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RESUMO

Plantas do bioma Caatinga além de passar por limitagBes hidricas, competem por recursos
com espécies exdticas introduzidas, onde estas podem causar alteragdes na fitofisionomia
desse ambiente. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento
morfofisioldgico e bioquimico de uma espécie exotica (Megathyrsus maximus) e de uma
espécie nativa (Pavonia varians) da Caatinga, em diferentes condi¢fes disponibilidade
hidrica. As mudas de P. varians e de M. maximus foram coletadas em uma é&rea de
regeneracdo do Parque Nacional do Catimbau — PE. Apds a coleta foram levadas a casa de
vegetacdo pertecente ao departamento de Biologia e transplantadas em bandejas contendo
areia lavada e terra vegetal, permanecendo nessas condi¢fes por 19 dias para restabelecimento
vegetativo. Em seguida as plantas foram transferidas para sacos de polietileno para
aclimatacdo durante 15 dias, e ap0s esse periodo permaneceram durante 35 dias sob diferentes
condicdes de disponibilidade hidrica (10, 30 e 60% da capacidade de pote). Os parametros
biométricos (altura, didmetro do caule, e nimero de folhas) foram avaliados a cada 7 dias.
Enquanto as anélises bioquimicas (proteinas sollveis totais, enzimas antioxidantes, teores de
peroxido de hidrogénio (H202), de malondialdeido (MDA), teores de pigmentos, de sacarose,
de carboidratos solUveis, e o conteudo de prolina) e a analise anatdmica foram realizadas ao
final do experimento. Os dados quantitativos foram submetidos a ANOVA e comparados pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Em ambas as espécies, nos tratamentos com menor
disponibilidade hidrica, houve o incremento e manutencdo na producdo de raizes, reducdo da
area foliar, demonstrando ser importantes estratégias para promoc¢éao de absorcdo de dgua do
solo, buscando manter a turgescéncia celular Mesmo com a dimunigdo da disponibilidade hidrica,
o teor de carotenoide foi mantido em ambas as espécies, protegendo as plantas contra o dano
oxidativo, assim como o contetido de sacarose e carboidratos solUveis totais e 0 aumento do
teor de prolina em M. maximus (51,70% e 83,67%) como a manutengdo desse aminoacido em
P. varians , atuando como moleculas osmorreguladoras, promovendo 0 ajuste osmatico,
protegendo as células da desidratacdo. As analises anatbmicas em P. varians apresentou
mesofilo e células epidérmicas reduzidas e em M. maximus apresentou células buliformes
irregulares sob as menores condigdes de disponibilidade hidrica. Diante disso, foi possivel
observar similaridades nas estratégias para tolerar a seca em ambas as espécies, e que a
relacdo entre as moléculas osmorreguladoras pode ser uma das principais estratégias de defesa

para superar a escassez hidrica em P. varians e M. maximus.

Palavras-Chave: Caatinga; Pavonia varians; Megathyrsus maximus; Anatomia;

Osmorreguladores; Estresse oxidativo; Estresse abidtico.



ABSTRACT

Plants of the Caatinga biome, in addition to going through water limitations, compete for
resources with introduced exotic species, where these can cause changes in the
phytophysiognomy of this environment. Thus, the present work aimed to evaluate the
morphophysiological and biochemical behavior of an exotic species (Megathyrsus maximus)
and a native species (Pavonia varians) from the Caatinga, under different water availability
conditions. The seedlings of P. varians and M. maximus were collected in a regeneration area
of the Catimbau National Park - PE. After collection, they were taken to a greenhouse
belonging to the Biology department and transplanted into trays containing washed sand and
topsoil, remaining under these conditions for 19 days for vegetative reestablishment. Then the
plants were transferred to polyethylene bags for acclimatization for 15 days, and after this
period they remained for 35 days under different conditions of water availability (10, 30 and
60% of the pot capacity). Biometric parameters (height, stem diameter, and number of leaves)
were evaluated every 7 days. While biochemical analyzes (total soluble proteins, antioxidant
enzymes, levels of hydrogen peroxide (H202), malondialdehyde (MDA), levels of pigments,
sucrose, soluble carbohydrates, and proline content) and anatomical analysis were performed
at the end of the experiment. Quantitative data were submitted to ANOVA and compared by
Tukey's test at 5% probability. In both species, in the treatments with lower water availability,
there was an increase and maintenance in the production of roots, reduction of the leaf area,
proving to be important strategies to promote the absorption of water from the soil, seeking to
maintain cellular turgidity. water availability, the carotenoid content was maintained in both
species, protecting the plants against oxidative damage, as well as the sucrose and total
soluble carbohydrates content and the increase in the proline content in M. maximus (51.70%
and 83, 67%) as the maintenance of this amino acid in P. varians, acting as osmoregulatory
molecules, promoting osmotic adjustment, protecting cells from dehydration. Anatomical
analyzes in P. varians showed reduced mesophyll and epidermal cells and in M. maximus
showed irregular bulliform cells under the lowest conditions of water availability. Therefore,
it was possible to observe similarities in the strategies to tolerate drought in both species, and
that the relationship between the osmoregulatory molecules can be one of the main defense

strategies to overcome water scarcity in P. varians and M. maximus.

Keywords: Caatinga; Pavonia varians; Megathyrsus maximus; Anatomy; Osmoregulators;

Oxidative stress; Abiotic stress.
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INTRODUCAO GERAL

A Caatinga é uma representante da Floresta Tropical Sazonalmente Seca (FTSS) no
Brasil, ocupando uma area de 862.818 km2 (IBGE, 2019; GANEM et al., 2020). Sua
fitofisionomia resulta da combinacdo entre o clima seco e o solo em sua maioria raso,
caracterizada por uma vegetacdo de porte médio a baixo, tipicamente decidua, onde muitas
espécies apresentam algumas caracteristicas xerofiticas, representando a formacdo florestal
tipica das regides semiaridas do Nordeste do Brasil (QUEIROZ et al., 2017; FERNANDES e
QUEIROZ, 2018; BARROS et al. 2020).

A Caatinga é um bioma cuja a degradacdo natural e antrépica vem causando alteraces
na sua fitofisionomia. As a¢des humanas sdo os principais fatores que criam oportunidades
para episodios de invasdo biologica, seja pela introducdo proposital ou acidental de novas
espéecies (MATOS e PIVELLO, 2009). A introducdo de gramineas (Poaceae) exoticas com
grande potencial de invaséo, indicadas, principalmente, como forrageiras para alimentacao de
caprinos e ovinos na Caatinga (CAMPOS et al., 2017) é um exemplo dessa a¢do antrdpica.

Plantas nativas e plantas exoticas invasoras competem por muitos recursos.
Geralmente, as espécies invasoras apresentam alta plasticidade, aumentando as possibilidades
de se adaptar a novas condi¢Oes ambientais, e isso as permite utilizar os recursos mais
disponiveis, como espaco, agua, luz, nutrientes, de uma maneira mais eficiente, permitindo
gue o desenvolvimento dessas supere as espécies nativas (FUNK, 2008; STENCEL et al.,
2016).

A &gua é um dos recursos de maior importancia nos organismos vivos, e um dos mais
limitantes também. As plantas nativas de ambientes aridos e semiaridos se destacam pela sua
tolerancia a seca, por que desenvolvem estratégias para enfrentar essa limitacao, assim como
algumas espécies exoticas, que possuem essa capacidade de sobreviver a ambientes com
disponibilidade hidrica limitada (BIANCHI et al., 2016).

Os mecanismos de sobrevivéncia a seca podem ser divididos em trés formas: escapare,
evitar e tolerar. No escape, as plantas adotam uma estratégia de “fuga” apresentando rapido
desenvolvimento fenoldgico e alto grau de plasticidade, sendo capazes de completar seu ciclo
de vida antes que o déficit hidrico provoque danos fisioldgicos. Quanto a evitar a seca, as
plantas podem prevenir que entrem no estado de desidratacdo, visando manter a taxa hidrica
favoravel nos tecidos por um maior periodo possivel. Quanto a tolerar a seca, permite que a

planta reajuste seu metabolismo para suportar esse periodo de déficit, como: o fechamento
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estomatico, modificagdes morfologicas (dimuicdo da area foliar, nimero de folhas, altura,
dentre outros); aumento da producdo da aquaporina; metabolismo &cido das crassulaceas
(CAM); ajuste osmotico; modificagdes anatdbmicas como presenca e densidade de cuticula e
paredes periclinais externas das células epidérmicas espessadas, presenca de ceras, dentre
outros (BARROS, et al., 2013; BIANCHI et al., 2016). Além disso, a eficiéncia do sistema
antioxidativo enzimético como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX), e ndo enzimatico (&cido ascorbico, glutationa, o-tocoferol e o0s
carotenoides), frente a elevada producdo de espécies reativas de oxigénio decorrente de
estresse, € um importante mecanismo bioquimico para manutencdo da homeostase redox e
sobrevivéncia da planta (BARROS, et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; BIANCHI et al.,
2016; SOUZA et al., 2020).

