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RESUMO

As mudangas climaticas estdo ocorrendo e causando efeitos catastroficos para a
maioria dos seres vivos. As plantas, como organismos sésseis, estdo sujeitas
diariamente as mudancas nas condi¢cdes abidticas, muitas vezes estressantes para o
seu desenvolvimento e sobrevivéncia. E notério que as mudancas climaticas
intensificarao a intensidade e duracéo de varios estresses ambientais, como a seca.
A falta de agua causa alteragdes nos processos morfolégicos, fisioldgicos e
bioquimicos nas plantas. Existem espécies vegetais que conseguem tolerar o déficit
hidrico, regulando principalmente o metabolismo e ativando o aparato de defesa
antioxidante. Guapira opposita € uma planta amplamente distribuida nas regides
brasileiras, sobrevivendo em diferentes ecossistemas. Além disso, exerce um papel
de facilitadora na restinga, auxiliando o estabelecimento de outras plantas ao seu
redor. Varios estudos demostram o papel importante da G. opposita nos diversos
ecossistemas em que esta inserida. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
contribuir para o conhecimento da fisiologia de G. opposita e analisar seu potencial de
tolerdncia diante do déficit hidrico. Para isso, avaliamos os parametros de
porcentagem de agua no solo, biomassa, fluorescéncia da clorofila a, pigmentos
fotossintetizantes e poliaminas em plantas de G. opposita com irrigagcdo normal e
plantas com déficit hidrico. Os resultados foram submetidos ao teste T de Student
(p<0,05). A porcentagem de agua no solo manteve-se menor no tratamento 4x. Houve
reducao da massa seca total das folhas e raizes no tratamento 4x, mas essa diferencga
nao foi observada na fluorescéncia da clorofila a. Foi observado aumento significativo
nos carotenoides, clorofilas e na poliamina espermidina em resposta ao tratamento de
déficit hidrico. Os resultados podem indicar que o aumento da espermidina e dos
carotenoides atuaram como antioxidantes, eliminado espécies reativas de oxigénio e
protegendo a degradacao das clorofilas. Dessa forma, houve uma protegcao contra
danos oxidativos no fotossistema Il e provavelmente a integridade do aparato
fotossintético foi mantida, melhorando a tolerancia a seca de plantas de G. opposita.
De maneira geral, nossos resultados sugerem que G. opposita é capaz de tolerar o
tratamento de déficit hidrico aplicado neste experimento. Salientamos a importancia
que G opposita desempenha na conservacao e sustentacdo da diversidade dos
ecossistemas que ela habita. Assim, mais estudos devem ser conduzidos para
analisar seu comportamento frente a outros estresses ambientais.

Palavras-chave: seca; Maria-mole; tolerancia.



ABSTRACT

Climate change is forecast for the coming years, with catastrophic effects for the
majority of living organisms. Plants, as sessile organisms, are subjected daily to
changes in abiotic factors, often becoming stressful for their development and survival.
It is well recognized that climate change will exacerbate the intensity and duration of
various environmental stresses, such as drought. Water deficit induces alterations in
morphological, physiological, and biochemical processes in plants. Certain plant
species can tolerate water deficit by primarily regulating metabolism and activating the
antioxidant defense system. Guapira opposita is a widely distributed plant in Brazilian
regions, thriving in diverse ecosystems. Additionally, it is considered a nurse plant in
the restinga, helping the establishment of other plants nearby. Several studies
demonstrate the importance of G. opposita in the maintenance of the ecosystems it
inhabits. The objective of this study was to contribute to the understanding of G.
opposita physiology and assess its potential to tolerate water deficit conditions. To
achieve this, we evaluated parameters including soil water percentage, biomass,
chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments, and polyamines in G. opposita
plants under normal irrigation and plants under water deficit conditions. The results
were subjected to Student's t-test (p<0.05). The soil water percentage remained lower
in the 4x treatment. There was a reduction in total dry mass of leaves and roots in the
4x treatment, although this difference was not observed in chlorophyll a fluorescence.
A significant increase in carotenoids, chlorophylls, and polyamines was observed
under water deficit treatment. The results may indicate that the increase in spermidine
and carotenoids acted on the antioxidant system, eliminating ROS and protecting
against chlorophyll degradation. Consequently, there was protection against oxidative
damage to PSII, likely maintaining the integrity of the photosynthetic apparatus,
thereby enhancing drought tolerance in G. opposita plants. Overall, our findings
suggest that G. opposita is capable of tolerating the water deficit treatment applied in
this experiment. We emphasize the crucial role that G. opposita plays in conserving
and supporting the diversity of ecosystems it inhabits. Therefore, further studies should
be conducted to analyze its response to other environmental stresses.

Keywords: drought; Maria-mole; tolerance.
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1INTRODUGAO

As mudangas climaticas s&o consideradas um problema ambiental global,
sendo a seca um dos principais efeitos decorrentes dessas mudangas. A seca € um
fendmeno natural dificil de monitorar, geralmente ndo possui um periodo de tempo
especifico e depende de multiplos fatores para ocorrer, como: distribuicdo das chuvas,
temperatura, radiagdo solar e atividades antrépicas (Dai, 2011; Bonal et al., 2016;
Spinoni et al., 2019; Vicente-Serrano et al., 2020). Dada a ampla variedade de efeitos
e interagdes, € dificil ter apenas uma definicdo para seca (Mishra; Singh, 2010; Lloyd-
Hughes, 2014). Ela pode ser classificada em varias categorias, incluindo as
perspectivas meteoroldgica, agricola, hidrologica, socioeconémica (Wilhite; Glantz,
1985) e ambiental (Vicente-Serrano et al., 2020). No entanto, os diferentes tipos de
seca estdo intrinsecamente conectados (Vicente-Serrano et al., 2020). A seca é
desencadeada quando a disponibilidade de agua doce ¢é insuficiente para suprir as
necessidades tanto dos seres humanos quanto dos ecossistemas, persistindo ao
longo de um periodo (Balint et al., 2013). Ela é classificada como um tipo de perigo
natural, pois afeta negativamente as pessoas e o ambiente (Mishra; Singh, 2010).
Eventos frequentes de seca tém sido relatados em varias regides do mundo (Lesk et
al., 2016; Spinoni et al., 2019; Garreaud et al., 2020).

Particularmente no Brasil, foi demonstrado que a maioria das regides
brasileiras sofreu eventos extremos de seca nos ultimos dez anos (Cunha et al., 2019;
Tomasella et al., 2022). Também foram relatados eventos de secas nos dominios
fitogeograficos brasileiros: Pantanal (Marengo et al., 2021; Libonati et al., 2022),
Amazobnia (Jiménez-Munoz et al., 2016), Caatinga (Barbosa et al.,2019), Pampa
(Tripaldi et al., 2013) e Mata Atlantica (Rocha et al., 2020). As projegdes climaticas
futuras de aquecimento global apontam para um possivel aumento da frequéncia e
severidade da seca (Dai, 2011, 2013; Naumann et al., 2018, Spinoni et al., 2020), o
que podera ocasionar perturbagcdes ambientais que vao além dos limites de
resiliéncia, ou seja, a capacidade de enfrentar perturbacbes sem sofrer danos
duradouros, de algumas espécies vegetais (Allen et al., 2010).

Um dos principais efeitos da seca € a diminui¢ao do conteudo hidrico do solo,
o que interfere diretamente na quantidade de agua doce disponivel para as plantas
(Bhargava; Sawant, 2013; Otkin et al., 2016). Dessa forma, a seca pode causar

estresse por déficit hidrico (Sachdev et al., 2021). A falta de agua € um dos fatores
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ambientais que causa maiores danos nos processos metabdlicos e fisiologicos das
plantas (Yang et al., 2021 a), visto que o déficit hidrico pode ocasionar redugcéo no
crescimento, desenvolvimento e produtividade do vegetal (Akhter Ansari et al., 2019;
Zhang et al., 2022). O déficit hidrico pode afetar o aparato fotossintético e a defesa
das plantas, desencadeando varias reacdes, como inibicdo do crescimento do caule
e da expanséo foliar, reducdo no acumulo de biomassa, reduzindo o crescimento da
planta, tamanho e numero de folhas e até a morte do vegetal (Jaleel et al., 2009). Em
virtude disso, ha uma maior procura por espécies tolerantes e identificagdo dos
mecanismos utilizados para mitigar os efeitos da seca na sobrevivéncia e
desenvolvimento dessas plantas. As respostas de sobrevivéncia das plantas as
condicbes de déficit hidrico mudam de acordo com a espécie, cultivar, tempo de
exposicao, fatores edaficos, entre outros (Hu; Xiong, 2014; Liang et al., 2019). As
espécies vegetais que conseguem fazer ajustes metabdlicos nas diferentes oscilagdes
de oferta de agua, provavelmente serdo aquelas que terdo maior aptidao para lidar
com a escassez hidrica prevista para os proximos anos (Boisvenue; Running, 2006).
Dessa forma, entender os mecanismos de tolerancia das plantas em relagao a seca
podera ajudar nas previsdes de como o0s ecossistemas responderdo as mudangas
climaticas (Fortunel et al., 2023).

