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éxciton aprisionado mover um
elétron pela cadeia
transportadora de elétrons apos
Qa
Rendimento quantico da
dissipacéo de energia na forma de
calor
indice da probabilidade de um
éxciton mover um elétron pela
cadeia transportadora de elétrons
Fluxo especifico de dissipacdo de
energia por centro de reagédo
Respiracdo Noturna
Relacdo entre a taxa
fotossintética e a respiracao
noturna

umol CO, m
S-l

mmol m2s?
mol HoO m?s
1



TRo/RC Taxa méaxima de captura do -
Fotossistema Il

ETo/RC Fluxo de transporte de elétrons -
por centro de reagdo
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RESUMO

RAMOS, POLYANA RAFAELA, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Rio Verde, novembro de 2024. Respostas Adaptativas de
Anemopaegma arvense a sazonalidade hidrica no Cerrado: Implicacbes para a
conservacdo em cenarios de mudancas climaticas. Orientador: Dr. Fabiano Guimaraes

Silva.

As mudangas climéticas tém intensificado os periodos de seca, ameacando a
sobrevivéncia de muitas espécies em diferentes biomas, incluindo o Cerrado, onde ainda
sdo incipientes o0s estudos sobre o comportamento adaptativo em campo. A
Anemopaegma arvense € uma espécie nativa do Cerrado com bioativos de uso medicinal,
cosméticos, biocidas e esta entre as espécies da flora brasileira ameagadas de extingéo.
Dessa forma, o objetivo que se teve com este estudo foi identificar e compreender as
respostas fisioldgicas, bioquimicas, anatbmicas e metabolicas em plantas silvestres de
A. arvense sob diferentes condi¢gdes de sazonalidade hidrica em um fragmento de
Cerrado no interior de Mato Grosso. O estudo foi realizado em Porto Alegre do Norte,
Mato Grosso. As avaliac@es fisiologicas e as coletas de material vegetal para analises
morfoanatémicas, bioquimicas e metabolicas ocorreram nos periodos de inicio da seca
(S1), final da seca (Sr) em setembro de 2021, e periodo chuvoso (C) em janeiro de 2022.
Para atravessar o periodo mais seco (Sf) A. arvense reduziu seu desempenho
fotossintético, ativando mecanismos de dissipacdo de energia luminosa em forma de
calor para proteger as funcdes fotossintéticas. Essas alteracfes do sistema fotossintético
foram acompanhadas pelo incremento da atividade de enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, pelo dano as membranas devido ao aumento
da peroxidacdo de lipideos nelas presentes, por alteracdes anatdbmicas devido ao
espessamento da epiderme adaxial, do parénguima esponjoso e pali¢adico, pelo aumento
na concentracdo de agucares, aminoacidos e acidos organicos. Dessa forma, os ajustes
fisiolégicos, bioquimicos, anatdmicos e metabdlicos observados para A. arvense ao
longo das estagdes sdo de fundamental importancia para que a planta consiga atravessar
0 periodo de maior déficit hidrico. Compreender como as plantas nativas respondem a
campo as varia¢fes sazonais pode contribuir para futuros planos de manejo, bem como
garantir a sobrevivéncia em um ambiente em constante mudanca.

PALAVRAS-CHAVE: Seca; estresse abidtico; plantas do Cerrado.
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GENERAL ABSTRACT

RAMOS, POLYANA RAFAELA, Federal Institute of Education, Science and
Technology Goiano - Rio Verde Campus, November 2024. Adaptive Responses of
Arvense Anemopaegma to Water Seasonality in the Cerrado: Implications for
Conservation in Climate Change Scenarios. Advisor: Dr. Fabiano Guimarées Silva.