Dessa maneira, identificar os processos fisiologicos, bioquimicos e anatémicos de
espécies nativas e exoéticas invasoras em ambientes com restricdo hidrica, promovera a
compreensdo dos mecanismos de sobrevivéncia em um ambiente com escassez hidrica,
contribuindo para futuras estratégias de conservacdo de ambientes naturais. Diante do
exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o comportamento morfofisiologico e
bioquimico de uma espécie exdtica e de uma nativa da Caatinga, em diferentes condicdes de
disponibilidade hidrica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bioma Caatinga

A Caatinga apresenta uma cobertura de 862,818 km? (IBGE, 2019; GANEM et al., 2020),
e engloba partes dos territorios pertencentes aos estados do Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte do norte de Minas
Gerais. Sua area corresponde a 54% da Regido Nordeste, e a 11% do territorio brasileiro,
constitui o chamado Poligono das Secas, caracterizado por extensas superficies planas com
altitude que varia entre 300 a 500 m (SILVA et al., 2017a; SILVA e SOUZA, 2018;
TABARELLI et al., 2018).

As temperaturas médias da Caatinga geralmente sdo superiores a 25°C, com déficit de
agua, que sdo resultantes de pluviosidade mal distribuida na regido (DA SILVA et al., 2017;
ARAUJO et al., 2019). A média anual de chuvas é em torno de 750 mm, que se concentram
principalmente entre os meses de novembro e janeiro, chegando até fevereiro ou abril
(GANEM, 2017; BARROS et al., 2020).

A origem do termo Caatinga vem do tupi-guarani, CAA= mata e TINGA= branca, mata
branca, 0 que caracteriza a paisagem no periodo de estiagem quando a vegetacdo perde as
folhas e fica com um aspecto seco (SILVA et al., 2004). Sendo assim, a regido apresenta uma
cobertura vegetal constituida por florestas secas e vegetacdo arbustiva decidua, cujas folhas
sdo perdidas durante a estacdo seca (TABARELLI et al., 2018).

A vegetacdo € composta por uma variedade de fitofisionomias, caracterizando uma
vegetacdo mista, essencialmente de arvores e arbustos espinhentos, plantas suculentas e
plantas herbaceas, que se desenvolvem com bastante vigor depois das chuvas, combinado
com o clima seco e solos pouco desenvolvido (GANEM et al, 2020). Assim, a vegetacdo da
Caatinga possui alta plasticidade fenotipica, onde desenvolvem mecanismos de adaptacao
para tolerar a escassez de agua no ambiente (CHAVES et al., 2008).

Sendo um dos biomas tropicais mais ameacados do planeta, a Caatinga, além de sofrer
ameacas por questdes ambientais, como reduzida precipitacdo e altas temperaturas, sofre
também pela ocorréncia de incéndios e pela ocupacdo humana, que vem substituindo a
vegetacdo nativa por culturas agricolas ou pastagens ha anos (MILES et al., 2006;
FERNANDES et al.,, 2019). Nas ultimas décadas, as praticas pecuarias na regido do
Semiarido favoreceram a introducdo de algumas gramineas exéticas como forrageiras, que se
disseminaram de forma espontanea, comportando-se como invasoras no bioma Caatinga
(SILVA et al., 2018).
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Espécies exoéticas que se tornam invasoras em um determinado ambiente, séo
classificadas como espécies que foram introduzidas em um novo local, onde se estabelecem e
espalham-se, tornando-se uma populagdo autossustentavel, atingindo niveis de abundancia
que podem ou ndo impactar espécies nativas existentes no bioma (THEOHARIDES: DUKES,
2007). Esses impactos podem causar mudancas nas cadeias alimentares, ciclagem de
nutrientes, produtividade das plantas, reducdo da biodiversidade, alteragdo dos processos
ecossistémicos, dentre outros (GILBERT; LEVINE, 2013; KATSANEVAKIS et al., 2014,
ZENNI et al., 2016; ROGERS et al., 2017).

Ao contrario das plantas exoticas, que em sua maioria sdo introduzidas pelo homem,
as espécies nativas, sdo aquelas que evoluiram na regido de origem ou se dispersaram sem a
ajuda da acdo antrdpica. Regides antropizadas e/ou perturbadas, que possuem baixa
diversidade e riqueza de espécies, e que sofre com introducdes de espécies exdticas sem que
haja mensuracdo do impacto que essas plantas podem causar, tendem a ser cada vez mais
suscetiveis a invasdo. Assim, o impacto das invasdes biolégicas no funcionamento das
comunidades/ecossistemas receptores, tendera, em média, ser maior, quando o nimero das
espécies nativas for menor (REJMANEK et al., 2013; SANTOS; FABRICANTE, 2018),

afetando todo funcionamento ecolégico.
2.2 Uma espécie exotica: Megathyrsus maximus (Jacq.)

Dentro deste contexto, espécies de gramineas africanas, com metabolismo C4, como
Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & S.W.L. Jacobs, sdo utilizadas como pastagem, e
na Caatinga é bastante difundida e utilizada na alimentacdo animal (DE ALMEIDA
CORANDO et al., 2019). A espécie M. maximus (Figura 1), anteriormente denominada como
Panicum maximum Hochst. ex A. Rich (FLORA DO BRASIL, 2020) pertecente a familia
Poaceae, é uma espécie exotica na Caatinga, usada como forrageira em areas temperadas e
tropicais, quando cultivada em areas abertas e ensolaradas. Possui alta capacidade de
proliferacdo, devido a rapida producdo de perfilhos e do ciclo reprodutivo, facilidade da
disseminacdo de suas sementes, bem como tolerdncia & herbivoria, maiores taxas de
fotossintese e eficiéncia no uso de nutrientes do solo, sendo altamente competitiva com a flora
nativa, e capaz de sobreviver em solos acidos e oligotroficos (De FARIA et al., 2015). Trata-
se de uma espécie perene e densamente adornada, apresentando rizomas muito curtos, e

crescem em aglomerados (CABI, 2019).

As folhas sdo de cor verde-clara, verde ou verde-azulada, com limbo linear a
lanceolado estreito, com 12-40 cm de comprimento e 1,2 a 3,5 cm de largura, com base

estreitas ou retas, textura membranosa ou herbacea, glabra ou esparsamente pilosa a
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pubescente, com ligula membranosa com uma margem ciliada chegando a medir de 1-3 mm
de comprimento. O caule é do tipo colmo com 75-200 cm de altura, ereto a partir de uma base
e se enraiza nos nos inferiores, e podem ser delgados a robustos, ramificados ou simples,
glabros a pilosos rispido, chegando a formar estoldes, que quando enraizados formam novas
plantas (CLAYTON et al., 1974; ALVES E XAVIER, 1986; WAGNER et al., 1999; CABI,
2019). Suas hastes florais sdo eretas cilindricas, levemente achatadas na base, riscadas com
cera branca nos nos e entrends, com entrenos glabros e nos pilosos, raramente ramificados até
2,5m chegando geralmente a uma altura entre 1-2 m (CLAYTON et al., 1974; ALVES E
XAVIER, 1986 WAGNER et al., 1999; CABI, 2019), como mostra a figura 1.

Figura 1. A) Megathyrsus maximus em campo; B) Ilustracdo botanica da espécie exética Megathyrsus maximus.

Fonte: Costa, Layla (2019); Standley e Steyermark (1977).

2.3 Uma espécie nativa: Pavonia varians Moric

A exemplo de espécie nativa e vulnerdvel aos impactos de plantas invasoras esta
Pavonia varians Moric (Figura 2). Essa espécie pertence a familia Malvaceae com
metabolismo C3, que faz parte do componente herbaceo e arbustivo da Caatinga. Espécies
dessa familia sdo amplamente utilizadas para fins comerciais e uso pessoal como o uso de
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madeiras e fibras na industria téxtil, e para fins alimenticios, ornamentais e farmacoldgicos
(SILVA et al., 2006; LEAL et al., 2013).

O género Pavonia esta atualmente distribuido nas Américas. No Brasil, as espécies
estdo distribuidas no Nordeste e Sudeste onde algumas possuem utilizagdo medicinal
comprovada (ESTEVES et al., 2006; SELVAN et al., 2007). Onde suas folhas s&o usadas no
combate a infeccdes do aparelho digestivo, inflamacdo da boca e garganta (LEAL et al.,
2013), e é conhecida popularmente por malva, malva-cabeca-de-veado, malva-folha-de-figo,
malva-grossa, malva-peluda, sendo uma espécie bem distribuida pela Regido Nordeste,
ocorrendo no dominio fitogeografico da Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2020).