As respostas das plantas ao estresse ambiental tém inicio com a deteccéo do
estresse, desencadeando vias de sinalizagdo e uma variedade de respostas
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas (Dos Santos et al., 2022). Existem diversos
mecanismos que podem auxiliar as plantas a suportar a escassez de agua, tais como
o fechamento dos estdmatos nas horas mais quentes do dia, a movimentacao das
folhas para reduzir a insolagdo, o aumento da capacidade de absorcao de agua pelo
aprofundamento do sistema radicular, o ajuste osmaético para manter a turgescéncia,
a mobilizagdo de reservas e a eliminagéo de espécies reativas de oxigénio, (ERO),
(Haffani et al., 2014; Hu; Xiong, 2014). Além disso, as plantas podem redirecionar sua
energia para mecanismos de defesa, priorizando a sobrevivéncia em vez do
crescimento vegetativo (Dos Santos et al., 2022).

As estratégias para controlar a quantidade de agua presente no proprio corpo
sao importantes para as plantas que crescem em ambientes com restricao hidrica.
Uma dessas estratégias € o ajuste da abertura e fechamento dos estdmatos,
promovendo dessa forma uma maior eficiéncia do uso da agua, pois ocorre a

regulacao da transpiracao foliar (David et al., 2007; Yang et al., 2021b). Os estébmatos
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quando estao abertos absorvem COg, para ser utilizado na fotossintese, porém nesse
processo perdem agua para a atmosfera através da transpiragao (Sperry et al., 2017).
Portanto, o fechamento dos estématos pode ser considerado um mecanismo eficaz
para mitigar a perda de agua em situagdes de estresse hidrico, reduzindo a taxa de
transpiracdo, controlando o fluxo hidrico no sistema solo-planta-atmosfera e
preservando o teor de agua das plantas (Farooq et al., 2009; Akhter Ansari et al., 2019;
Abdalla et al., 2022). Contudo, a limitada absorcdo de CO:2 pode prejudicar a
homeostase do processo fotossintetizante (Lawlor, 2009).

A fotossintese é um processo crucial adotado por plantas e outros organismos
fotossintetizantes para a produg¢ao de carboidratos, que s&o essenciais para o seu
crescimento e desenvolvimento. Esse complexo processo ocorre em duas etapas
distintas: a fase fotoquimica (ou reagdes luminosas) e a fase bioquimica (ou reagcdes
de carboxilagao) (Porcar-Castell et al., 2014). Na fase fotoquimica, a energia luminosa
€ capturada por pigmentos fotossintetizantes, principalmente a clorofila, permitindo a
conversao dessa energia em energia quimica na forma de adenosina trifosfato (ATP)
e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) por meio de uma
série de reagdes quimicas de transferéncia de elétrons nos fotossistemas Il e | (PSII
e PSI) (Stirbet et al., 2020). Essas moléculas de ATP e NADPH acumuladas sao
utilizadas na fase bioquimica como fonte de energia para a sintese de carboidratos a
partir de COz (Cardona; Shao; Nixon, 2018). Como subproduto, a fotossintese libera
oxigénio molecular (O2) para a atmosfera, desempenhando um papel crucial na
manutengdo da composi¢ao atmosférica da Terra (Barber, 2009; Hitchcock et al.,
2022). Desse modo, quando os estOomatos estdo fechados pode ocorrer um
desequilibrio entre a transferéncia de elétrons e as reagdes de carboxilagao,
prejudicando a fotossintese e consequentemente o crescimento do vegetal (Raza et
al., 2019).

As plantas também podem enfrentar excesso de energia luminosa em
condicbes de seca. A energia luminosa, absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes,
€ normalmente utilizada na fotossintese, e seu excesso pode ser dissipado como calor
ou reemitido como fluorescéncia (Mduller; Li; Niyogi, 2001). Porém, em situag¢des de
déficit hidrico, pode acontecer um desequilibrio entre a assimilacdo de CO2 e a
utilizacdo ou dissipacao dessa energia, resultando em uma regulacdo negativa da
fotossintese ou até mesmo levando a fotoinibicado (inibicdo da fotossintese devido ao

excesso de luz) (Chaves; Maroco; Pereira, 2003). Tais condi¢cdes podem ser
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evidenciadas pela reducéo na eficiéncia quéntica do fotossistema Il (PSIl), uma vez
que o PSII é considerado um dos componentes mais sensiveis do processo
fotossintético (Jin et al., 2022).

A eficiéncia quantica é a relagao entre a quantidade de fétons absorvidos e
utilizados na fase fotoquimica. Essa relacao pode ser avaliada de forma n&o destrutiva
através da fluorescéncia da clorofila a. Dois dos parametros mais usados na medigao
da fluorescéncia sao a eficiéncia quantica potencial do PSIl (Fv/Fm) e a eficiéncia
quantica efetiva do PSIl (YIl). Esses parametros sao indicadores valiosos do
desempenho fotossintetizante instantaneo e da saude das plantas em resposta a
diversos estresses ambientais, incluindo a seca (Jin et al., 2022). A relagéo Fv/Fm, em
que Fv representa a fluorescéncia variavel e Fm a fluorescéncia maxima, reflete a
probabilidade de transferéncia de elétrons do PSIl para a cadeia de transporte de
elétrons devido a absorcdo de fétons (Garrido et al., 2019). Dessa maneira, a
diminuicdo nessa relagéo pode indicar possiveis danos no PSII (Porcar-Castell et al.,
2014). A eficiéncia quantica efetiva do PSIl (YIl) € uma métrica que fornece
informacgdes sobre o rendimento da conversao de luz em energia quimica durante a
fotossintese. E medida para avaliar como as plantas estdo utilizando a energia
luminosa para a produgao de energia quimica. A redugao no valor de Y(Il) pode indicar
a inibicdo da fotossintese e a presenca de estresse nas plantas. Portanto, o
monitoramento de F./Fm e Y(ll) desempenham um papel crucial na avaliagédo do
desempenho fotossintético e na deteccdo de possiveis danos em plantas sob
condicbes de seca.

Se 0s mecanismos de dissipagao nao forem suficientes, o excesso de energia
pode causar danos ao PSII, levando a geragdao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Asada, 2006). Em plantas, a producdo de ERO ocorre quando o oxigénio
molecular (O2) é parcialmente reduzido por exposicéo a alta energia ou reacdes de
transferéncia de elétrons (Sharma et al., 2012; Waszczak et al., 2018). Exemplos de
ERO incluem oxigénio singleto ('O2), radical anion superédxido (O27), perdxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxila (-OH), dentre outros (Krumova; Cosa, 2016). Essas
ERO podem ser geradas em varios compartimentos celulares, como cloroplastos,
mitocdndrias, peroxissomos, apoplastos e membranas plasmaticas (Hasanuzzaman
et al., 2020b). Elas desempenham um papel duplo nas plantas, atuando tanto como
agentes nocivos quanto benéficos, dependendo de sua concentragdo (Sharma et al.,
2012).
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Em niveis baixos ou moderados as ERO contribuem com os mecanismos de
defesa das plantas, auxiliando na cascata de sinalizagao intracelular, na detecg¢ao de
estresse abidtico e bidtico e no processo de desenvolvimento das plantas. (Mhamdi;
Van Breusegem, 2018; Laxa et al., 2019; Mittler et al., 2022). Diversos estresses
ambientais, como o déficit hidrico, tém o potencial de aumentar os niveis de ERO,
causando danos oxidativos em proteinas, lipidios, carboidratos, DNA e RNA, podendo
resultar na morte da planta (Raja et al., 2017; Xie et al., 2019). Dessa forma, pode
ocorrer um desequilibrio entre a producao e eliminacdo de ERO, resultando em
estresse oxidativo (Pandey et al., 2017). O combate ao estresse oxidativo envolve o
sistema de defesa antioxidante, composto por componentes enzimaticos e nao
enzimaticos, os quais atuam na neutralizagdo das ERO e na manutencdo da
homeostase redox celular (Hasanuzzaman et al., 2020a). Os componentes
enzimaticos englobam as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), entre outras. Foi demonstrado que a superexpressao do
gene AhCuZnSOD de Arachis hypogea L. aumentou os niveis de atividade da SOD e
melhorou a protegcdo contra danos oxidativos causados por salinidade e estresse
hidrico no tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthium) (Negi et al.,, 2015). Os
antioxidantes n&o enzimaticos compreendem acido ascérbico, glutationa,
carotenoides, prolina, poliaminas, entre outros (Noctor; Reichheld; Foyer, 2018;
Raychaudhuri et al., 2021). Esses antioxidantes tém a capacidade de impedir a
formacdo de ERO ou facilitar sua degradagdo, agindo como um mecanismo de
prevencao contra possiveis danos as células vegetais (Soares et al., 2019). Dessa
forma, o aumento nas concentragcdes das moléculas antioxidantes pode auxiliar as
plantas na tolerancia aos estresses abidticos (Jaleel et al., 2009; Gémez et al., 2019).