Climate change has intensified dry periods, threatening the survival of many species in
different biomes, including the Cerrado, where studies about adaptive behavior in the
field are still incipient. Anemopaegma arvense is a species native to the Cerrado with
bioactives for medicinal, cosmetic, biocide use and is among the Brazilian flora species
threatened with extinction. Therefore, this study aimed to identify and understand the
physiological, biochemical, anatomical and metabolic responses in wild Anemopaegma
arvense plants under different water seasonality conditions in a Cerrado fragment in the
interior of Mato Grosso. Physiological assessments and plant material collections for
morphoanatomical, biochemical and metabolic analyses occurred during the beginning
of the drought (S)), end of the drought (Sr) in September 2021, and the rainy season (C)
in January 2022. To cross the drier period (SF), A. arvense reduced its photosynthetic
performance, activating light energy dissipation mechanisms in the form of heat to
protect photosynthetic functions. These changes in the photosynthetic system were
accompanied by an increase in the activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase, catalase and ascorbate peroxidase, by damage to membranes due to increased
peroxidation of lipids present in them, by anatomical changes due to the thickening of
the adaxial epidermis, the spongy parenchyma and palisade, due to the increase in the
concentration of sugars, amino acids and organic acids. Therefore, the physiological,
biochemical, anatomical and metabolic adjustments observed for A. arvense throughout
the seasons are of fundamental importance for plant to be able to overcome the period
of the greatest water deficit. Understanding how native plants respond to seasonal
variations in the field can inform future management plans, as well as ensure survival in
an ever-changing environment.

KEY WORDS: Dry; abiotic stress; Cerrado plants.
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1. INTRODUCAO GERAL

E crescente a quantidade de estudos voltados para compreender as respostas das
plantas as mudancas climaticas que vem intensificando ao longo dos ultimos anos, com
impactos tanto na biodiversidade como nas plantas de interesse agricola (Santos et al.
2021; Krauss, 2023). Devido a diversidade de biomas, aos diferentes sistemas de
producdo e a heterogeneidade regional do Brasil, acredita-se que esses impactos possam
ser intensificados, afetando regibes ao norte e centro do pais, que ja registram
temperaturas mais elevadas (Braga e Laurini, 2024). Além disso, as mudangas nos
padrGes de precipitacdo hidrica tendem a desestabilizar equilibrios ecoldgicos,
ameacando espécies e impactando diretamente as atividades agricolas, 0 que por sua vez,
compromete a estabilidade socioeconémica (Santos et al. 2021; Boonman et al. 2022;
Braga e Laurini 2024).

O dominio Cerrado, também conhecido como Savana Tropical Brasileira, € um
dos hotspots ambientais mais relevantes do mundo, pela alta biodiversidade e
endemismo. No entanto, nos ultimos anos, o Cerrado tem sido um dos ecossistemas mais
afetados pelas mudancas climaticas, caracterizadas por aumento da temperatura diurna
e noturna, variagdes na precipitacéo e reducéo na umidade do ar entre o pico da estacdo
seca e 0 inicio da estacdo chuvosa (Alves et al. 2022). Estudos realizados entre 1960-
2019, indicam elevacdo a cerca de 1°C por década, além de periodos de seca,
principalmente nos meses de maio a setembro (Hofmann et al. 2021). Apesar de que
mudangas no clima e na vegetacdo ocorram naturalmente ao longo do tempo, a
intensificacdo recente desses fendbmenos tem exposto as plantas a condicGes severas,
prejudicando processos moleculares, celulares, morfologicos e de desenvolvimento.
Embora as consequéncias exatas para as espécies nativas ainda ndo sejam totalmente
compreendidas, ciclos sazonais de seca intensa, intercalados com precipitacOes
moderadas, podem enfraquecer o bioma e comprometer a sobrevivéncia das espécies
(Goncalves et al. 2021; Chaudhry e Sidhu 2022).

A catuaba (Anemopaegma arvense) é uma espécie nativa do Cerrado, pertencente
a familia Bignoniaceae, com grande potencial econémico e diversas aplicagdes. Esta
entre as vinte espécies selecionadas como “plantas para o futuro” e consideradas
prioritarias para pesquisa (Pereira e Bertoni 2016; Teixeira et al. 2024). Além de ser
utilizada na formulacdo de medicamentos por grandes laboratérios, a A. arvense é alvo

de quatro patentes japonesas que destacam seus efeitos sobre o rejuvenescimento celular,
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evidenciando o valor comercial (Pereira e Bertoni 2016; Teixeira et al. 2024). Os
principais estudos envolvendo a A. arvense retratam principalmente sobre os efeitos etno
e farmacoldgicos (Firetti-Leggieri, 2013; Calio et al. 2022; Guimardes et al. 2022),
seguidos da parte de fenologia e ecologia (Mendes e Carlini, 2006; Fonseca et al. 2022)
e capacidade de rebrota pos fogo (Zirondi et al. 2020; Ferraro et al. 2021). No entanto,
sdo incipientes os estudos sobre mecanismos e estratégias, fisiologicas e bioquimicas, de
sobrevivéncia das espécies nas condi¢Ges variaveis da sazonalidade climética.
Adicionalmente, sdo necessarios mais estudos para identificar e caracterizar as
substancias produzidas por essa planta, com potencial para geracdo de biomoléculas que
podem ser utilizadas como biocidas. Isso pode abrir novas oportunidades de renda para
agricultores locais, diversificando os produtos derivados dessa espécie e ampliando seu
impacto econémico.

