estocastica). Em outras palavras, as tensées ambientais podem
resultar no aumento desse fendmeno nos padres de metilagdo do DNA
(EICHTEN et al., 2015).

Ainda séo limitados os testes para confirmar essa hipotese, mas na
pesquisa de Eichten et al. (2015) concluiu-se que houve uma baixa taxa de
variacao estocastica nas plantas de controle e estressadas. No estudo de Jiang
et al. (2014) também s&o encontradas alteracdes pequenas na taxa de
epimutacdo e mutacdo em plantas de Arabidopsis thaliana sujeitas a estresse
abidtico.

Além disso, o teste de metilacédo foi feito para somente 4 amostras de
DNA de cada grupo experimental (um total de 12 amostras de DNA), o que
aumentou a aleatoriedade dos resultados e diminuiu a robustez estatistica do
experimento especifico.

Ademais, o DNA genbmico foi obtido a partir das folhas das plantas de

milho foi usado para os testes de metilacdo, quando alteragbes na metilagcado do
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milho ja demonstraram poder ser tecido-especificas. Segundo Zhang et al.
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(2011) existem alteragBes epigenéticas que acontecem em alguns tecidos
especificos das plantas, como na raiz ou caule, por exemplo. Na pesquisa de
Oliveira et al. (2009), citado anteriormente, o sistema radicular foi mais sensivel
a salinidade do que a parte aérea da planta.

Dessa forma, para entender de forma mais ampla a atuacdo da
epigenética nesse cenario, seria necessario aplicas testes adicionais, tais
como: ampliar o maior numero de individuos testados, extrair DNA de outras
partes das plantas para verificar a hipotese sugerida de alteracdes tecido-
especificas, e testar novamente a exposicdo abrupta, com diferentes
concentracdes de sais, uma vez que houve indicios que esse tipo de exposicdo

apresentou maior variacao nos padrdes de metilacéo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dessa pesquisa apontam para uma clara influéncia
negativa do estresse salino no desenvolvimento do milho, como observado
pela andlise biométrica. As plantas do grupo T-100/500 apresentaram pior
desenvolvimento, as do CT-500 apresentaram reducédo no desenvolvimento e
as cultivadas para controle apresentaram um desenvolvimento dentro do
esperado. As andlises moleculares apontaram indicios de alteracdes
epigenéticas apods estresse salino nesse modelo experimental, mas o padrao
descrito necessita de testes adicionais para ser melhor compreendido, como
aumento no numero de individuos nos experimentos e testes tecido-

especificos, considerando especialmente a raiz das plantas.
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