Os carotenoides, pigmentos naturais lipofilicos, sdo exemplos de
componentes ndao enzimaticos que ajudam na eliminacdo das ERO (Sharma et al.,
2012). Na fotossintese, os carotenoides ampliam o espectro de luz ao absorver
energia na faixa de 400 a 550 nm e transferir essa energia luminosa absorvida para a
clorofila (Chl) (Swapnil et al., 2021). Além disso, esses pigmentos atuam como
agentes redutores do excesso de energia capturada na fotossintese, protegendo o
aparato fotossintético de danos oxidativos. A clorofila, ao ser excitada pela absorcéo
de fétons de luz, passa para o estado singleto ('Chl’). Porém, quando ocorre excesso
de excitacdo a clorofila passa para o estado tripleto, o qual é mais reativo. Se o

excesso de energia nao for dissipado, ele pode ser transferido para o Oz, resultando
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na ERO oxigénio singleto (O2), o qual é altamente reativa e causa danos as células
(Swapnil et al., 2021). Neste processo, os carotenoides podem eliminar a clorofila
tripleto e o oxigénio singleto por mecanismos de transferéncia de excitagdo seguido
de dissipacdo térmica do excesso de energia (Beisel et al., 2010; Maoka, 2020;
Sachdev et al., 2021). Diversos estudos analisaram que o0 aumento no conteudo de
carotenoides melhorou a tolerancia a estresses abidticos, incluindo a seca, em
diferentes espécies de plantas (Zhao et al., 2014; Kang et al., 2018; Zhang et al.,
2021).

Além dos carotenoides existem outros pigmentos envolvidos no processo de
fotossintese, como as clorofilas a e b. A clorofila a € o principal pigmento envolvido na
fotossintese, pois além de absorver luz ela também pode atuar no centro de reacéo
dando inicio a fase fotoquimica (Simkin et al., 2022). A clorofila b auxilia na absorgéo
de luz e na transferéncia da energia para o centro de reagéo, sendo classificada como
um pigmento acessorio. As clorofilas a e b absorvem luz em comprimentos de onda
distintos, principalmente nas regides vermelha e azul do espectro eletromagnético
(Croft et al., 2014). Além disso, elas refletem a luz verde, contribuindo para a coloragao
caracteristica das plantas. O teor de clorofila nas folhas reflete o estado fisioldgico da
planta e esta estreitamente ligado a sua fungéo fotossintetizante, evidenciando uma
correlagao significativa com a capacidade fotossintetizante da planta (Croft et al.,
2017). Conforme mencionado anteriormente, a clorofila tripleto pode transferir elétrons
para o Oz, resultando na formagao de ERO. Estudos demonstraram que o estresse
hidrico tem o potencial de degradar ou inibir a produgéo de clorofila, acelerando o
processo de envelhecimento das folhas (Alamri et al., 2020). Portanto, as plantas
capazes de preservar ou aumentar os niveis de clorofila durante periodos de déficit
hidrico podem exibir uma maior tolerancia a seca (Arunyanark et al., 2008; Guzzo et
al., 2021; Elsalahy; Reckling, 2022).

As poliaminas (PAs) também s&o importantes antioxidantes n&o enzimaticos
(Wang et al., 2011; Raychaudhuri et al., 2021). Elas sdo uma classe de compostos
naturais de baixo peso molecular, presentes em todas as células vivas (Li et al., 2018;
Na et al., 2022). As principais poliaminas sdo espermidina (SPD), espermina (SPM) e
putrescina (PUT), esta ultima serve como substrato para a biossintese das duas
primeiras (Kasukabe et al., 2004; Kusano et al., 2008). Nas plantas, as poliaminas
participam dos processos de crescimento, desenvolvimento e defesa frente a varios

tipos de estresses ambientais (Steiner et al., 2007; Ebeed; Hassan; Aljaraany, 2017).
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Foi demonstrado que niveis elevados de PAs ativam respostas moleculares,
bioquimicas e fisioldgicas para promover tolerancia a uma ampla gama de estresses
abidticos em diferentes espécies de plantas (Alcazar; Bueno; Tiburcio, 2020). As PAs
podem atuar como antioxidante ndo enzimatico auxiliando na desintoxicagédo de ERO
e protegendo o aparato fotossintético contra estresse oxidativo induzido por fatores
ambientais, como seca, alta luminosidade e metais pesados (Seo et al., 2019).
Diversos estudos demostram os beneficios da aplicacao exdégena de PAs durante a
seca (Ebeed; Hassan; Aljaraany, 2017; Zhu et al., 2019; Hassan; Ebeed; Aljaarany,
2020), salinidade (Shu et al., 2013; Parvin et al., 2014; Baniasadi; Saffari; Maghsoudi
Moud, 2018) e exposi¢cao a metais pesados (Zhao; Yang, 2008; Nahar et al., 2016;
Taie et al., 2019). Além disso, a superexpressao de genes biossintéticos de PAs tém
a capacidade de atenuar os danos causados por diversos estresses abidticos,
inclusive a seca, em varias espécies de plantas (Kasukabe et al., 2004; Wen et al.,
2008; Shi et al., 2014; Hasan et al., 2021).

As estratégias adaptativas abordadas anteriormente compreendem um
conjunto complexo de respostas morfologicas, fisioldgicas e genéticas desenvolvidas
por organismos para lidar com a variabilidade ambiental. Estas adapta¢des podem ser
um reflexo da plasticidade fenotipica, um fenbmeno importante para a sobrevivéncia
e sucesso ecologico (Mackenzie et al., 2020). Existem muitas terminologias para
descrever a plasticidade fenotipica, entdo aqui usaremos a definicdo de que a
plasticidade fenotipica refere-se a capacidade de um genotipo vegetal produzir
diferentes fendtipos em resposta a condicdbes ambientais variaveis (Nicotra et al.,
2010).

Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae) € uma planta nativa do Brasil,
possui uma ampla distribuicdo, pois esta presente nos dominios fitogeograficos
Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Flora do Brasil, 2020). Alguns autores
indicam que essa espécie possui plasticidade nos aspectos morfoldgicos e
fisiologicos, devido a sua sobrevivéncia em ambientes com caracteristicas abidticas
bem diferentes, como os ecossistemas Floresta Ombroéfila Densa e restinga (Dos
santos et al., 2017; Flora do Brasil, 2020). Guapira opposita também ¢é conhecida
popularmente como maria-mole, possui habito arbustivo a arbdreo, folhas simples,
opostas cruzadas (Figura 1). Seus frutos sdo do tipo drupa, de cor lilds a vinacea,
globosos a oblongos, geralmente elipsoides (Furlan; Giulietti, 2014). G. opposita

possui uma ampla importancia ecoldgica nos ecossistemas brasileiros, destacando-
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se na manutencdo das comunidades vegetais e sendo indicada para projetos de

restauragao ecologica (Almeida e Viani, 2020).

Figura 1. Aspectos morfolégicos de Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae).

Fone: Pnno, GF. 02

Na restinga, G. opposita € considerada uma espécie facilitadora, pois auxilia
o estabelecimento de outras plantas ao seu redor (Dalotto et al., 2018). A restinga,
localizada no ambiente costeiro do dominio Mata Atlantica, € considerada um lugar
estressante para muitas espécies, devido a baixa disponibilidade de agua e nutrientes,
solo arenoso, alta luminosidade e spray salino (Scarano, 2002; Castanho et al., 2015).
No estudo de Dalotto et al. (2018), foi observada uma maior abundéncia e riqueza de

espécies sob a copa de G. opposita quando comparadas com areas abertas de
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restinga, salientando a importancia dessa espécie para diversidade e regeneragao
desse ecossistema. A sobrevivéncia de mudas de Ternstroemia brasiliensis foi maior
quando elas estavam sob a copa de G. opposita, sugerindo que a facilitagdo foi
exercida pelo sombreamento (Castanho; Prado, 2014). Outro mecanismo de
facilitagao da G. opposita pode estar relacionado com o aumento da fertilidade do solo
por meio da decomposi¢cdo de suas folhas, melhorando as condi¢bes para o
desenvolvimento de plantas jovens (Lugli, 2023).