Assim como diversas plantas do Cerrado, a A. arvense encontra-se na lista das
espécies ameacadas de extingdo (Firetti et al. 2017; Brasil, 2022) e apresenta
caracteristicas adaptativas e de resiliéncia ainda pouco conhecidas para ambientes
sazonalmente secos. Esse contraste sazonal entre a estagcdo seca e chuvosa, bem como
alta irradiancia e temperaturas sdo caracteristicas ambientais do Cerrado, que por sua vez
influenciam de diferentes formas a vegetagdo, impondo, especialmente na estagdo seca,
intenso estresse hidrico sobre as plantas (Vieira et al. 2017; Conceicdo et al. 2024).
Embora algumas espécies do Cerrado apresentem mecanismos de resposta a essas
condicdes sazonais, essas caracteristicas nem sempre sdo encontradas em espécies de
interesse agricola (Lambers et al. 2020). Porém despertam interesse nos programas de
melhoramento genético, que buscam novas técnicas que possam aumentar a tolerancia e
adaptacdo de plantas ao déficit hidrico (Amiri et al. 2024).

A seca pode provocar nas plantas inimeras respostas anatbmicas, morfolégicas,
fisioldgicas e bioquimicas para aclimatarem a condi¢cGes ambientais estressantes
(Hanaka et al. 2021; Ylias et al. 2021). Devido a plasticidade dos tecidos foliares e
vasculares, alteracdes estruturais como variagdo na espessura foliar, alteracfes no
tamanho e densidade de estdbmatos, aumento da espessura de alguns tecidos podem
ocorrer em situacdes de seca intensa e afetar a sobrevivéncia de individuo e a distribuicéo
de especies (Yule et al. 2024; Yavas et al. 2024; Yao et al. 2024). Pireda et al. (2019),
por exemplo, evidenciaram maior espessamento de tecidos do parénquima pali¢adico e
esponjoso e da epiderme em folhas de Manilkara subsericea e Inga laurina. O

espessamento, incluindo as camadas de tecido fotossintético do mesofilo, resulta em
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folhas mais espessas, podendo contribuir para maior eficiéncia no uso da agua em
periodos secos (Binks et al. 2016; Ariano et al. 2022). Ocorrendo principalmente para a
melhoria na resisténcia e o fluxo de agua no tecido (Hernandez e Park, 2022).

Do ponto de vista fisioldgico, durante os periodos de seca, a perda de agua pelo
processo transpiratorio é reduzida ao maximo, pelo controle da abertura estomatica que
pode até culminar em completo fechamento desses poros (Bhusal et al. 2023; Bandurska
2022). Esse controle de abertura estomatica é regulado por uma rede de receptores,
proteinas quinases, transportadores e canais i6nicos, ativados na maioria pelo acimulo
de acido abscisico (ABA) nas células-guarda (Anfang e Shani, 2021; Liu et al. 2022).
Esse processo diminui a taxa de assimilacdo de carbono, a eficiéncia fotossintética
(Mukarram et al. 2021; Hemati et al. 2022; Zahra et al. 2023), contetido de pigmentos
cloroplastidicos e a taxa de transporte de elétrons (Gupta e Prakash 2019; Ghadirnezhad
Shiade et al. 2022; Lin et al. 2023. O desequilibrio entre a geracao e utilizacdo de poder
redutor, aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Yang et al. 2021),
ocasionando altera¢des no estado redox celular pelos danos em acidos nucleicos, lipidios
e proteinas de membranas. Embora o acimulo de EROs seja prejudicial, também atuam
como moléculas sinalizadoras, ativando vias de resposta ao estresse que auxiliam na
adaptacdo da planta as condi¢des de seca (Shah et al. 2017; Garcia-Caparroz et al. 2021).