Trata-se de uma espécie subarbustiva, que ocupa geralmente areas de pastagens e
lavouras. Na forma vegetativa apresenta um caule ereto no inicio do seu desenvolvimento,
que mais tarde se ramifica radialmente em longos ramos crescendo quase paralelos ao solo.
Esses ramos sdo cilindricos e revestidos por indumento velutino, com folhas alternadas
helicoidais com peciolo longo e pubescente, com estipulas lineares também pubescentes. O
limbo é palmatifido, normalmente com cinco lobos, velutino em ambas as faces e com as
margens ondulado-denteadas (MOREIRA; BRAGANCA, 2011). Possui flores isoladas nas
axilas das folhas, grandes e vistosas, de coloracdo amarela com base avermelhada,
constituidas por pedunculo pouco maior que o calice, articulado no apice, epicalice com 10 a
12 bréacteas lineares, menores que o célice, sépalas em nimero de cinco, soldadas até a porcéao
mediana, com corola de cinco pétalas unidas na base, amarelada com manchas avermelhadas
no terco inferior, androceu com numerosos estames unidos em tubo e gineceu pentacarpelar.
Fruto seco do tipo esquizocarpo, acompanhado do calice e do epicalice e com propagacéo por
meio de sementes (MOREIRA; BRAGANCA, 2011) (Figura 2).
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PAVONIA L varvians, ILmierophylla.

Figura 2. A) Pavonia varians em campo; B) llustragdo boténica da espécie nativa Pavonia varians.
Fonte: Costa, Layla (2019); Martius e Eichler (1906).

Diez et al., (2012) em seu estudo, relatam que, em alguns ecossistemas que passarao
por secas extremas, as gramineas terdo maior sucesso em relagcdo a adaptacdo em ambientes
mais aridos. Dessa forma, as mudancas climéticas e a invasdo biol6gica de espécies exaticas,
sdo fatores que podem contribuir para o declinio da biodiversidade nativa em ambientes
naturais (BARBOSA et al., 2010). Portanto, em meio as mudancas climéticas, existe um
interesse crescente em prever como as invasdes bioldgicas afetardo as espécies nativas devido
a mudangas abioticas em todo o mundo (DIEZ et al., 2012; XAVIER et al., 2017), pois séo
responsaveis por alteragdes significativas nos ambientes naturais, sendo considerada como

uma das maiores amegas a biodiversidade global (IUCN, 2000).

2.4 Adaptac0es estrategicas dos vegetais frente ao déficit hidrico

Fatores como seca, altas temperaturas, frio, salinidade, disponibilidade de nutrientes,
podem afetar severamente o desenvolvimento das plantas, fazendo com que ocorra inimeras
alteracdes moleculares, respostas bioquimicas fisioldgicas e até morfoanatémicas (CARMO-
SILVA et al., 2012; CVIKROVA et al., 2013; DANQUAH et al., 2014; GILROY et al., 2014;
AWASTHI et al., 2014). Dentre estes fatores, o deficit hidrico acarreta diversas modificacdes

21



nas plantas, como o decréscimo de turgor das células devido a escassez hidrica no solo, sendo
essencial no metabolismo vegetal (MONTEIRO et al., 2014; ARAUJO JUNIOR et al., 2019).

O ajuste osmotico é de extrema importancia para minimizar a perda de turgescéncia
celular em plantas sob déficit hidrico. Isso ocorre quando a planta acumula solutos
compativeis (prolina, glicina betaina, trealose, sacarose, poliaminas, manitol, pinitol, entre
outros), para manter o equilibrio hidrico e a integridade de proteinas, enzimas e membranas
celulares, onde os altos teores desses compostos reduz o potencial osmético intracelular
acarretando uma maior absorcdo de &gua, atenuando os efeitos do estresse hidrico (ASHRAF
etal., 2011; PINTO-MARIJUAN; MUNNE-BOSCH, 2013). Sendo assim, a prolina é um dos
solutos que possui a funcdo sinalizadora de estresse, reduzindo os danos causados pelos
radicais livres, além de gerar NADP+, e atuar como soluto na regulacdo osmotica em resposta
a restrincdo hidrica (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; MONTEIRO et al., 2014).

O aumento da concentracdo de osmoreguladores em plantas submetidas a estresse
abidtico é caracterizado como uma resposta de defesa primaria para manter a pressao
osmotica na célula, conferindo o ajuste osmético (NXELE et al., 2017; ZU et al., 2017;
OZTURK et al.,, 2020). Essas moléculas osmorreguladoras participam da regulacdo do
mecanismo estomatico, devido a reducdo do potencial hidrico celular através de ions
inorganicos, como o potassio (K*) e cloreto (CI) e de moléculas organicas como o0s
carboidratos, sendo o metabolismo da sacarose um dos mais evidentes que regulam a abertura
e fechamento estomatico, promovendo a tolerancia a seca (SANTELIA; LAWSON, 2016;
PALHARES-NETO et al., 2019; OZTURK et al., 2020). Sob condicGes de estresse hidrico, 0
aumento do teor de carboidratos pode agir como protetores osmaticos durante a desidratacédo
celular, por meio da via de sinalizacdo que modula a expressdo de genes importantes, que
promovem tolerancia ao estresse abiotico para a planta (GANGOLA; RAMADOSS, 2018).

Outro importante mecanismo adotado pelas plantas ocorrentes em ambientes aridos é a
eficiéncia do seu aparato enzimatico, que minimizam os efeitos deletérios do acimulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). A geracdo de ROS ocorre naturalmente durante os
processos metabdlicos vitais para sobrevivéncia da planta, e sdo formas parcialmente
reduzidas do oxigénio atmosférico, resultante da excitacdo do O para a forma de singleto
(*0,). Dessas reacdes pode-se formar trés espécies de radicais livres: radical superoxido (0%);
peréxido de hidrogénio (H202); radical hidroxila (HO"), sendo controladas por moléculas
antioxidantes enzimaticas como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a ascorbato

peroxidase (APX), e as antioxidantes ndo enzimaticas, como o0 acido ascorbico (AsA), a
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glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides, que atuam na desintoxicacao promovendo a
homeostase celular (MITTLER, 2002; KARUPPANAPANDIAN et al., 2012; CARMODY et
al., 2016; EISENHUT et al., 2017).

A capacidade de manter niveis adequados dos pigmentos fotossintéticos frente a
escassez hidrica, € outra estratégia que algumas plantas possuem para tolerar essa condi¢édo
ambiental adversa. Com a falta ou escassez hidrica, os pigmentos fotossintéticos sao afetados,
por causa da reducdo da absorcdo de CO2, ocasionada pelo fechamento estomético e por
danos causados nos fotossistemas (Y1 et al., 2016; SILVA et al., 2017b). A exemplo das
clorofilas, que sdo componentes essenciais no processo fotossintético, e sdo indicadores de
condicBes ambientais adversas, pois seu conteudo pode ser afetado negativamente em
situacdes de estresse hidrico (RESENDE et al., 2019). No entanto, os carotenoides, que sdo
pigmentos acessorios, atuam na protecdo do aparelho fotossintético contra os danos
oxidativos causados pelo estresse, sendo um indicador de gendtipos mais tolerantes quando
encontrados em altas concentragcbes nas plantas, mantendo a capacidade de manter a
funcionalidade do maquinario fotossintético sob déficit hidrico (SILVA et al., 2014;
RANJBAR, 2017).

A diminuicdo do recurso hidrico pode afetar a expansao celular, que pode ser
retardada ou interrompida (DUARTE et al., 2012). Conforme o déficit hidrico se prolonga, as
plantas podem alongar suas raizes e reduzir o crescimento da parte aérea, como resposta as
condicdes de baixo potencial hidrico no solo e consequentemente na planta (AIDAR et al.,
2015; SILVA et al., 2017c; PALHARES-NETO et al., 2019). Outras formas de adaptacéo e
de aclimatacdo, resultantes de eventos associados em todo o corpo vegetal sob estresse
hidrico, é a murcha das folhas em resposta a restricdo hidrica, em que a planta reduz a perda
de agua pela folha, ou adota a estratégia de diminuir a area foliar de forma a se ajustarem a
pouca disponibilidade de agua (SILVEIRA et al., 2016; ARAUJO JUNIOR et al., 2019),
assim como a senescéncia e abscisdo foliar, ocasionada principalmente pela influéncia do
acido abscisico (ABA), é considerado outro mecanismo adotado por algumas espécies para
sobreviver em periodos mais secos (KUROMORI et al., 2018).

As plantas também podem desenvolver caracteres morfoanatémicos frente a pouca
disponibilidade hidrica. Como exemplo, paredes periclinais externas das celulas epidérmicas
espessadas, parénquima palicddico bem desenvolvido, espessamento de células
esclerenquimaticas, estbmatos protegidos por tricomas e/ou protuberancias cuticulares ou
situados em depressdes na epiderme, e um indumento denso marcado pela presenca de muitos

tricomas por exemplo, como também, idioblasto cristalifero e contendo compostos fendlicos
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(MORRETES E FERRI, 1959;FAHN; CUTLER, 1992; FAHMY, 1997; ROTONDI et al.,
2003; BARROS, 2013).