Em um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual foi observada a
riqueza floristica epifitica sobre individuos de G. opposita. Foram catalogadas 35
espécies de epifitas pertencentes a nove familias e 28 géneros, Polypodiaceae,
Orchidaceae e Bromeliaceae foram as familias mais representativas (Ferreira, 2011).
Os achados desta pesquisa evidenciam o papel essencial desempenhado pela G.
opposita na conservagao e sustentacdo da diversidade da flora epifitica local. Os
frutos da G. opposita servem de alimento para a avifauna, inclusive para tucanos
(Ramphastidae) (Galetti; Laps; Pizo, 2000) e para onze espécies de formigas, sendo
Odontomachus chelifer e Pachycondyla striata as espécies frequentemente mais
observadas (Passos; Oliveira, 2004). Varios insetos galhadores também dependem
da G. opposita para sobreviver. As galhas sao modificagcbes morfoldgicas dos tecidos
vegetais, induzidas por alguns insetos, que conferem abrigo, nutricdo e protegao para
esses herbivoros endofiticos (Shorthouse; Wool; Raman, 2005). Guapira opposita
destaca-se em varias pesquisas como sendo uma das espécies com maior riqueza de
galhas, chegando a apresentar 40 morfotipos de galhas em nivel regional (Rodrigues
et al., 2014; Grandez-Rios; Pizango; De Araujo, 2020; Maia; Mascarenhas, 2023).
Recentemente, evidenciou-se a estreita relacdo entre a simbiose de G. opposita e 0s
fungos ectomicorrizicos encontrados na restinga, destacando-se a associagdao com a
espécie nativa ameacgada de extingdo Austroboletus festivus (Furtado et al., 2022,
2023).

Considerando todos os exemplos mencionados, é evidente que G. opposita
desempenha um papel importante na manutencdo e sobrevivéncia dos diversos
ecossistemas em que esta inserida. Sua interagdo com organismos vegetais, animais
e fungos ressalta seu potencial ecolégico. Portanto, analisar os possiveis mecanismos
de tolerancia dessa planta a varios estresses ambientais, incluindo a seca, € essencial
para compreender como ela respondera as mudangas ambientais. Essa compreensao

é fundamental para avaliar seu impacto na biodiversidade ao seu redor. Nesse
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contexto, este trabalho teve como objetivo contribuir para o conhecimento da fisiologia
de G. opposita diante do déficit hidrico, fornecendo informagdes para a conservagao

e gestao dos ecossistemas onde essa espécie desempenha um papel tdo importante.

20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as respostas fisioldgicas da espécie Guapira opposita expostas a
condi¢cdes de déficit hidrico, bem como analisar seu potencial de tolerancia por meio

da avaliacado de parametros morfoldgicos, fisioldégicos e bioquimicos especificos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a relagdo entre a porcentagem de agua no solo e a resposta
fisiolégica de Guapira opposita ao estresse hidrico;

+ Avaliar os impactos do estresse hidrico na biomassa seca total, na distribuicéo
de biomassa e no percentual de umidade em diferentes 6rgaos de Guapira
opposita, examinando as alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas induzidas pela
escassez de agua;

* Investigar o efeito do déficit hidrico na fluorescéncia da clorofila a em Guapira
opposita como um indicador da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II;

* Analisar as alteragdes na concentragdo de pigmentos fotossintéticos, como
clorofila a, clorofila b e carotenoides, em resposta ao estresse hidrico;

* Avaliar os efeitos do déficit hidrico na concentragao das poliaminas espermina,

espermidina e putrescina em plantas de Guapira opposita.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA

As coletas de frutos e solo foram realizadas na unidade de conservacao
Monumento Natural Municipal da Lagoa do Peri (MONA), situado ao sul da ilha de
Floriandpolis, Santa Catarina, nas coordenadas geograficas 48° 32'10"0 e 27°
44°30”S. O MONA abrange uma area de 42,74 km? compreendendo a bacia
hidrografica da Lagoa do Peri e envolve uma importante area de restinga da ilha de
Floriandpolis (FLORAM, 2019).

3.2 PROCESSAMENTO DOS FRUTOS E SEMENTES

Os frutos de G. opposita foram coletados em abril de 2022 de no minimo 10
individuos para garantir a variabilidade genética. Eles foram acondicionados em caixa
plastica e mantidos em geladeira a 6°C por no maximo duas semanas. A despolpa foi
realizada com auxilio de toalhas de papel descartaveis momentos antes da utilizacéo
das sementes. Posteriormente, as sementes foram desinfestadas em alcool 70% por
2 min, lavadas uma vez em agua destilada autoclavada, imersas por mais 20 min em
hipoclorito de sédio a 2%, agitando-as constantemente, e lavadas quatro vezes em

agua destilada autoclavada.

3.3 OBTENCAO E PREPARO DO SOLO

As coletas de porgdes de solo de restinga foram feitas a partir de 20 cm de
profundidade sob o dossel da mesma populacédo de G. opposita que foram coletados
os frutos. Em laboratério, o solo foi homogeneizado, peneirado para a retirada de
raizes e serapilheira. Em seguida, foi feita uma mistura com solo de restinga e
vermiculita 1:1, sendo essa mistura acondicionada em sacos plasticos e esterilizada
em autoclave por 45 minutos a 121°C. Os sacos ficaram fechados até o momento em

que foram utilizados para o experimento.

3.4 CULTIVO DAS PLANTAS
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As sementes foram desinfestadas como descrito no item 3.2 e colocadas para
germinar em caixas tipo gerbox com substrato de papel filtro umedecido com 5 mL de
agua destilada autoclavada a cada dois dias, em germinador tipo B.O.D. com
fotoperiodo de 12 horas a 25°C por 15 dias. Ao fim do periodo de germinagao, as
pléntulas foram transplantadas para vasos de plastico de 725 ml contendo substrato
de cultivo autoclavado e realocadas em sala de cultivo com temperatura de
aproximadamente 27°C com fotoperiodo de 12 horas e luz branca com intensidade de
aproximadamente 80 uMol m~2s~1, proporcionada por painéis de LED. A irrigagéo foi
feita com agua destilada autoclavada e semanalmente foi realizada uma irrigagédo com
solucdo nutritiva. As plantas permaneceram nessas condigdes até o inicio do

experimento.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apos seis meses de cultivo, na sala de crescimento, foram escolhidas oito
plantas de G. opposita que mantinham uma uniformidade para compor o experimento
que durou 30 dias. A sala de cultivo manteve as mesmas condigdes ambientais
(temperatura e fotoperiodo) citadas no item 3.4. Durante o experimento, as plantas
foram submetidas a diferentes frequéncias de rega, mantendo sempre um volume de
25 mL de agua destilada autoclavada por planta.

Houve dois niveis de tratamento de seca (Figura 2): 1- plantas que receberam
oito regas ao longo dos 30 dias (8x); 2- plantas que receberam quatro regas ao longo
dos 30 dias (4x). Sendo que no tratamento 8x foram realizadas duas regas por
semana e no 4x apenas uma rega semanal. O estresse hidrico foi imposto por meio
da retencdo de agua por 7 dias, seguida de rega (4x) e o controle foi considerado
aquele em que as plantas receberam rega a cada 3-4 dias (8x). Além disso, foram

estabelecidas quatro réplicas bioldgicas independentes para cada tratamento de seca.

3.6 ANALISES

3.6.1 Teor de agua no solo

O teor de agua no solo, foi determinado mediante a analise das diferencas

entre a massa fresca e seca do solo, sendo quantificado em termos percentuais por



25

meio do método gravimétrico (Jones, 2006). Durante as duas primeiras semanas de
experimento foram coletadas diariamente porgdes de solo de aproximadamente 0,5g,
por réplica e sem perturbar as raizes. Apos, essas amostras foram submetidas a
secagem em estufa a 105°C durante 24 horas para obteng&o dos valores (em gramas)
da massa fresca e massa seca. O calculo do teor de agua no solo foi realizado da
seguinte forma, em porcentagem:

Massa Fresca - Massa Seca
x 100

Massa Fresca

3.6.2 Biomassa e percentual de umidade

No ultimo dia do experimento foram separadas e pesadas as raizes, caules e
folhnas para a obtencdo da massa fresca (MF). As folhas foram fragmentadas e
aproximadamente 0,2g foi separado para obter a relagdo entre massa seca e massa
fresca e o restante foi congelado em ultrafreezer a -80°C para posteriores andlises
bioquimicas. A massa seca (MS) das raizes, caules e folhas foi obtida apés secagem
em estufa a 105°C durante 48 horas. Foi calculado massa seca total e percentual de
umidade (%U) nas folhas, caules e raizes, conforme a férmula descrita abaixo (Jones,
2006):

Massa Fresca - Massa Seca
x 100

Massa Fresca

3.6.3 Eficiéncia fotossintetizante

A eficiéncia do fotossistema Il (FSIl) foi medida diariamente com um
fluorimetro portatii JUNIOR-PAM (Walz Inc.), o que possibilitou determinar a
performance fotossintetizante de forma néo-invasiva, através da medicdo da
fluorescéncia da clorofila a (Oxborough; Baker, 1997). Foram escolhidas e marcadas
duas folhas madura e totalmente expandidas por planta para serem feitas as medi¢des
subsequentes, garantindo assim a comparabilidade entre as medi¢cbes. No 26° do
experimento, foi feita a medigado da eficiéncia fotossintetizante a cada 2 horas, do
momento que as luzes se acenderam até o momento que elas se apagaram. A

fluorescéncia minima (Fo) e a maxima (Fm) foram medidas diariamente as 6h, periodo
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que as luzes estavam apagadas, e a fluorescéncia instantédnea (F) e maxima na luz
(Fm) foram medidas sempre as 7h, 30 minutos apds as folhas serem adaptadas a
luminosidade. Com base nesses dados, foram calculadas a fluorescéncia variavel no
escuro (Fv=Fm- Fo) e na luz (AF = Fn' - F) e algumas variaveis fotoquimicas: eficiéncia

quantica maxima (Fv/Fm) e efetiva (AF/Fm) do FSII.