As plantas podem neutralizar o excesso de radicais livres gerado pelo estresse
oxidativo através da ativacdo de enzimas do sistema antioxidante de defesa e do aumento
na producdo de metabdlitos com funcdo osmoprotetora e antioxidante (Yang et al. 2021;
Zandalinas et al. 2022). Hondrio et al. (2021), evidenciaram aumento na atividade das
enzimas antioxidantes como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases
(POD) em plantas de Annona crassiflora (uma espécie nativa do Cerrado) para proteger
do excesso de ROS e manter o equilibrio redox celular. Maior atividade dessas enzimas
também foram encontradas em plantas cultivadas de quinoa e feijdo-caupi mediante
condicdes de estresse hidrico causado pela seca e/ou baixa disponibilidade hidrica
(Hinojosa et al. 2018; Melo et al. 2022).

O ajuste metabdlico em resposta a seca € dinamico e multifacetado, variando
conforme a intensidade e duragdo do estresse, assim como a sensibilidade de cada
especie (Marcek et al. 2019). Na ultima década, a resposta metabolica das plantas ao
estresse a seca ganhou atencéo especial entre pesquisadores, muitos metabolitos foram
considerados como tendo papel importante na tolerancia ao estresse (Nuccio et al. 2015;

Wei et al. 2020). Entre essas respostas, destacam 0 aumento nos teores de muitos solutos
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compativeis, como acucares, alcoois de aglcar e aminoacidos podem fornecer a
compreensdo do desempenho das plantas sob condi¢tes de estresse climatico (Jeelani et
al. 2018; Fabregas e Fernie, 2019), bem como fornecer informagdes valiosas para o0s
futuros programas de melhoramento (Marcek et al. 2019). Michaletti et al. (2018)
encontrou aminoacidos, acidos organicos e agucares como 0s principais metabolitos
alterados em abundancia apos estresse por baixa disponibilidade de &gua em plantas de
trigo. Resultados semelhantes foram encontrados por You et al. (2019) para o gergelim,
e em metabolitos secundarios como terpenos em Xylopia aromatica (Campos et al.
2024).

Neste contexto, é fato que as mudancas climaticas, especificamente a ampliacdo
dos eventos sazonais de seca, representam grandes desafios para a producdo agricola e a
preservacdo da biodiversidade (Kumar et al. 2022). Regi@es brasileiras como o Norte,
Nordeste e Centro-Oeste sdo vulneraveis a esses efeitos, 0 que impacta diretamente 0s
ecossistemas e a agricultura local (Diniz-Filho et al. 2020; Nazareth et al. 2022). No
caso, de plantas nativas como A. arvense, um historico de estresse hidrico pode conferir
as plantas um legado que as torna mais resilientes a secas recorrentes. A compreensao
das respostas fisioldgicas, bioquimicas e metabodlicas dessa espécie é crucial, pois
permite identificar mecanismos de adaptacdo que contribuem para a conservacgdo e
resiliéncia frente as mudancas climaticas, além de apoiar estratégias de manejo
sustentavel e programas de melhoramento genético. Assim, os estudos com a A. arvense,
oferecem valiosos insights para perpetuacdo e adaptacdo dessa espécie ao ecossistema
brasileiro, ajudando a entender os impactos da sazonalidade climatica e a promover a

protecdo de ecossistemas vulneraveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as respostas anatdmicas, fisioldgicas, bioquimicas e metabolicas em plantas
silvestres de Anemopaegma arvense em funcéo da sazonalidade hidrica nas estagdes seca

e chuvosa.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Identificar as modificacbes anatbmicas foliares que ocorrem e podem contribuir
para o sucesso da adaptacdo ou permanéncia da espécie no ambiente nativo;

¢ Identificar as alteracdes fisiologicas da Anemopaegma arvense nas estacdes seca
e chuvosa em um fragmento de Cerrado;

e Caracterizar as respostas bioquimicas e metabolicas da Anemopaegma arvense

mediante as condi¢des de sazonalidade do ambiente;
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3.CAPITULO 1
(Normas de acordo com a revista Journal of Plant Research)