Ainda com a diminuicdo da disponibilidade hidrica, as plantas podem também investir
em 6rgdos de armazenamento como os tubérculos e xilopodios, 0s quais se caracterizam pela
presenca de tecidos armazenadores de agua e conferem a suculéncia a essas plantas, como
também investem na compactacdo da medula, que impede a perda de agua (FAHN; CUTLER,
1992; FAHMY, 1997; ROTONDI et al., 2003; BARROS, 2013). Substancias lipidicas como a
cutina e suberina, como também a presenca de ceras, sdo fundamentais a sobrevivéncia das
plantas em ambientes secos, pois trata-se de polimeros hidrofébicos que conferem protecéao
contra os fatores bioticos e abidticos, e junto com a lignificacdo dos tecidos, se tornam uma
importante adaptacdo de plantas em ambientes secos (DICKSON, 2000; POLLARD et al.,
2008).

Modificacdo no sistema vascular para superar a escassez de agua, é outra estratégia
das plantas. Variagcdes no cambio vascular, por exemplo, permitem que as plantas sobrevivam
nas mudancas de estacGes, sobretudo, da chuvosa para a seca cuja quantidade de agua €
drasticamente reduzida. O cambio vascular tem a capacidade de produzir células com
caracteristicas diferenciadas em parametros como, comprimento, didmetro, densidade,
frequéncia de células, principalmente as xilematicas. Na estacdo seca, o xilema secundario
geralmente possui células mais curtas e com diametro mais reduzido, e a densidade de fibra,
elementos condutores e o tecido parenquimatico sdo aumentados (CARLQUIST, 1988;
FAHN; CUTLER, 1992; CARLQUIST, 2007). Essas estratégias podem variam entre
espécies, genotipos, idade da planta e das condi¢cdes ambientais nas quais estdo inseridas.
Sendo assim, é importante estudos que visam mostrar essas adaptacdes e variacOes, que se
tornam cada vez mais importantes para os estudos ecofisiologicos.

Diante do exposto, compreende-se que um dos maiores desafios que a humanidade
enfrentara no futuro muito préximo serad o desenvolvimento de estratégias de conservacéo que
funcionem em um planeta progressivamente mais quente e seco, assim, observacoes
ecoldgicas e modelos de mudancas climaticas futuras que possam levar em conta a dindmica
temporal dos ecossistemas, serdo necessarios para o desenvolvimento de estratégias de

conservacao adequadas a cada tipo de vegetacao.
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Capitulo 1

Comportamento morfofisiol6gico e bioquimico de uma espécie exdtica e uma espécie nativa
presente na Floresta Tropical Sazonalmente Seca - Caatinga, submetidas a diferente

disponibilidade hidrica.
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Comportamento morfofisioldgico e bioquimico de espécies: exdtica e nativa na Floresta

Tropical Sazonalmente Seca, submetidas a diferentes condigdes de disponibilidade hidrica.

Costa, Layla Fernanda Sousat; Pereira, Larisse Bianca Soares!; Jessé Elias Marinho de

Oliveira?; Sperandio, Marcus Vinicus Loss® 2, Corte-Real, Natalia ®; Ulisses, Claudia® 2.

RESUMO

A Caatinga é um bioma rico em biodiversidade, que ao longo dos anos, vem sofrendo
degradacédo natural e antropica como a introducdo de espécies exoticas, causando alteracGes
na sua fitofisionomia. Este estudo avaliou o comportamento morfofisiolégico e bioquimico de
uma espécie exdtica (Megathyrsus maximus) e uma nativa (Pavonia varians) da Caatinga, em
diferentes condicdes de disponibilidade hidrica. As mudas das espécies foram coletadas no
parque nacional do Catimbau-PE, mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao
departamento de Biologia contendo uma mistura de areia lavada e terra vegetal durante 35
dias sob diferentes condi¢bes de disponibilidade hidrica (10, 30 e 60% da capacidade de
pote). Os parametros biométricos foram afetados pela reducdo da disponibilidade hidrica em
ambas as espécies. M. maximus e P. varians em condicdes de disponibilidade hidrica de 10 e
30% da capacidade de pote, foi observado a manutencao/producéo de raizes e reducdo da area
foliar. Os pardmetros bioquimicos e fisiolégicos também foram afetados, houve o aumento e
manutencdo do teor de prolina, carotenoide e carboidratos sollveis em ambas as espécies. As
enzimas antioxidantes em P. varians foram reduzidas com a diminuic¢do da disponibilidade
hidrica, e em M. maximus ndo alterou o contetdo de SOD e APX. As analises anatdmicas em
P. varians apresentou mesofilo e células epidérmicas reduzidas e em M. maximus apresentou
células buliformes irregulares sob as menores condi¢des de disponibilidade hidrica. Portanto,
como principais mecanismos de sobrevivéncia ao ambiente com pouca disponibilidade
hidrica, essas plantas investiram em moléculas osmorreguladoras como proteinas, prolina e
carboidratos.

Palavras-chave: Pavonia varians; Megathyrsus maximus; Osmorreguladores; Anatomia;

Estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

A Caatinga € uma representante unicamente brasileira da Floresta Tropical
Sazonalmente Seca (FTSS) e comp6e um dos biomas tropicais mais ameagados do planeta
(FERNANDES; QUEIROZ, 2018), que em sua maioria, possui plantas caducifolias, e as
chuvas sdo irregulares, concentradas entre trés a quatro meses por ano (BARROS et al.,
2020). Por ser uma regido que concentra uma expressiva populacéo, a Caatinga vem sofrendo
uma influéncia alta de disturbios antrépicos, que podem levar a algumas consequéncias, como
0 uso insustentavel desse bioma (SANTOS et al., 2014). Nas ultimas décadas, as praticas
pecudrias na Caaatinga favoreceram a introducdo de algumas gramineas exoticas com
comportamento invasor, utilizadas como forragem, que disseminaram de forma espontanea,
impactando o desenvolvimento de espécies nativas ali existentes (THEOHARIDES; DUKES,
2007; SILVA et al., 2018).

A espécie exotica Megathyrsus maximus foi introduzida na Caatinga para a
alimentacdo animal e € uma espécie que compete altamente pelos recursos com especies
nativas, como a espécie Pavonia varians, pois apresentam alta plasticidade para se adaptar a
novas condi¢cBes ambientais, e isso possibilita que utilizem os recursos disponiveis (como
espaco, agua, luz e nutrientes) de uma maneira mais eficiente, possibilitando que estas
superem as espécies nativas na busca por recursos para o seu desenvolvimento (FUNK, 2008;
STENCEL et al., 2016). Assim, as invasdes bioldgicas juntamente com as mudancas
climéticas, tém sido consideradas grandes ameacas a biodiversidade global, sendo também
responsaveis por mudancas significativas nos ambientes naturais (IUCN, 2000; RAZGOUR et
al., 2017).

Além da invasédo por espécies exoticas, fatores ambientais como a escassez hidrica séo
importantes agentes que modificam o ambiente, afetando a sobrevivéncia das espécies
nativas. O déficit hidrico é o principal fator limitante para o crescimento e desenvolvimento
das plantas em ambientes semiaridos. Dessa maneira, eventos de seca prolongada podem
levar a proliferacdo de espécies invasoras devido ao alto desempenho fisiolégico que elas
possuem, quando comparadas a espécies nativas (OLIVEIRA et al., 2014). Assim, para
sobreviver a esse ambiente mais seco, as plantas desenvolvem alguns mecanismos como:
aumento da &rea radicular e reducdo do crescimento da parte area (SILVA et al., 2017;
PALHARES-NETO et al., 2020). Podem também reduzir a aréa foliar, ocorrer & murcha das
folhas, senescéncia e abscisdo foliar (KUROMORI et al., 2018; ARAUJO JUNIOR et al.,

33



93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107
108
109
110

111
112
113
114
115
116
117

118

119

120
121
122
123
124

2019). Além disso, as plantas podem investir na producédo de solutos organicos, como acidos,
acucares e aminodcidos, que desempenham papel importante no ajuste osmético para manter
o potencial hidrico sem que ocorra danos irreversiveis a planta (PINTO-MARIJUAN;
MUNNE-BOSCH, 2013; SAFFELL et al., 2014; BARROS et al., 2020).