3.6.4 Pigmentos fotossintetizantes

Para determinar os teores de clorofila a (Cl a) e b (Cl b) e carotenoides (Car)
trés amostras de 0,2g de folhas frescas, por tratamento, foram colocados em tubos
Falcon® com adig&do de 5 mL de metanol, mantidos por 14h em ambiente escurecido.
Apos centrifugacdo, a absorbancia do sobrenadante foi avaliada em
espectrofotdmetro de 400 a 750 nm, sendo utilizado metanol como padrao interno. Os
calculos da concentragao de clorofilas foram realizados conforme Ritchie (2006) e

carotenoides conforme Lichtenthaler; Wellburn (1983).

3.6.5 Poliaminas endégenas

Para determinar o conteudo de poliaminas enddégenas putrescina (PUT),
espermidina (SPD) e espermina (SPM) foram utilizadas trés amostras de 0,3g de
folhas frescas, por tratamento. As amostras foram maceradas em 2,1 mL de acido
perclorico a 5% (v/v). As PAs livres foram extraidas, dansiladas e quantificadas, de
acordo com Steiner et al. (2007). PAs livres foram determinadas diretamente a partir
do sobrenadante. Para a derivatizacao foi utilizado cloreto de dansil e quantificadas
por HPLC usando uma coluna de fase reversa C18 de 5 ym (Shimadzu Shin-Pack
CLC ODS). A quantificagdo das PAs foi realizada utilizando um detector de
fluorescéncia a 340 nm (excitagao) e 510 nm (emissao). As areas de pico e os tempos
de retencdo foram medidos em comparacdo com PAs padrdo PUT, SPD e SPM,

sendo utilizado 1,7-diaminoheptano (DAH) como padrao interno.

3.6.6 Analises estatisticas
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O experimento foi realizado em blocos totalmente casualizados. Os dados

obtidos foram submetidos ao teste T de Student (p<0,05).

4RESULTADOS E DISCUSSAO

As respostas de G. opposita submetidas ao déficit hidrico pelas avaliagdes do
teor de agua no solo, massa seca e porcentagem de agua nas raizes, caules e folhas,
eficiéncia do fotossistema II, pigmentos fotossintetizantes e conteudo de poliaminas

endogenas estdo apresentadas nas Figuras 2 a 5.

4.1 TEOR DE AGUA NO SOLO

Foram medidos os valores do teor de agua no solo durante os primeiros 15
dias do experimento para verificar sua dinamica de perda de agua (Figura 2). Foram
observadas diferengas entre os tratamentos a partir do quinto dia de rega e essa
diferenca se manteve até o ultimo dia desta avaliagdo. Assim, foi suposto que essa
diferenca do teor de agua no solo se manteve entre os tratamentos até o final do
experimento e foi ocasionada pela mudancga na frequéncia da rega.

Os dois tratamentos receberam a mesma quantia de agua (25ml) no primeiro
dia de experimento. E possivel observar na Figura 2 que ambos os tratamentos
tiveram um declinio gradual da quantia de agua no solo at¢é o momento que o
tratamento 8x recebeu novamente sua rega. A partir desse momento, o tratamento 4x
mostrou porcentagens de agua sempre inferiores as do tratamento 8x.

Na Figura 2 podemos notar que o tratamento 8x recebeu rega no 1°, 5°, 8°,
12° e 15° dia (setas pretas), enquanto o tratamento do déficit hidrico recebeu rega no
1°, 8° e no 15° dia (setas laranjas) de experimento, mantendo o padrao de rega até o
final do estudo. Além do mais, é nitido ver que sempre houve um decaimento no teor
de agua no solo nos dias em que os tratamentos ndo receberam agua. Porém, esse
decaimento é mais acentuado no tratamento 4x, chegando a niveis menores que 5%
de agua no solo. Supomos que um teor tdo baixo de agua no solo possa ser prejudicial

a maioria das espécies vegetais.
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Figura 2. Teor de agua no solo de plantas de G. opposita submetidas a um regime de
oito regas (8x) ou quatro regas (4x) durante 30 dias. Setas pretas indicam os dias de
rega no tratamento 8x e setas laranjas no de 4x. Asteriscos indicam diferenga

significativa entre os tratamentos segundo o teste T de Student (p<0,05).
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Uma analise fundamental em experimentos voltados para a compreensao dos
diversos niveis de irrigagdo e seus impactos nos tratamentos requer a medi¢cao do
teor de agua no solo e/ou nas plantas. (Jones, 2006). A falta de agua no ambiente
pode influenciar no crescimento e ocasionar alteragdes nos processos ecofisioldgicos
das plantas (Tardieu; Granier; Muller, 2011). Entre os principais efeitos estdo a
inibicdo da fotossintese, decréscimo nas trocas gasosas e diminuicdo da taxa de
divisdo celular (Reddy; Chaitanya; Vivekanandan, 2004; Sharma et al., 2020). A
duracao e a intensidade do estresse hidrico levam as plantas a terem diferentes
reacgdes para lidar com a falta de agua (Shao et al., 2008).

O solo usado para esse experimento foi o0 solo de restinga, caracterizado por
ser um solo arenoso, com alta lixiviagdo de agua e nutrientes (Falkenberg, 1999).
Solos arenosos possuem uma maior quantidade de poros grandes, os quais conferem
um baixo potencial de retengédo de agua e alta permeabilidade (Bonilha et al., 2012).

Assim, a porosidade do solo influencia na disponibilidade de agua para as plantas.
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4.2 MASSA SECA E PORCENTAGEM DE AGUA

Com a diminuicdo da umidade do solo (Figura 2) e, presumivelmente, um
aumento do déficit hidrico do tratamento 4x, houve reducdo da massa seca total das
folhas e raizes e da porcentagem de agua na parte foliar (Figura 3), partindo do
pressuposto que todas as plantas do experimento tinham em média o mesmo
tamanho, uma vez que elas vieram do mesmo lote de sementes e foram mantidas nas
mesmas condi¢des até o inicio do experimento. Esses dados podem indicar que as
plantas de G. opposita submetidas a deficiéncia hidrica (4x) apresentaram um
crescimento menor do que as plantas 8x.

Quando ocorre um déficit hidrico as plantas podem apresentar varias
alteracbes metabdlicas, levando a uma inibigio do seu crescimento e
desenvolvimento (Shao et al., 2008; Zargar et al, 2017). Um dos efeitos da falta de
agua € a menor produgdo de biomassa fresca e seca (Farooq et al., 2009). O
tratamento 4x apresentou valores 33% e 63% menores na produgao de massa seca
total da parte foliar (Figura 3-A) e radicular (Figura 3-C), respectivamente, quando
comparado ao tratamento 8x. A produgédo de massa seca total do caule (Figura 3-B)
nao foi afetada pela disponibilidade de agua no solo. Em condi¢des de estresse hidrico
a expansao e a divisao celular sdo reduzidas devido a baixa presséo de turgor das
células que ocorre juntamente com a diminuigao do potencial hidrico da planta (Jaleel
et al., 2009; Sachdev et al., 2021).