Respostas fisiologicas, morfoanatdmicas e bioquimicas a sazonalidade de

Anemopaegma arvense em um fragmento de Cerrado

Resumo

Plantas nativas do dominio Cerrado comumente apresentam adaptacédo a sazonalidade desse ambiente. No
entanto, com as mudancas climaticas intensificando eventos de seca e reduzindo a precipitacdo, conhecer
como as plantas respondem e quais mecanismos ativam para se adaptar e ajustar seu metabolismo € de
extrema importancia para prever planos de manejo mais eficientes. O objetivo que se teve com este estudo
foi investigar as caracteristicas morfoanatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas da Anemopaegma arvense
durante o inicio (SI) e o final da estagdo seca (SF) e durante a estagdo chuvosa (C) em um em um fragmento
de Cerrado no interior de Mato Grosso. Com o avanco do periodo seco, a planta ajustou a estrutura
anatdmica para regular a perda de agua por meio do aumento da espessura da epiderme adaxial (AdEp),
parénquima esponjoso e palicadico (SP e PP), mesofilo (MS) e espessura foliar (LT). Durante o periodo
de seca mais intensa (S¢) a atividade e o desempenho fotossintético foram menores (A e Plags). Para
proteger o aparato fotossintético, a A. arvense aumentou ABS/RC, Dio/RC e ®p,, que atuam na dissipacéo
do excesso de energia luminosa na forma de calor. Em resposta ao aumento de malondialdeido, houve
maior atividade das enzimas antioxidantes, superéxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, no
periodo mais seco, seguido pela sua reducdo com o avanco da estacdo chuvosa, possibilitando que a planta
atravesse o maior periodo de déficit hidrico. Os ajustes promovidos pela A. arvense indicam a resiliéncia
no ambiente, permitindo a sobrevivéncia perante a variacdo sazonal e mudancas climéticas.

Palavras-chave: Anatomia; variacdo sazonal; seca; mecanismos de resposta.

3.1 Introducéo

O Dominio Cerrado cobre 2 milhdes de quildmetros quadrados e abriga mais de
5% de todas as espécies vegetais (Machado et al. 2023). Nas Gltimas décadas, passou
por mudancas severas e atualmente, menos de 20% da cobertura vegetal nativa
permanece intacta, aproximando-se rapidamente de um ponto critico de perda de
biodiversidade com impactos sociais, ecolégicos e econémicos significativos (Colli et
al. 2020; Machado et al. 2024; Silva et al. 2024). O Cerrado também é um ambiente rico
em especies vegetais com caracteristicas relevantes para a agricultura. Este dominio é
importante reservatorio de recursos genéticos e de “inovagdes biologicas” no
enfrentamento as condi¢cdes ambientais sazonais. A extincdo ou a destruicdo de
qualquer espécie vegetal no Cerrado ndo representa apenas uma perda ecoldgica
significativa, mas um impacto econémico (Filardi et al. 2018; Lambers et al. 2020;
Schiassi et al. 2018).

Mudangas no padrdo e uso da terra, ocupagodes irregulares, manejo incorreto do

fogo e plantagbes comerciais (Strassburg et al. 2017; Velazco et al. 2023) e


https://link.springer.com/article/10.1007/s40626-020-00180-z#ref-CR55
https://link.springer.com/article/10.1007/s40626-020-00180-z#ref-CR139
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principalmente as mudancas climaticas vém provocando a destruicao e fragmentacao de
habitats no Cerrado com efeitos na distribuicdo, fenologia, dispersdo e até extin¢do de
espécies (Alencar et al. 2020; Costa-Coutinho et al. 2022; Hofmann et al. 2021). As
mudancas climaticas estdo alterando drasticamente a frequéncia, duracdo e a gravidade
de eventos extremos, como secas e ondas de calor induzindo agravamento das condicdes
de seca severa na ultima década (Libonati et al. 2022; Marengo et al. 2022).

A Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfed ex de Souza conhecida como catuaba
ou vergateso, pertence a familia Bignoniaceae, nativa dos campos do Brasil Central. Essa
planta, ameacada de extincdo por causa do valor econémico, € utilizada na medicina
popular, em cosméticos pela industria japonesa e na agricultura, com estudos sobre o
potencial biocida (Ferreira et al. 2022; Firetti et al. 2017; Teixeira et al. 2024). Assim
como outras espécies nativas do Cerrado, A. arvense adapta-se bem as variacdes
sazonais, incluindo a estacao seca e chuvosa e as altas temperaturas da regido. No entanto
com a intensificagcdo das mudancas climéaticas e aumento da seca, acredita-se que as
plantas sejam afetadas no crescimento e produtividade com estimativas de perdas em até
30% até 2025, afetando também a interacdo tréfica, distribuicdo e funcdo de diferentes
espécies nos ecossistemas (Bashir et al. 2021; Lambers et al. 2020; llyas et al. 2021).
Apesar dos avancos cientificos, ainda ha muitos questionamentos e poucos estudos sobre
a resiliéncia e adaptacao das espécies do Cerrado (Chaudhry e Sidhu 2022; Hura et al.
2022; Kuhn et al. 2021).