Em condicbes estressantes persistentes, geralmente ocorre o0 acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas moléculas levam ao estresse oxidativo e, em niveis
elevados, causam efeitos celulares, como perda de funcbes de organelas, vazamento de
eletrolitos e reducdo da eficiéncia metabdlica, danos moleculares, que incluem danos em
proteinas, aminoacidos e lipidios, e até mesmo levar a morte celular (SHNAIDER et al.,
2018). Para neutralizar esses danos, as plantas aumentam a atividade de componentes
antioxidantes enziméaticos como a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX)
e catalase (CAT), e componentes antioxidantes ndo enzimaticos, como os carotenoides (Qi et
al., 2018; SOUZA et al., 2020).

As plantas também podem desenvolver alteracdes morfoanatémicas, como estdmatos
protegidos por tricomas e presenca de ceras, com a finalidade de diminuir a perda agua pelas
folhas. Além de tecido armazenador de agua (parénquima aquifero), parénquima palicadico
bem desenvolvido, dentre outros (CUTLER, 1992; FAHMY, 1997; ROTONDI et al., 2003;
FAHN; BARROS, 2013).

Esses mecanismos de tolerancia podem conferir as plantas invasoras a capacidade de
se estabelecer em diferentes ambientes (OLIVEIRA et al., 2017). Como ainda néo esta claro
como as espécies invasoras se comportam sob restricdo hidrica no semiarido, em relacdo as
espécies nativas (OLIVEIRA et al., 2014), o presente estudo buscou investigar o
comportamento morfofisioldgico e bioquimico de M. maximus e P. varians, espécies exoticas
e nativa da Caatinga, respectivamente, submetidas a diferentes condic¢des de disponibilidade

hidrica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta, material vegetal e delineamento experimental

Mudas de P. varians, espécie nativa da Caatinga e da espécie exdtica M. maximus,
foram coletadas em area de regeneracdo do Vale do Catimbau- PE (08°34°10.259435 'S,
37°14°20.853678 "W). A coleta foi realizada na estacdo seca, com auxilio de uma pa de
jardinagem, onde foram retiradas mudas de P. varians (espécie nativa com maior

ambundancia de individuos na area em estudo) medindo cerca de 15 cm, e os perfilhos de M.
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maximus. Apds esse processo as mudas foram levadas para casa de vegetacdo anexa ao
Laboratério de Fisiologia e Cultivo in vitro de Plantas (LFC-Planta), pertencente ao
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situada
na latitude de 58°61” S e longitude 39°89” W.

As mudas de M. maximus foram plantadas em bandejas plasticas (42x30cm), e as
mudas de P. varians em vasos de polietileno flexiveis com capacidade de 6 litros, contendo
uma mistura de areia lavada e terra vegetal (3:1), com irrigacdo em dias alternados.

Permanecendo nessas condicdes durante 19 dias, para o restabelecimento vegetativo das

plantas (Figura 1).
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Figura 1. Mudas de Megathyrsus maximus nas bandejas (A); Mudas de Pavonia varians ap6s coleta no campo
(B); Mudas de Megathyrsus maximus (C) e mudas de Pavonia varians (D) aos 19 dias, ap6s a coleta de campo;
Mudas de Megathyrsus maximus e mudas de Pavonia varians (E e D) durante o experimento de restri¢do hidrica.
Fonte: Costa, Layla. (2019).

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos ao acaso, em esquema fatorial de
2x3, correspondendo as duas espécies (M. maximus e P. varians) e os trés tratamentos
hidricos (controle: 60% da capacidade de pote; moderado: 30% da capacidade de pote;
severo: 10% da capacidade de pote), com 8 repeticGes por tratamento.

Para iniciar o experimento, as plantas foram transplantadas para sacos de polietileno
com capacidade para 4,5 L, contendo uma mistura de areia lavada e matéria organica (terra
vegetal), sendo utilizado para cada quilo de areia lavada 0,90 g de materia organica, conforme
a média da analise do solo da &rea de coleta do material vegetal no campo, onde foi mantido
durante um periodo de 15 dias para adaptacdo, e logo apos permaneceram nas condicdes
experimentais de restricdo hidrica durante 35 dias.

A capacidade de pote (CP) foi adotada como o contetido de agua retida pelo solo apds
sofrer saturacdo e consequente acdo da gravidade, ou seja, até o cessamento da drenagem
(Souza et al., 2000). Ap6s a obtencdo do peso targido e seco dos potes, foram calculadas a
partir de uma regra de trés, as quantidades de agua fixa para cada tratamento. A rega foi
realizada em dias alternados, onde eram coletadas as médias da umidade do solo de seis
plantas por tratamento, através do aparelho de umidade do solo Campbell HydroSense Il
(Sistema de medicdo de umidade do solo). Apds a mensuragdo, o volume de agua de cada
tratamento foi calculado através da seguinte formula: MUT x VHFT / UFT = X — UFT = Z X
1000, onde, MUT= média da umidade do tratamento; VHFT= volume hidrico fixo do

tratamento; UFT= umidade fixa do tratamento; X= variavel resposta; Z= variavel resposta.

2.2 AvaliagOes Biométricas

Para as analises biométricas, foram realizadas avaliacbes semanais durante o
experimento, como comprimento e diametro do caule, nimero de folhas, com o auxilio de fita

métrica, régua e paquimetro.

Para a determinacdo da area foliar especifica (AFE) foi utilizado o método dos discos
segundo Lucena et al., (2011) com modificagOes. Para isso, foram retirados 5 discos das
folhas de 4 plantas por espécie, dentro de cada tratamento, com um perfurador com &rea
conhecida de 0,6 cm2 ApoOs a retirada dos discos, estes foram imediatamente pesados em
balanca analitica e AFE foi estimada pela formula (AFE= PF x AD/PD). Onde: PF é a massa
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fresca da folha; AD é a area conhecida do disco retirado da folha (0,6 cm?) e PD é a massa

fresca dos discos.

A biomassa seca foi avaliada ao final do periodo experimental (35 dias), onde as
plantas foram separadas em folha, caule e raiz, e foram pesadas, acondicionadas em sacos de
papel previamente identificados e posteriormente secas em estufa a 65°C por 48 horas para
atingir o peso constante. A raz&o raiz/parte aérea foi calculada dividindo-se a massa seca da
parte aérea pela massa seca do sistema radicular.

2.3 Analises Bioquimicas
2.3.1 Teores de pigmentos e carboidratos solveis totais

Para as analises bioguimicas, foram utilizadas folhas de 4 repeticdes de cada espécie
por tratamento e foram colocadas em nitrogénio liquido e condicionadas em freezer a -20°C
até o processamento das andlises. O teor de clorofila total (a e b) e carotenoides foram
determinados segundo Bezerra Neto e Barreto (2011) com modificagcdes. As amostras de
folhas foram maceradas em presenca de acetona (80%), em seguida as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 645 nm e 663 nm para as
clorofilas b e a, respectivamente. A leitura para quantificacdo dos teores de carotenoides foi
realizada a 470 nm. Os teores de clorofila a, b e carotenoides na amostra vegetal foram
calculados e os resultados foram expressos em g.kg™ de massa seca. A determinagdo analitica
de carboidratos soltveis foi realizada pelo método da antrona, conforme descrito Yemm e
Willis (1954) com modificages, utilizando o extrato das folhas em etanol a 80% e expressos
em g.kg " de massa seca.

2.3.2 Teores de peroxido de hidrogénio (H202) e de malondialdeido (MDA)

Para a mensuracdo dos teores de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio
(H202) utilizou-se 0,1 g de folha, as quais foram maceradas e homogeneizadas em &cido
tricloroacético (TCA) 0,1%, e em seguida centrifugadas a 10.000 G, durante 5 minutos a 4°C.

O teor de H20- foi determinado de acordo com o método de Loreto e Velikova (2001).
Uma aliquota do extrato (200 pL) foi adicionada a 200 uL de tampdo fosfato de potéssio (100
mM, pH 7,5) e 800 puL de iodeto de potassio (1 M). O teor de H2O> foi medido a 390 nm em
espectrofotdmetro e expresso em pmol g™ em massa seca.

A analise de MDA foi realizada segundo Heath e Packer (1968). Foram utilizados 250
pL do extrato os quais foram colocados em tubos criogénicos contendo 1 mL de solucdo de

acido tiobarbiturico (0,5%) e acido tricloroacético (20%). Os tubos foram mantidos em banho
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maria por 30 minutos a 95°C e em seguida foram resfriados em banho de gelo e novamente
centrifugados por 10 minutos a 10.000 G. As leituras foram realizadas a 535 e 600 nm e os

resultados foram expressos em nmol g* em massa seca.