No estudo realizado por Ribeiro (2020) também foram observados valores
menores de massa seca das raizes e folhas para as plantas de Erythroxylum
pauferrense quando submetidas ao estresse hidrico, havendo uma reducao de 79,3%
para a massa seca de folhas e 57,1% para a massa seca das raizes do tratamento
mais severo de seca. Também foi observado um declinio de 81,1% em relacédo a
massa seca de caules com déficit hidrico. Esse resultado é diferente do que ocorreu
no nosso experimento, que nao teve a massa seca dos caules afetada

significativamente pela diminuigdo de rega.
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Figura 3. Massa seca total (A, B, C), porcentagem de agua (D, E, F) e relagdo
raiz/parte aérea (R/Pa) (G) de plantas de G. opposita submetidas a um regime de oito
regas (8x) ou quatro regas (4x) durante 30 dias. A, D = Folha; B, E = Caule; C, F =
Raiz. Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos segundo o teste
T de Student (p<0,05).
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Ao analisar duas cultivares de soja sob estresse hidrico, ambas tiveram uma
maior reducdo da biomassa da parte aérea do que da biomassa da raiz, resultando
em maior relagéo raiz/parte aérea (R/Pa) (Du et al., 2020). Muitos autores relatam o
aumento radicular ou a maior proporgdo R/Pa no déficit hidrico, podendo ser uma
forma de tolerancia a falta de agua, visto que a planta consegue explorar partes mais
profundas de solo em busca de agua (Xu et al., 2015; Alhoshan et al., 2020; Wu et al.,
2022). Contudo, nossos resultados revelaram uma diminuigéo significativa na relagéao
raiz/parte aérea (R/Pa) no tratamento 4x, conforme ilustrado na Figura 3-G. Podemos
supor que a espécie G. opposita, em ambiente de restinga, otimiza seus recursos
energéticos, direcionando-os para o desenvolvimento da parte aérea em detrimento
do sistema radicular, visando melhorar o processo fotossintético. Esta alocacao
diferencial de recursos pode ser interpretada como uma estratégia adaptativa a
escassez de nutrientes e agua frequentemente encontrada em solos de restinga. As
plantas de restinga geralmente apresentam raizes mais superficiais, podendo estar
relacionada com as caracteristicas limitantes desse tipo de solo (Bonilha et al., 2012).

O mecanismo de tolerancia das plantas ao estresse hidrico é bastante
complexo, sendo controlado por processos genéticos, fisiologicos e bioquimicos
(Lebaudy et al., 2008). Acredita-se que as diferentes respostas estejam relacionadas
com a intensidade e duracao do estresse hidrico, as espécies das plantas testadas e
seus estagios de desenvolvimento (Demirevska et al., 2009; Yao et al., 2018). Além
disso, é preciso ter um longo peridio de estresse para que as plantas apresentem
alteragdes na sua morfologia (De Holanda et al., 2014).

Quando a planta estd em déficit hidrico, a quantidade de agua nas suas
células ou tecidos geralmente esta abaixo do normal. Uma planta bem hidratada tem
seu potencial hidrico elevado e maior pressao de turgor. A medida que o solo se torna
mais seco, a planta torna-se menos hidratada, podendo diminuir a porcentagem de
agua nos seus 0rgaos. Foi possivel observar uma diferenga na porcentagem de agua
nas folhas (Figura 3-D). O tratamento 8x teve em média 79% de agua nas folhas,
enquanto o tratamento 4x teve 74%. Nao houve diferenga em relagao a porcentagem
de agua no caule (Figura 3-E) nem nas raizes (Figura 3-F), em relagdo a quantidade
de rega. Ribeiro (2020), ao medir o percentual de umidade nas folhas de Erythroxylum
pauferrense, constatou que os valores maximos observados foram no periodo de
maior disponibilidade hidrica, o que corrobora com os dados encontrados no nosso

trabalho (Figura 3-D). A redugao na quantidade de agua nos tecidos foliares a medida
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que se intensifica o déficit hidrico sugere que a planta passou por uma desidratagéo
do protoplasma, podendo prejudicar a expansdo celular. Isso provavelmente
aconteceu no nosso experimento, pois as plantas com menor peso seco sdo as

mesmas que tiveram menor quantidade de agua nas folhas.

4.3 EFICIENCIA DO FOTOSSISTEMA II

Varios fatores bidticos e abidticos podem acarretar mudangas no aparato
fotossintético e seus efeitos podem ser analisados a partir da fluorescéncia da clorofila
a (Murchie; Lawson, 2013). Por meio dessa avaliacao, é possivel estimar se houve
inibicdo ou dano no processo de transferéncia de elétrons do fotossistema Il (PSll) e
consequentemente indicar o desempenho fotossintético da planta (Wang et al., 2013).
A eficiéncia quantica maxima dos centros de reacao do PSII (Fv/Fm) pode ser usada
como um indicador de danos na estrutura da cadeia de transporte de elétrons do
cloroplasto (Stirbet et al., 2018). Os resultados da eficiéncia quantica maxima do
fotossistema Il (Fv/Fm) podem ser observados na Figura 4-A. Nao houve diferenca
significativa entre as plantas nas duas condi¢des hidricas (4x e 8x). O maior valor de
Fv/Fm foi 0,7 e o menor foi 0,5 para ambos os tratamentos. Esses resultados sugerem
que o déficit hidrico aplicado as plantas nao foi suficiente para causar danos severos
aos fotossistemas, possivelmente porque essa planta é capaz de sobreviver em
regides onde a falta de agua € comum, como as restingas. Mesmo assim, um déficit
hidrico de longo prazo parece causar um efeito cumulativo no crescimento da planta,
conforme pode ser visto na Figura 3. Isso indica que, mesmo sem uma reducéo direta
sobre a eficiéncia da fotossintese, é possivel que as plantas sob déficit hidrico estejam
destinando uma porgdo maior dos seus recursos para a protecgao, restringindo assim
0S recursos para o crescimento. Entre essas formas de protecao estao as poliaminas,
conforme sera discutido adiante.

O déficit hidrico pode reduzir a eficiéncia fotossintetizante, através da menor
dissipagcdo de energia ou pelo inicio dos processos de fotoinibicdo (Murata et al.,
2007). No estudo realizado por Shin (2021a) com mudas de alface (Lactuca sativa)
cultivadas sob tratamentos de estresse hidrico (sem irrigacédo) e controle (bem
irrigado) foram constatadas alteragdes significativas no rendimento quantico maximo
(Fv/Fm) apenas no ultimo dia de avaliacao. O tratamento de estresse hidrico no ultimo

dia tinha cerca de 8% de teor de agua no solo e teve o valor de Fv/Fm diminuido,
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supondo dessa forma que quando a deficiéncia de agua atinge seu estado maximo é

que ocorre a fotoinibigao.

Figura 4. Eficiéncia do fotossistema |l em folhas de G. opposita submetidas a um
regime de oito regas (8x) ou quatro regas (4x) durante 30 dias. A= eficiéncia quantica
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm); B= rendimento quantico efetivo do fotossistema Il
[y(Il)]; C= ciclo diario do rendimento quantico efetivo do PSII [y(ll)]; D= area sob a
curva do rendimento quantico efetivo do PSII [y(ll) integrado]. Asteriscos indicam

diferenca significativa entre os tratamentos segundo o teste T de Student (p<0,05).
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Ao estudar plantas de Solanum lycopersicum (Liang et al., 2019), Viburnum
tinus (Tribulato et al., 2019) e Arabidopsis thaliana (Mishra et al., 2014) os valores de
Fv/Fm também foram reduzidos com a severidade do déficit hidrico. Aparentemente, o
nosso déficit hidrico pode ser classificado como severo, visto que a porcentagem de

agua no solo chegou abaixo de 5% em determinados dias. Porém, as plantas nao
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tiveram redugdo nos valores de F./Fm (Figura 4) quando comparados com o
tratamento 8x. Dessa forma, nossos resultados indicam uma possivel tolerancia da G.
opposita a baixas quantidades de agua no solo, visto que a quantidade de 5% de agua
no solo pode ser considerada um estresse severo para a maioria das plantas (Shin,
2021a).

Plantas que conseguem ativar os processos fisioldégicos e bioquimicos, e
modificar sua morfologia para lidar com a falta de agua, séo ditas tolerantes a seca
(Toscano et al.,, 2019). Ao avaliar duas variedades de soja (Glycine max), ND-12
(tolerante a seca) e C-103 (suscetivel a seca), em condi¢des de déficit hidrico
desequilibrado Igbal et al. (2019) obtiveram valores maiores de Fv/Fm na variedade
tolerante. Sugerindo que em condigdes de déficit hidrico desequilibrado, a eficiéncia
do PSII aumentou na cultivar resistente. Segundo Banks (2018) avaliar Fv/Fm pode ser
um parametro util de estresse hidrico em espécies sensiveis a seca ou seca severa,
mas nao seria tdo util em espécies tolerantes a seca ou sob seca moderada.
Corroborando com o0s nossos resultados que nao mostraram diferenga nesse
parametro.

Outro parametro que pode ser analisado € o rendimento quantico efetivo da
conversao de energia fotoquimica do PSIl sob condigdes de luz. Ele fornece a
proporcao de luz absorvida que foi realmente usado na fase fotoquimica do PSII. Os
valores obtidos para o rendimento quantico efetivo do fotossistema Il [y(Il)] podem ser
vistos na Figura 4-B. Também nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
O maior valor de y(ll) foi 0,6 e o menor foi 0,4 para o tratamento 8x. Ja para o
tratamento 4x os resultados foram 0,6 como maior valor alcangado e 0,3 como menor.