O estresse por seca altera diversas atividades da planta, mas um dos principais
efeitos é o declinio da atividade fotossintética (Kapoor et al. 2020). Durante periodos
secos, 0s estomatos tendem a permanecer fechados como mecanismo para reduzir a
transpiracdo e as trocas gasosas, abrindo na estacdo chuvosa (Wolf et al. 2016; Wright
et al. 2023). Esse fechamento estomatico, embora eficiente na conservacdo de agua,
impacta negativamente a fixacdo de carbono e o acumulo de biomassa (Barros et al.
2020). A fotossintese, vital no fornecimento biomassa e energia para as plantas, é um
dos processos fisiologicos mais afetados pela seca (Chen et al. 2023; Ghardirnezhad
Shiade et al. 2022). A reducdo na fixacdo de carbono causa o desequilibrio redox,
resultando na producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), consequentemente
danos oxidativos na maquinaria fotossintética (Sato et al. 2024; Zahra et al. 2023). Esses
fatores alteram a integridade da membrana celular, levando a distirbios metabolicos
agudos, alterando a produtividade da planta e em casos mais extremos, levando a morte
(Deepak et al. 2019; Kapoor et al. 2020).
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As folhas sdo o principal 6rgdo de transpiracdo e atuam como indicador da
condicdo de deficiéncia hidrica, e por serem suscetiveis a mudancas ambientais, a
anatomia varia de acordo com a disponibilidade de &gua (Yavas et al. 2022; Wang et al.
2022). Em resposta a seca, as plantas podem modificar a estrutura ajustando a
condutancia estomatica, aumento ou reducao da espessura foliar e tecidos palicadico e
esponjoso (Pefia-Rojas et al. 2024). Essas alteracdes geralmente estdo envolvidas na
protecdo das plantas contra a perda de 4gua para o ambiente, aumentando a capacidade
das plantas de armazenar e minimizar essa perda (Silva et al. 2018; Zuniga-Feest et al.
2017; Yavas et al. 2024).

Em condicbes de estresse, as plantas ativam mecanismos especificos e
individuais para enfrentar os desafios ambientais. Durante a seca, ocorrem alteragoes
bioquimicas (como no sistema antioxidante de defesa e no metabolismo), fisiologicas
(como a atividade dos estbmatos e a regulacédo fotossintética) e morfoldgicas (mudancas
na estrutura e formato das folhas e raizes), além dos processos celulares e moleculares
(llyas et al. 2021; Oguz et al. 2022; Yang et al. 2021). Um dos fatores importantes é a
relacdo entre a densidade e o tamanho dos estdmatos, que pode influenciar a rapida
alteracdo da condutancia estomatica (Bertolino et al. 2019; Buckley 2019), e
consequentemente, a taxa fotossintética (Andrade et al. 2022; Yin et al. 2020), em
resposta as variagdes sazonais entre as estacdes do ano.

Com as mudangas climaticas intensificando os episddios de seca, torna-se
necessario estudar plantas nativas do Cerrado, como a A. arvense, para entender as
respostas e adaptacdes as mudancas sazonais do clima. Essa espécie € conhecida pela
capacidade de sobreviver em ambientes sazonais marcantes. O estudo das caracteristicas
fisiolégicas, como a capacidade de manutencdo da fotossintese, pode oferecer insights
valiosos sobre como essa espécie lida com o déficit hidrico. Tais respostas, serdo
Importantes para prever e gerenciar as consequéncias das mudancas climaticas, além de
desenvolver estratégias de conservagao (Grossman 2022; Sato et al. 2024). Dessa forma,
aproveitando a natureza sazonal do ambiente, foi investigado como a espécie A. arvense
regula o comportamento fisioldgico, bioquimico e morfoanatémico de acordo com as
mudancas sazonais induzidas pela estacdo seca e chuvosa em um fragmento de Cerrado
no interior de Mato Grosso. Foram testadas as seguintes hipoteses: (1) a perda de agua é
limitada na estacao seca pelo maior ajuste no fechamento estomatico; (2) em condigdes
de seca a espécie tende a promover ajustes anatbmicos na espessura da epiderme e

tecidos parenquimaticos e mesofilicos para melhorar a eficiéncia do uso da agua; (3)
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para evitar o estresse oxidativo a A. arvense possui um eficiente sistema de defesa

antioxidante por meio da ativacéo de enzimas como a SOD, CAT e APX.