2.3.3 Proteinas solUveis totais e enzimas antioxidantes

Amostras foliares congeladas e maceradas em nitrogénio liquido, foram
homogeneizadas com tampdo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5), 1 mM de EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético), 3 mM de DL-ditiotreitol e 20% de PVPP sob temperatura de - 4°C
na relacdo de 1 g/3 mL (w:v) (AZEVEDO et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000g durante 30 minutos e o sobrenadante separado em aliquotas e armazenado a -20°C até
a determinacdo das atividades enzimaticas. A concentracdo das proteinas totais foi
determinada segundo o método de Bradford (1976).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi executada conforme descrito por
Nakano e Asada (1981). O meio de reacdo composto por 650 uL de tampdo fosfato de
potassio 80 mM, pH 7,5, 100 puL de ascorbato 5 mM, 100 uL. de EDTA 1 M, 100 puL de H202
1 mM e 50 uL do extrato proteico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento
da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a 30°C, durante 60 segundos, em
espectrofotdmetro. A atividade foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar para o
ascorbato (2,8 mM-cm+) ¢ a atividade especifica foi dada em pmol min+ mg- proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada segundo Havir e Mchale (1987) com
modificacdes, conforme Azevedo et al., (1998). Em solucdo contendo 1 mL de tampao fosfato
de potéssio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de perdxido de hidrogénio (H202) a 1 mM. Inicialmente
foi adicionado 25 pL do extrato proteico, onde a atividade enzimética foi determinada
seguindo a decomposi¢do do H202 por 60 segundos, através das alteracfes a 240 nm, sob
temperatura de 25°C, em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em pmol/mg de
proteinas/min, considerando que uma unidade de catalase decompde 1 pmol de H202 por mg
de proteina em 1 minuto a pH 7,5.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada conforme proposto por
Gianolitis e Reis (1977), com modifica¢fes. Por esse método, € determinada a inibi¢do da
reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacéo
do cromoforo formazana. A solucdo de reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampé&o
fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50
pl de extrato enzimatico. A solucdo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz
branca (lampada fluorescente de 15 W) por 5 minutos. Apds esse periodo de exposicao, a

solucdo foi analisada por espectrofotdometro a 560 nm. Uma unidade foi definida como a
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quantidade de enzima que inibe em 50% a formacdo de formazana por grama de proteina,
com resultados expressos em U/mg de proteina. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
a 595 nm.

2.4 Conteudo de prolina

A concentragdo de prolina livre foi determinada pelo método da ninidrina e &cido
acético glacial (BATES et al.,, 1973, com modificagdes). O material foliar (0,4g) foi
macerado, em 5 mL de &cido sulfosalicilico a 3% e centrifugado por 10 minutos e a leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onde de 520 nm. As concentracdes de

prolina foram expressas em mmol/g massa seca.

2.4 Anélises Anatomicas

A regido mediana do limbo foliar foi avaliada através da confeccdo de laminas a partir
de material vegetal fixado em solucdo de FAA 70 (formalina, &cido acético e alcool etilico
70%) (SASS, 1951), as quais foram desidratadas em uma série etilica (JOHANSEN, 1940),
infiltradas e incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo rotativo (LUPETEC, Modelo
MRP09) em sec¢Oes transversais de 12 pum e em seguida coradas com safranina e azul de

Alcian, bem como a méo livre por meio de ldminas de aco.

O preparo das laminas com cortes manuais foi realizado de acordo com Kraus e
Arduin (1997), cujas seccbes foram clarificadas em hipoclorito de sédio a 20%, lavadas em
agua destilada, neutralizadas com é&cido acético a 1% e coradas com safranina e azul de
Alcian. As laminas foram preparadas com &gua glicerinada a 50% e lutadas com esmalte
incolor.

Foram obtidas imagens digitalizadas das sec¢des, por meio de uma camera fotografica
acoplada a um microscopio BEL PHOTONICS e as imagens foram mensuradas por meio do
software “BEL View”.

2.5 Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significAncia. Todas as analises estatisticas foram realizadas com
auxilio do Software SISVAR verséo 5.3 (FERREIRA, 2014). Para analise de componentes
principais (PCA) foi utilizado Software R e para analises de mensuracdo de parénquima
palicadico, parénquima lacunoso, epiderme e mesofilo, foi usado o programa ImageJ versao
1.8.0.

39



270

271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286

3. RESULTADOS
3.1 AvaliacBes Biométricas

Nos tratamentos correspondendo ao estresse severo e moderado, ou seja, 10% e 30%
da capacidade de pote, respectivamente, apresentaram plantas com altura e area foliar menor,
qguando comparadas ao tratamento controle (60% da capacidade de pote): em P. varians
houve uma diminuicdo na altura em 11% no tratamento severo e 12,5% no moderado e 7,
38% em M. maximus, em ambos o0s tratamentos (severo e moderado). A area foliar em P.
varians diminuiu em 67,4% no tratamento com estresse severo e 30% no tratamento
moderado e 52,64% (severo) e 18,8% (moderado) em M. maximus (Figuras 2A e 2B). A
massa seca da parte aérea em ambas as espécies também foi reduzida nos tratamentos com
menor disponibilidade hidrica (Figura 2C), ndo apresentando diferencas significativas para
massa seca radicular (Figura 2D).

A razdo raiz parte aérea de ambas as espécies ndo diferiu estatisticamente do controle
nos tratamentos com maior restricdo hidrica. No entanto, a M. maximus apresentou maior
razdo raiz parte aérea no tratamento com estresse moderado em compara¢do ao controle

Figuras 2E e 3.
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Figura 2. Avaliacdo biométrica em Pavonia varians (nativa) e Megathyrsus maximus (exética) submetidas a
diferentes regimes hidricos: severo; moderado e controle: (A) altura; (B) area foliar especifica (AFE); (C) massa
seca parte aérea; (D) massa seca radicular e (E) razdo raiz parte aérea (R/PA). As médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Crescimento e desenvolvimento das plantas Pavonia varians e Megathyrsus maximus aos 35 dias do
experimento. Fonte: Costa, Layla (2019).

3.2 AvaliacGes Bioguimicas

Plantas de P. varians apresentaram maiores quantidades de pigmentos (clorofila total e
carotenoides) no tratamento severo, sem diferir estatisticamente do tratamento controle
(Figuras 4A e 4B). Os carboidratos soluveis totais, e dentre eles a sacarose, ndo apresentaram
alteracOes significativas nos tratamentos avaliados em P. varians (Figuras 4C e 4D). No
entanto em M. maximus a quantidade de sacarose foi menor no tratamento moderado,
comparando com os demais tratamentos nessa espécie (Figura 4D). O contedo de proteinas
em ambas espécies foi maior no tratamento severo (10% da capacidade hidrica do pote)
(Figura 4E), e o contetdo de prolina em P. varians ndo foi alterado em resposta aos
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311 tratamentos de disponibilidade hidrica, enquanto que em M. maximus o0s tratamentos
312 moderado e severo teve um incremento desse aminoécido (51,70% e 83,67%,
313  respectivamente) em relacdo ao controle (Figura 4F). Correlagdes positivas foram observadas

314  entre os contéudos de prolina e proteinas em M. maximus como mostra a PCA (Figura 6B).
315
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Figura 4. Avaliacdo bioquimica das espécies de Pavonia varians (nativa) e Megathyrsus maximus (exdtica)
submetidas a diferentes regimes hidricos: severo (10%); moderado (30%) e controle (60%): (A) Clorofila total;
(B) Carotenoide; (C) Carboidratos soltveis totais (CST); (D) Sacarose; (E) Proteinas (PST); (F) Prolina. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na espécie nativa P. varians a atividade enzimatica de SOD, CAT e APX foram

reduzidas com a diminui¢do da disponibilidade hidrica, quando comparado ao grupo controle

44



(Figuras 5A, 5B e 5C). Em plantas de M. maximus ndo houve alteracdo no contéudo das

enzimas SOD e APX, contudo, a atividade da CAT foi reduzida em 75,21 %, no tratamento

A restricdo hidrica imposta, ndo alterou o conteddo de H202 e de MDA nas espécies em
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Figura 5. Avaliacdo bioquimica das espécies de Pavonia varians e Megathyrsus maximus submetidas a
diferentes regimes hidricos (10% - severo; 30% - moderado e 60% - controle): (A) Proteinas sollveis totais
(PST); (B) Superoxido dismutase (SOD); (C) Catalase (CAT); (D) Ascorbato peroxidase (APX); (E) Peroxido de
hidrogénio (H202) e (F) Malondealdeido (MDA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A andlise de componentes principais em P. varians (Figura 6A) mostrou que os dois
componentes (Dim 1 e Dim 2) explicam aproximadamente 66% da variacdo dos dados. De
acordo com os dados observados a distancia, os tratamentos apontam contrastes de respostas
entre eles, bem como a relagdo entre as varidveis respostas. Graficamente no eixo Dim 1 €
possivel observar em P. varians que hd uma relacdo maior entre as respostas morfolégicas e o
tratamento controle (Figura 6A). No eixo Dim 2, é possivel observar uma relacdo maior com
as respostas bioquimicas relacionadas com a producdo de acUcares e carotenoides no
tratamento severo (Figura 6A).