No estudo realizado por Shin (2021a) eles relataram que o y(ll) diminuiu
significativamente conforme a severidade do estresse. Porém a diminuicao de y(ll) foi
ocasionada dias antes da diminuicdo do Fv/Fm, sendo assim um parametro mais
sensivel a indugao do estresse hidrico em comparacdo com Fv/Fm. Em outro estudo
de Shin (2021b) também foi observado a diminuicdo de y(Il) antes de Fv/Fm no
tratamento de mudas de melancia Citrullus lanatus estressadas pela seca. Isto nio foi
observado no nosso experimento, ja que os valores do y(Il) e FvW/Fm comegaram a
diminuir a partir do 24° dia. Isso sugere que Guapira opposita ainda estava se
defendendo bem contra a desidratagao.

Uma vez que nao tinhamos detectado alteragdes no y(Il) ao longo do periodo

de déficit hidrico, pensamos na possibilidade de que essa reducao pudesse estar
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ocorrendo em momentos do dia nos quais nao estavamos fazendo medic¢des, ou que
uma reducdo pudesse ser detectada de maneira cumulativa nas plantas. Por isso, no
26° dia de experimento foram feitas medi¢des no ciclo diario do rendimento quantico
do PSII a cada duas horas (Figura 4-C), totalizando seis medidas ao longo do dia.
Através desses dados foi calculada a area sob o grafico para cada um dos
experimentos (Figura 4-D). Tanto os valores do ciclo diario do rendimento quéantico
do PSII, quanto o valor da area sob o grafico ndo foram significativos entre os
tratamentos. Nossos resultados levam a crer que nesse dia ndo estava ocorrendo
dano ao longo das horas, pois os valores nao foram significativos. Esses resultados
sugerem que, de fato, G. opposita nado apresentou queda na eficiéncia
fotossintetizante nas condigdes testadas.

Nossos resultados de Fv/Fm e y(Il) corroboram com os dos autores que
estudam tolerancia a seca. Guapira opposita € uma planta que também pode viver na
restinga, sendo um lugar de baixa quantidade de agua, ela provavelmente é tolerante
a esse fator. A falta de agua no solo (Figura 2) nao foi prejudicial para as avaliagdes
do rendimento quantico da clorofila a (Figura 4), quando comparado com os valores
do tratamento 8x. Contudo, a falta de agua influenciou na diminuicdo da massa seca
(folhas e raizes) e no teor de agua (folhas) das plantas sob déficit hidrico (Figura 3).
Uma possibilidade é que a perda de turgor dificultou os processos de divisdo e
crescimento celular e, consequentemente, prejudicou a produgcdao de biomassa pela

planta, ainda que a fotossintese estivesse funcionando relativamente bem.

4.4 PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES

Ao analisar os resultados dos pigmentos fotossintetizantes (Figura 5), foram
obervadas diferencas significativas nos teores de clorofila a e b, e carotenoides totais
nas folhas de G. opposita tratadas com os diferentes regimes de rega. O tratamento
de déficit hidrico resultou em um aumento na quantidade de todos os pigmentos
analisados. Além dos parametros de fluorescéncia do PSII (Figura 4), os pigmentos
fotossintetizantes também sdo importantes para averiguar indiretamente a integridade
do aparato fotossintético (Pilon et al., 2018).

As clorofilas e carotenoides séo pigmentos fotossintetizantes que auxiliam na
absorcao, transmissao e transformacao da energia luminosa durante a fotossintese

(Simkin et al., 2022). Conforme Farooq et al. (2009) as clorofilas a e b sao propensas
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a diminuir conforme o ressecamento do solo. Por isso, ter altas concentracdes de
clorofila € uma caracteristica desejavel para lidar com o estresse hidrico e ter um baixo
grau de fotoinibicdo do PSII (Askari; Ehsanzadeh, 2015).

Figura 5. Teores de clorofila a (Cl a), b (Cl b) e carotenoides (Car) em folhas de G
opposita submetidas a um regime de oito regas (8x) ou quatro regas (4x) durante 30

dias. Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos segundo o teste
T de Student (p<0,05).

35

3,0 — I 8x

2,5

2,0 -

mg/g MS

1,5 -

1.0 - * T

0,5

*
0,0 T T l T H
Car

Cla Clb

A clorofila a é o principal pigmento dos complexos coletores de energia
luminosa para a fase fotoquimica, primeiro estagio do processo fotossintético. O déficit
hidrico € normalmente caracterizado por diminuir a quantidade de clorofila e reduzir a
capacidade fotossintetizante das plantas. Isto pode ocorrer porque o déficit hidrico
aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam danos nos
cloroplastos, degradando a clorofila (Parida et al., 2007; Kumar, et al., 2017; Sachdev
etal., 2021). Foi observado que o teor de clorofila total (a+b) diminuiu no déficit hidrico
moderado e severo nas duas espécies Thymus vulgaris e Thymus kotschyanus
(Ashrafi et al., 2022).
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No entanto, é esperado que cultivares que mantenham maiores conteudos de
clorofila sob deficiéncia hidrica tenham melhor capacidade de tolerar essa condicéao,
devido a relagéo entre clorofilas, fotossintese e produtividade (O'neill et al., 2006).
Nove plantas herbaceas foram testadas por Luo et al. (2023) sob seca moderada (30%
- 40% da Cc) e somente Poa crymophila teve o conteudo de clorofila a aumentado
significativamente em comparagdo com o controle. Também foi destacado um
aumento no teor de clorofila total (a+b) em Impatiens walleriana com 5% de teor de
umidade do solo (Marija Duric¢ et al., 2020). Os niveis de clorofila a ndo mostraram
nenhuma diminuigao significativa nas plantas Nerium oleander submetidas a 15 dias
de estresse hidrico, mas foram reduzidos depois de 30 dias de estresse (Kumar, et
al., 2017). No estresse hidrico, o conteudo de clorofila varia conforme as espécies
estudadas (Luo et al., 2023).

A clorofila b é considerada um pigmento acessoério, pois auxilia na absorgao
de luz e na transferéncia da energia luminosa para os centros de reacgdes. Ela é
sintetizada a partir da clorofila a através de uma enzima chamada clorofila a
oxigenasse (Croft et al., 2014). Também no estudo de Kumar et al. (2017) em relagéo
aos niveis de Cl b nas folhas de N. oleander sob estresse hidrico, houve um aumento
em relacéo ao controle aos 15 dias de tratamento e uma diminuigao pela metade apés
30 dias. Nossos resultados foram parecidos com os autores citados em relagdo ao
aumento de clorofilas em plantas tolerantes ao estresse hidrico. O aumento ou
manutengao dos niveis de clorofila pode ser benéfico para as plantas submetidas ao
déficit hidrico, uma vez que a clorofila desempenha papel essencial na fotossintese e
seus recursos podem ser destinados a biossintese de compostos antioxidantes.

Os carotenoides além de serem pigmentos acessoérios que auxiliam na
absorcao de luz para a fotossintese, também tém um papel fotoprotetor e antioxidante
para as plantas (Zhang et al., 2020). Eles podem eliminar ERO, mantendo o equilibrio
redox na fotossintese (Sharma et al., 2012). Dessa forma, podem ser bons indicadores
para avaliar a resisténcia das plantas ao estresse hidrico (Farooq et al., 2009). Tal fato
pode explicar porque encontramos valores mais altos de carotenoides nas plantas 4x
(Figura 5). Resultados parecidos também foram observados na espécie Vatairea
macrocarpa, endémica do cerrado brasileiro, que sob restricdo hidrica teve maior teor
de carotenoide, porém houve uma diminuigdo no conteudo de clorofila (Vieira et al.,
2017). Em contraste, os valores de carotenoides n&do foram alterados nos diferentes
tratamentos de seca, no estudo citado anteriormente, com espécies de Thymus
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(Ashrafi et al., 2022). Porém, a espécie Thymus kotschyanus tinha valores maiores de
carotenoides desde o controle e isso pode explicar sua melhor resisténcia a falta
severa de agua. Nossos resultados sugerem que o aumento dos teores de clorofila e
carotenoides pode ter contribuido para a estabilidade do sistema fotossintético,
preservando a eficiéncia da producdo de energia mesmo diante de condigbes
adversas.

No nosso estudo, as plantas que sofreram com o déficit hidrico tiveram os
conteudos de clorofila (a e b) e carotendides (Figura 5) maiores que as 8x. Uma
possivel explicacdo para isso seria que a Guapira opposita € uma planta tolerante a
seca, corroborando com os autores que também tiveram os pigmentos aumentados
em plantas tolerantes ao déficit hidrico. Assim, podemos supor que o aumento nas
concentragdes de carotenoides ajudou a proteger as clorofilas da degradacéo. E com
o0 aumento dos pigmentos fotossintetizantes as plantas 4x conseguiram manter o
aparato fotossintético estavel, quando comparado com o tratamento 8x, como
sugerem os valores relativos a eficiéncia fotossintetizante (Figura 4). Foi demonstrada
uma correlagao positiva significativa entre Fv/Fm e teor total de clorofila (a+b) indicando
que, possivelmente, o aumento nos teores de clorofila sob déficit hidrico tenha sido

um fator importante para a manutencao da taxa fotossintetizante (Zhuang et al., 2020).