3.2 Material e Métodos

3.2 .1 Area de estudo, material vegetal e desenho experimental

As plantas de Anemopaegma arvense avaliadas neste estudo, estdo localizadas
em um fragmento de Cerrado localizado em area rural do municipio de Porto Alegre do
Norte, situado no nordeste de Mato Grosso, na regido conhecida como médio norte
Araguaia. A area esté localizada a cerca de 6 km do municipio (10°53” 188 Se 51°37”
273 WO), com altitude de aproximadamente 206 m. O clima da regido ¢ caracterizado
por duas estacdes bem definidas, o inverno (estacdo chuvosa) e o verdo (estacdo seca).
A estacao chuvosa inicia-se entre 0s meses de setembro e outubro e estende-se até marco
e abril, destacando os meses de novembro, dezembro e janeiro como o0s que, geralmente,
apresentam a maior média mensal de precipitacdo (Silva et al. 2008; Zimbres et al. 2020).
A precipitacdo anual atinge cerca de 1900 mm e a temperatura média é de 28°C, com
méaxima de 41°C e a minima de 15°C (Silva et al. 2022). A esta¢do seca € marcada por
profunda deficiéncia hidrica, causada pela reducdo dréstica da ocorréncia de chuvas e
inicia-se entre 0s meses de abril e maio e estende-se até parte dos meses de setembro a
outubro, registrando, dessa maneira, de 5 a 6 meses de deficiéncia hidrica climatica
(Silva et al. 2008).

As avaliagdes e coletas de material vegetal, foram realizadas em maio de 2021,
agosto de 2021 e janeiro de 2022. Com base na precipitacdo durante 0s meses anteriores
as datas de amostragem evidenciados pelos dados climatoldgicos coletados da estacao
meteorolégica automatica pertencente ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Mato Grosso-Campus Confresa (a aproximadamente 20 km do local da
coleta das amostras em linha reta), foram definidos trés condi¢cdes pluviométricas:
durante o periodo de abril até agosto de 2021 (Periodo Seco) e setembro de 2021 até
marc¢o de 2022 (Periodo Chuvoso). Considerou-se que as plantas amostradas no més de
maio de 2021 foram avaliadas no inicio do periodo de seca (Si), em agosto de 2021 no
fim da seca (Sr) e em janeiro de 2022 no periodo chuvoso (C). Durante os periodos de
avaliacdo padronizou-se o0 uso do terceiro par de folhas do &pice para a base, tentando
ao maximo garantir a padronizacdo do estagio fenologico das mesmas durante as

avaliagdes.
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A precipitacdo média mensal foi de 5,00 mm, 0,00 mm e 264,2 mm para maio,
agosto e janeiro, respectivamente (Figura 1). Janeiro foi escolhido como més para
realizacdo das coletas durante a estacdo chuvosa em fun¢éo do alto indice de precipitacdo
ocorrido no més anterior (dezembro, 479,4 mm). Entre S; e Sk transcorreram 106 dias e,

entre Sk e C, 139 dias. Foram amostradas 15 plantas A. arvense em cada época.
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Figura 01: Temperatura maxima e minima (°C) e precipitacdo (mm) entre 0os meses de
abril de 2021 a janeiro de 2022, em Porto Alegre do Norte-MT. Em destaque as épocas
de inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e chuvosa (C) que foram realizadas as

observacgdes. Fonte: Fonte: Estacdo meteoroldgica do IFMT, Campus Confresa-MT.
(2022)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés épocas e 15
repeticOes (15 espécimes) de plantas de A. arvense. As plantas foram selecionadas com
base na presencga de mais de trés ramos. As avaliacdes de fluorescéncia da clorofila a,
trocas gasosas e a coleta do material vegetal para analises anatdbmicas e da atividade de
enzimas do sistema antioxidante de defesa, foram realizadas no terceiro par de folhas do

apice para a base de cada planta.