Em M. maximus (Figura 6B) os dois componentes (DIM 1 e 2) explicam 61,1% da
variacdo total dos dados, onde é possivel observar a maior representatividade de respostas no
eixo Dim 1, onde ha uma relacdo positiva entre os tratamentos com menor disponibilidade
hidrica (severo e moderado) e as varidveis respostas bioquimicas, como a producdo de
carboidratos e perdxido de hidrogénio, além da relacdo raiz/parte aérea no tratamento severo,

como as proteinas e prolina no tratamento moderado.
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Figura 6. Projecdo dos componentes principais de plantas de Pavonia varians (A) e Megathyrsus maximus (B)
sob trés regimes hidricos: Controle (60%), Moderado (30%) e Severo (10%). (APX) Ascorbato peroxidase;
(CAT) Catalase; (CIrT) Clorofila total; (MDA) Malondialdeido; (MSR) Massa seca da raiz; (MSF) Massa seca
da folha; (PST) Proteinas soltveis; (SOD) Superoxido dismutase; (NF) Nimero de folhas; (DIAM) Diametro do
caule; (CARO) Carotenoides; (ALT) Altura; (R/PA) Razéo raiz/parte aérea; (PROL) Prolina; (H20,) Perdxido de
hidrogénio; (SAC) Sacarose; (AFE) Area foliar especifica; (CARB) Carboidratos.
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3.3 Avaliacédo Anatébmica

As folhas de P. varians possuem mesofilo dorsiventral apresentando células do
parénquima pali¢adico voltado para a face adaxial e células do parénquima lacunoso na face
abaxial (Figuras 7A, 7D e 7G, respectivamente).

Sob déficit hidrico severo e moderado, as folhas de P. varians apresentaram células
epidérmicas de comprimento menores quando comparado ao controle (3,8, 7,2 e 12,4mm,
respectivamente) (Figuras 7A, 7D e 7G respectivamente). A espessura do mesofilo foi
reduzida em 12% sob condicdo mais severa de disponibilidade hidrica em relagdo ao controle
(Figuras 7B e 7H). Nao foi observado diferencas morfoldgicas entre os tratamentos nas
células que constitui o0 mesofilo das folhas de P. varians (Figuras 7A, 7D e 7G).

As plantas de P. varians nos tratamentos de menor disponibilidade de hidrica (10% e
30%) reduziram o diametro e o comprimento das células do xilema e apresentaram maior
investimento no numero de vasos, principalmente no tratamento moderado (30% da
disponibilidade hidrica) quando comparado ao grupo controle (60%) (Figuras 7C, 7F e 71).
No tratamento severo foi observado maior investimento de lignina nos vasos do xilema,

quando comparado aos demais tratamentos (Figuras 7C, 7F e 71).

Estresse severo

Estresse moderado

Controle

Figura 7. Secc@es transversais de folhas de Pavonia varians. A-C. Tratamento severo (10%); D-F. Tratamento
moderado (30%); G-1. Tratamento controle (60%). Cuticula (ct); Colénquima (cl); Drusas (dr); Epiderme (ep);
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Floema (fl); Face abaxial (fab); Face adaxial (fad); Mesofilo (me); Parénquima lacunoso (pl); Parénquima
palicadico (pp); Xilema (xi). Barras = 100 € 20 pum.

Em seccéo transversal de M. maximus foi observado em todos os tratamentos (10%,
30% e 60% da capacidade hidrica), uma epiderme composta de células elipsoides e cuticula
espessa sobre a epiderme uniestratificada (Figuras 8A, 8D e 8G). Na regido da epiderme dos
tratamentos de maior restricdo hidrica, foi observado células na face abaxial mais descontinua
e irregular quando comparado ao controle (Figuras 8A, 8D e 8G).

Na face adaxial de folhas de M. maximus nos tratamentos severo e moderado, foi
observado células buliformes mais delgadas e irregulares que o tratamento controle (Figuras
8A, 8D e 8G). Estas células buliformes mantiveram-se dispostas em grupos irregulares e
definidas entre 3 a 5 células em todos os tratamentos, organizadas em forma de leque com
celulas central maior, encontradas comumente no mesmo nivel das demais células
epidérmicas, mostrando-se proeminentes (Figuras 8B, 8E e 8H).

Em todos os tratamentos observou-se que o mesofilo é composto por um parénquima
clorofiliano (Figura 8A, 8D e 8G), apresentando poucos espagos intercelulares, estando
localizado ao redor dos feixes vasculares, ndo havendo diferenciagdo entre o parénquima
palicadico e o lacunoso, caracterizando um mesofilo do tipo homogéneo. Em ambos os
tratamentos foram observados vasos xilematicos lignificados (Figuras 8C, 8F e 8l).

Como na maioria das gramineas tropicais que realizam fotossintese pela via C4, a M.
maximus apresentou anatomia Kranz, onde as células do parénquima clorofiliano dispdem-se

radialmente em volta dos feixes vasculares (Figuras 8C, 8F e 8l).
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Figura 8. Seccdes transversais de folhas de Megathyrsus maximus. A-C. Tratamento severo (10%); D-F.
Tratamento moderado (30%); G-1. Tratamento controle (60%). Células buliformes (cb); Células da bainha do
feixe (cbf); Células do mesofilo (cm); Cuticula (ct); Epiderme (ep); Estdbmatos (est); Fibras esclerenquimaticas
(fb); Floema (fl); Feixe vascular (fv); Face adaxial (fad); Face abaxial (fab); Mesofilo da nervura central (mn);
Xilema (xI). Barras =100 e 20 pm.

DISCUSSAO

Em condicbes naturais, os estresses abidticos podem causar danos irreversiveis as plantas.
Sob estas condigdes, as plantas tendem a direcionar Seus recursos para mecanismos que
auxiliem sua sobrevivéncia através de modificagdes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares (ALVAREZ et al., 2018). No presente estudo, o crescimento das plantas foi
afetado, especificamente no que se refere a altura, area foliar especifica e massa seca da parte
aérea, pois a restricdo do crescimento € uma resposta comum ao déficit hidrico (SONI,;
ABDIN, 2016; NXELE et al., 2017). A reducdo da AFE observada nas espécies P. varians
(nativa) e M. maximus (exética), nos tratamentos de restri¢do hidrica, pode estar associado a
uma caracteristica para minimizar a perda excessiva de agua, devido a favorecer a uma
reducdo na taxa transpiratéria, com o intuito de conservar o suprimento hidrico no sistema,
tornando-se mais um mecanismo de tolerancia & seca (RAMOS JUNIOR, 2013). A reducio
da area foliar também pode influenciar na limitacdo de biomassa (SILVEIRA et al., 2016;

49



429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463

PALHARES-NETO et al., 2019), fato observado no presente estudo com a reducdo da massa
seca da parte aérea de P. varians e M. maximus no tratamento de menor disponibilidade
hidrica (severo). As raizes quando submetidas as condigdes de déficit hidrico tendem a
crescer até alcancar as zonas mais Umidas do solo (PEZZOPANE et al., 2015: ARAUJO-
JUNIOR et al., 2019). O que explica o investimento em raiz da espécie exotica observado na
relagdo raiz/parte erea, indicando que esse comportamento foi usado como estratégia desta
espécie para tolerar a restricdo hidrica imposta, possibilitando explorar de forma mais eficaz a
agua presente no solo (MARCHIARI et al., 2017). Efeitos semelhantes foram observados no
estudo de Viciedo et al. (2021) com M. maximus em condicdes tropicais, no qual o

investimento em raiz foi influenciado pelas condic¢des de seca.

A auséncia de danos no sistema radicular dessas plantas, associado com a producéo e a
acumulacdo de osmorreguladores, como as proteinas, e 0 aminodacido prolina (Fig. 5E e 5F),
foram essenciais para a recuperacao dos danos causados pela restricdo hidrica, como forma de
estabilizar o metabolismo frente ao estresse, provendo uma tolerancia a restricdo hidrica
imposta (XIONG et al., 2002; SHIRANI; PARISA et al, 2021).

A restricdo hidrica pode interferir em varios processos fisioldgicos da planta, dentre
eles danos no aparato fotossintético, causado por distdrbios no balan¢o osmético, perda de
turgescéncia e consequentemente inibicdo do crescimento (MARQUES et al., 2011), além de
levar a uma producdo excessiva ROS (espécies reativas de oxigénio), que na auséncia da
protecdo das enzimas antioxidativas, o metabolismo vegetal pode ser seriamente alterado,
resultando em danos oxidativos (PAN et al., 2006). A manutencdo no teor de clorofilas totais
em M. maximus nos tratamentos observados nesse trabalho e P. varians no tratamento severo
(Figura 4A), pode indicar que essas plantas mantiveram a integridade do aparato
fotossintético, promovendo uma resposta de tolerdncia ao déficit hidrico (O'NEILL et al.,
2006).