4.5 CONTEUDO DE POLIAMINAS ENDOGENAS

Nas plantas, as principais poliaminas encontradas sao putrescina (PUT),
espermidina (SPD) e espermina (SPM) (Kusano et al., 2008). Na Figura 6 & possivel
observar o conteudo enddgeno de PUT, SPD e SPM para folhas de G. opposita
tratadas com os diferentes regimes de rega. Ocorreu diferenca significativa apenas no
conteudo de espermidina (Figura 6-A). Essa diferenca foi cerca de 53% no tratamento
exposto ao déficit hidrico.

A concentragao de poliaminas geralmente muda sob varios tipos de estresses
ambientais, como no estresse hidrico. O aumento na sintese de poliaminas pode ser
uma resposta de tolerancia a seca (Kasukabe et al., 2004), visto que elas estado
envolvidas na eliminagdo de ERO, ajuste osmético e estabilizagdo da membrana
(Farooq et al., 2010; Li et al., 2018). Contudo, os trés tipos de poliaminas geralmente

nao aumentam significantemente ao mesmo tempo (Ebeed et al., 2017). Nossos
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resultados foram consistentes com essas afirmacodes, pois houve um aumento apenas
na sintese de espermidina nas plantas do déficit hidrico (Figura 6-A).

Normalmente, € observado um acumulo maior de PAs em gendtipos
tolerantes do que nos sensiveis a seca (Kasukabe et al., 2004), conforme foi
observado em um estudo com cultivares de tremocgo amarelo (Lupinus luteus)
tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico. A cultivar tolerante apresentou maior teor de
SPD nas folhas, quando comparada com PUT e SPM (Juzon et al., 2017). E
interessante relembrar que também encontramos maior valor de espermidina no
tratamento sob déficit hidrico (Figura 6-A). Porém, os conteudos de PAs podem diferir
por diversos fatores, dentre e entre espécies, estagio de desenvolvimento, 6rgao da
planta e capacidade de tolerancia ao estresse (Hura et al., 2015).

Ao analisar o déficit hidrico em Rosa damascena foram encontrados teores
diferentes de PAs conforme o estresse ocasionado. Os maiores conteudos de
espermidina e espermina foram relatados sob déficit hidrico moderado (50% Cc) e
severo (25% Cc), respectivamente (Adamipour, 2020). Normalmente é relatado um
aumento no teor de putrescina no inicio do estresse hidrico, visto que a partir dela é
possivel sintetizar PAs de maior peso molecular como SPD e SPM (Yang et al., 2007;
Adamipour, 2020). Também é descrito a utilizagdo de aplicagdes de poliaminas
exdgenas ou sobre-expressédo de genes biossintéticos de poliaminas como forma de
aumentar a toleréancia ao déficit hidrico (Zhu et al., 2019; Hasan et al., 2021).

A espermidina foi aplicada exogenamente em plantas de milho (Zea mays)
sob déficit hidrico e os resultados sugeriram que ela atuou na prevencédo da
degradacao da clorofila e, assim, na protecao da estrutura do PSII [maior Fv/Fm e y(I1)]
(Li et al., 2018). Desse modo, ela melhorou a eficiéncia fotossintetizante e a tolerancia
a seca das mudas de milho. As aplicagcdes exdgenas de espermidina e espermina
melhoraram significativamente o aparato fotoquimico devido ao aumento dos valores
de Fv/Fm e y(ll) em Agrostis stolonifera (krishnan; Merewitz, 2017) e também
aumentaram as concentragcoes de carotenoides e clorofila total em Triticum aestivum
cv. Sakha-94 (Hassan; Ebeed; Aljaarany, 2020) e Valeriana officinalis (Mustafavi et
al., 2016), todos sob déficit hidrico. Em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana,
a superexpressao do gene PbSPMS, responsavel pela produgdo de espermidina na
pera facilitou o acumulo SPD e SPM, conferindo assim maior resisténcia a seca das

plantas transgénicas do que das plantas do tipo selvagem (jiang et al., 2020).
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Analisando todas essas informacgdes citadas, podemos supor que o0 aumento
da espermidina (Figura 6-A) e dos carotenoides (Figura 5) atuaram no sistema
antioxidante eliminado ERO e protegendo a degradagao das clorofilas. Dessa forma,
o PSIlI foi devidamente protegido (Figura 4) e provavelmente mantiveram a

integridade do aparato fotossintético e melhoraram a tolerancia a seca de plantas de
G. opposita.

Figura 6. Conteudo de poliaminas enddgenas em folhas de G. opposita submetidas a
um regime de oito regas (8x) ou quatro regas (4x) durante 30 dias A= Espermidina
(SPD); B= Espermina (SPM); C= Putrescina (PUT). Asteriscos indicam diferenga

significativa entre os tratamentos segundo o teste T de Student (p<0,05).
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5 CONCLUSAO

Nosso estudo revelou que G. opposita provavelmente direcionou mais energia

para proteger o aparato fotossintético do que para a produg¢ao de biomassa, uma vez
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que o crescimento celular provavelmente foi reduzido pela falta de agua. Com o
aumento dos antioxidantes ndo enzimaticos, como espermidina e carotenoides, as
espécies reativas de oxigénio nao foram capazes de degradar as clorofilas,
protegendo assim o aparato fotossintético. Isso sugere uma estratégia adaptativa da
planta para lidar com o estresse hidrico.

De modo geral, nossos resultados indicam que G. opposita é capaz de tolerar
o tratamento de déficit hidrico aplicado neste experimento. No entanto, em ambientes
naturais, outras condicbes ambientais podem influenciar a tolerancia de G. opposita,
incluindo variacbes de temperatura, intensidade luminosa, exposicao a radiacao
ultravioleta e ventos fortes. Esses fatores, tanto individualmente quanto em conjunto,
tém o potencial de intensificar o estresse hidrico e, portanto, devem ser considerados
ao extrapolarmos os resultados para o ambiente natural.

Além disso, sdo necessarias mais investigacbes sobre como G. opposita
responde a esses estressores adicionais para compreender de forma abrangente seus
mecanismos adaptativos e sua resiliéncia em ambientes naturais. Essas informacgdes
sdo cruciais para o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservagao e

manejo, especialmente diante das previsbes de mudancgas climaticas.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Acreditamos que seja interessante realizar estudos com outros estressores
ambientais, os quais também poderao ser agravados com o aquecimento global, como
variagdes de temperatura, luminosidade e radiacao ultravioleta. Além disso, é
importante considerar que no campo, o estresse hidrico muitas vezes ocorre em
conjunto com outros fatores estressantes. Explorar essas interagdes pode fornecer
informagdes sobre como os diferentes fatores ambientais se combinam para afetar a
fisiologia e o desempenho de G. opposita.

Sabemos que G. opposita habita ecossistemas com caracteristicas bastante
diferentes, como restinga e floresta ombréfila densa. Foi observado que ela apresenta
plasticidade morfolégica nesses lugares. Estudos podem ser realizados para
investigar se as plantas de G. opposita também apresentam plasticidade fisioldgica e
bioquimica impulsionada pelos diferentes ecossistemas. Essas analises também
podem ser realizadas no campo, para validar os resultados em condi¢gdes ambientais

mais préximas da realidade.
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Também seria interessante conduzir estudos moleculares para compreender
0s mecanismos especificos pelos quais G. opposita responde ao estresse hidrico. Isso
pode incluir a identificacdo de genes responsaveis pela regulacdo da resposta ao
estresse, a analise de vias metabdlicas envolvidas na sintese de antioxidantes e
outros compostos relacionados a tolerdncia ao estresse, como as enzimas
antioxidantes e o acumulo de prolina.

Compreender a tolerancia ao estresse hidrico de G. opposita pode ter varias
aplicagdes praticas, incluindo o desenvolvimento de estratégias de conservagao e
restauracdo ecoldgica. Isso pode incluir a identificacdo de areas prioritarias para
conservagao, como as restingas, e a implementagdo de mudas de G. opposita em
projetos de restauragcdo de ecossistemas degradados. Além disso, os resultados
desses estudos podem auxiliar no desenvolvimento de culturas agricolas mais
tolerantes a seca.

Essas perspectivas futuras podem contribuir para expandir nosso
conhecimento sobre a tolerdncia ao estresse hidrico em G. opposita e informar
praticas de conservacdo e manejo mais eficazes para esta espécie e para os

ecossistemas onde ela esta presente.
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