Alteracdes no sistema redox de células vegetais podem desencadear a producdo de
compostos como o perdxido de hidrogénio (H202), que é uma ROS moderadamente reativa,
que leva a peroxidacdo lipidica das membranas celulares (BARBOSA et al., 2014). No
entanto, nossos resultados nao indicaram que o estresse imposto as plantas de P. varians e M.
maximus causou peroxidacdo lipidica, conforme o conteldo de MDA obtido nas plantas
avaliadas nesse estudo (Figura 5E). As plantas também possuem um sistema de defesa para
reduzir o acimulo de ROS provocado pelo estresse, que compreende 0s componentes
enzimaticos, dentre eles destacam-se a superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase

(APX) e catalase (CAT) e os ndo enzimaticos (carotenoides, &cido ascérbico, compostos
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fenolicos, flavondides, glutationina, dentre outros) (SOUZA et al., 2020; SHIRANI; PARISA
etal., 2021).

A enzima SOD faz parte da primeira linha de defesa contra as ROS, pois realiza a
dismutacdo dos ions superoxidos, em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A CAT e a APX
séo responsaveis pela neutralizagdo do H.O> em agua e oxigénio molecular. A CAT apresenta
uma baixa afinidade pelo H>O2, necessitando a ligacdo de duas moléculas de H2O> para que a
reacdo ocorra, dessa forma a CAT ¢é responsavel pela remocao do excesso de espécies ativas
de oxigénio (EAOs) durante o periodo de estresse (GRATAO et al., 2005), além de proteger a
SOD da inativagdo por altos niveis de H,O> (FRIDOVICH, 1995). J4 a APX é uma enzima
importante na eliminagdo de baixos niveis de H2O., sendo responsavel pela fina regulacéo da
resposta as EAOs (MITTLER, 2002), ou seja, as enzimas CAT e APX atuam de forma
coordenada (BARBOSA et al., 2014; AKITHA E GIRIDHAR, 2015).

A diminuicdo das atividades dessas enzimas antioxidantes, observada em P. varians
nos tratamentos de restricdo hidrica (Figuras 5A, 5B e 5C), sugerem que 0 estresse imposto a
essas plantas ndo induziu o aumento do anion superdxido (O02°), que é um substrato para a
producdo de SOD, de acordo com o observado no presente estudo, onde ndo ocorreu alteracéo
significativa no contéudo de H>O> nos tratamentos de déficit hidrico em ambas as espécies.
Respostas similares foram observadas com a espécie Myracrodruon urundeuva Alleméo,
nativa do bioma Caatinga, submetidas a restricdo hidrica (SOUZA et al., 2020). Dessa
maneira, estudos afirmam que as atividades dessas enzimas podem variar conforme a atuacao
de alguns fatores como, severidade do estresse, periodo de exposi¢do ao tratamento, espécies
em estudo, como também a idade das plantas (PAN et al., 2006).

A manutencédo dos carotenoides na espécie M. maximus, e a manutencao sob condi¢do
de restricdo hidrica severa em P. varians, sugerem que 0s niveis de carotenoides aumentaram
proporcionalmente & medida que aumentava a restricdo hidrica, indicando que os carotenoides
sdo importantes para essas plantas tolerarem o estresse mais severo, ja que em condicdes
ambientais adversas, mudancas no conteldo desses pigmentos sd8o umas das primeiras
respostas das plantas contra oxidacdo causada pelas ROS (PARK; JUNG 2016; SOUZA et al.,
2020). Esse grupo de pigmentos (carotenoide) além de funcionarem como antenas auxiliares,
absorvendo luz em regibes do espectro visivel, onde a clorofila ndo absorve eficientemente na
fotossintese, atuam também como fotoprotetores do sistema fotossintético (SUN et al. 2018;
COLLINI et al., 2019). O mecanismo de fotoprotecdo envolve a supressdo dos estados tripleto
da clorofila, evitando a formacdo de oxigénio singleto (* O,) via transferéncia de energia

tripleto da clorofila para o carotenoide, se houver formacdo de oxigénio singleto por outros

51



498
499

500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510

511
512
513
514
515
516

517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530

processos, 0 mesmo pode ser diretamente suprimido pelo carotenoide (RAHNESHAN et al.,
2018; COLLINI, E. 2019; GHASSEM I et al., 2019;).

A andlise de componentes principais (Figura 6) demonstrou de maneira mais evidente
as diferencas e semelhancas entre as respostas das plantas submetidas a diferentes regimes
hidricos. A evidéncia que a restricdo hidrica afetou o metabolismo da espécie P. varians esta
no eixo 2 (Figura 6A), sugerindo respostas moduladas diferentes no tratamento severo,
havendo uma correlacdo com a manutencdo de aclcares e carotenoides, mostrando como
estratégia dessa espécie manter esses compostos para tolerancia a seca. Em M. maximus a
evidéncia que a restricdo hidrica afetou o metabolismo estd no eixo 1 (Figura 6B), sugerindo
em resposta ao estresse severo, que as plantas de M. maximus investiram na producédo de
sacarose e proteinas sollveis totais. No entanto, nos tratamentos moderado e severo observou
0 incremento na concentracdo de prolina na mesma espécie, ou seja, investiram na producéo

de compostos osmorreguladores para minimizar o efeito da restri¢do hidrica.

Quanto a avaliacdo anatdbmica de P. varians, as alteracdes morfoldgicas observadas
nas células epidérmicas sob menor disponibilidade hidrica, bem como a reducdo do mesofilo
(Figuras 7A, 7B, 7D e 7E), estdo relacionadas possivelmente a reducdo do teor de agua no
interior da célula, quando comparado ao tratamento controle. O mesmo foi observado no
estudo de Palhares-Neto et al., (2020), que segundo eles a reducéo da disponibilidade hidrica

modifica a morfologia das células, levando a possivel degradacdo da parede celular.

A cuticula espessa encontrada em M. maximus (Figuras 8A, 8B e 8G), podem
aumentar a compactacdo do tecido de revestimento, onde essa estratégia ajuda a promover
maior adaptacdo dessas plantas em condicdes de déficit hidrico (JUNIOR et al., 2017). As
células buliformes mais delgadas e irregulares observadas nos tratamentos de restricdo hidrica
em M. maximus (Figuras 8B e 8E), indicam possivelmente o efeito da pouca disponibilidade
hidrica nesses tratamentos. Essas células, também conhecidas como células motoras, séo
responsaveis pelo enrolamento e/ou dobramento das folhas em condi¢Ges ambientais adversas
(NICOLAU, et al., 2010; JUNIOR, et al., 2017).Outro mecanismo relacionado a
sobrevivéncia de espécies de plantas em ambientes secos € 0 aumento no investimento no
namero de feixes vasculares (AOUD-OUAD et al., 2017; TORRES-RUEZ et al., 2017), o que
também foi observado neste estudo em plantas de P. varians nos tratamentos severo e
moderado (Figuras 7C e 7F). A condutividade hidraulica pode aumentar quando a diminuicao
do diametro dos vasos é compensada pelo aumento da frequéncia dos vasos (MC CULLOH E
SPERRY, 2005). O aumento das células lignificadas do xilema observado nos tratamentos
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severo e moderado em P. varians (Figuras 7C e 7F) pode estar relacionado a protecdo das
células diante da desidratacdo, evitando que essas entre em colapso (PALHARES-NETO et
al., 2020).

Apesar de impostas a restricdo hidrica em niveis severo e moderado, foi possivel
observar que as plantas de M. maximus sob esses tratamentos, conservaram seus feixes
vasculares (Figuras 8C e 8F) indicando que mesmo sob condicOes severas de seca, essas
plantas possuem essa capacidade de manutencdo de vasos condutores, e isso se deve a alguns
fatores, como a presenca de lignina observada nas células do xilema. Segundo Bezerra et al.,
(2020) o déficit hidrico, € um fator que tem relacéo direta com a deposicdo de lignina, pois as
enzimas relacionadas a lignificacdo, podem atuar isoladamente ou em combinacdo induzindo
0s mecanismos de tolerdncia ao estresse, onde atua proporcionando maior rigidez estrutural,

durabilidade dos tecidos, como também no transporte de aguas nos vasos do xilema.

CONCLUSOES

No geral, os resultados indicam que P. varians (nativa) como M. maximus (exotica)
apresentaram respostas morfoldgicas e bioquimicas ao déficit hidrico. A espécie exotica
apresentou adaptacao ao déficit hidrico e pode representar uma ameaca as espécies nativas por
competir por agua, nutrientes e area de superficie em um ambiente escasso como a Caatinga.
Adicionalmente, as espécies P. varians como M. maximus submetidas a restricdo hidrica
utilizaram estratégias morfofisioldgicas, como a reducdo da area foliar e do didametro dos
vasos do xilema. Além disso, a M. maximus também investiu na producdo de compostos

osmorreguladores para conservar o abastecimento de agua em condicdes de restri¢do hidrica.
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