3.2.2 Analise do Potencial hidrico foliar Yw

O potencial hidrico foi determinado pelo método de equilibrio de pressdo com
auxilio de uma camera de pressdao Scholander no periodo da antemanha entre 03h e
04h30 (Wam) utilizando um ramo apical.
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3.2.3 Anélise morfoanatémica

Trés folhas do terco médio de cada planta amostrada foram coletadas e fixadas
em solucdo de FAA a 70% (Formaldeido: etanol: &cido acético — 4%: 50% :5%) por 48
horas, posteriormente desidratadas em série ascendente de etanol 70-100% (Johansen
1940), pré-infiltrado e infiltrado com historesina (Leica Microsystem, Mensheim,
Alemanha). As amostras foram seccionadas com 5um de espessura usando 0 micrétomo
rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China), e as sec¢fes coradas com azul de
toluidina em solugéo tampao de fosfato (0,05%) (O’Brien et al 1964). Além disso, para
a analise da densidade e tamanho de estdmatos, foi realizada a impressao da epiderme
adaxial e abaxial em laminas utilizando cola adesiva instantanea. As imagens foram
obtidas em um microscopio Olympus (BX61, Tdquio, Japdo) acoplado a uma camera
DP-72 utilizando a opc¢do de campo claro. Nas imagens das amostras infiltradas, foram
realizadas observacfes morfoanatbmicas da epiderme adaxial (AdEp) e abaxial (AbEp),
parénquima pali¢adico (PP), paréngquima esponjoso (SP), mesofilo (MS) e espessura
foliar (LT). As medicGes micromorfométricas foram realizadas no software ImageJ (v.

1.47, Java Image Processing and Analysis, Houghton, MI, EUA).

3.2.4 Fluorescéncia da clorofila a

Para avaliagdo da fluorescéncia da clorofila a foi utilizado fluorémetro portatil
FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech Republic). As folhas
foram adaptadas previamente ao escuro por 30 minutos para completa oxidacdo do
sistema fotossintético de transporte de elétrons. Foram obtidos os parametros de indices
bioenergéticos do PSII como, o rendimento quéntico potencial do PSII (Fv/Fm), Psi_o
(Rendimento quantico: probabilidade em t = 0 de um éxciton aprisionado mover um
elétron pela cadeia transportadora de elétrons ap6s Quinona a (Qa)); ®go (Indice da
probabilidade de um éxciton mover um elétron pela cadeia transportadora de elétrons
apos Qa); Tro/RC (Taxa minima de captura do fotossistema Il); Eto/RC (Fluxo de
transporte de elétrons (além de Qa) por centro de reacdo com t = 0); Plags (indice de
desempenho fotossintético); ABS/RC (Fluxo especifico de energia luminosa por centro
de reagdo); ®po (Rendimento quantico da dissipacdo de energia na forma de calor) e
Dio/RC (Fluxo especifico de dissipacdo de energia por centro de reacao) (Strasser et al.
2004).

3.2.5. Trocas gasosas
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As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para estimar as variaveis de taxa
fotossintética (A umol.m™ st), condutancia estomatica (gs, mol H.O m2 s, respiragio
noturna (Rn) e a relagdo entre taxa fotossintética e respiragdo noturna (A/Rn). Estas
avaliacdes foram realizadas utilizando um medidor portatil de gases ao infravermelho
(L1-6800 XT, Licor®, Lincoln, Nebraska, EUA), entre 8h e 11h, utilizando radiacédo
fotossinteticamente ativa (PAR) (1200 pmol m2 s1), concentracdo atmosférica de CO>
(Ca) (=400 pumol mol™?), temperatura (~25 °C) e umidade (~50 %) na cdmara de medig&o.

3.2.6 Atividade de enzimas antioxidante de defesa e de danos celulares

A atividade das enzimas antioxidante de defesa, superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) foi medida usando aproximadamente 0,3
g de tecido foliar moido macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em solucgédo
tampdo de fosfato de potassio (pH 6,8), e 0 extrato enzimatico centrifugado a 12.000 g
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto (Debona et al.
2012). A atividade da SOD (SOD - EC 1.15.1.1) foi determinada medindo a capacidade
da enzima de reduzir fotoquimicamente o azul de nitrotetrazélio (NBT), segundo Del
Longo et al. (1993) e determinado em 560 nm em espectrofotdbmetro (Evolucdo 60S,
Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA). Uma unidade SOD foi definida como a
quantidade de enzima necesséria para inibir 50% da fotorreducéo do NBT (Beauchamp
e Fridovich 1971). A atividade de CAT foi determinada pela taxa de degradacdo do
peroxido de hidrogénio (H202) a 240 nm durante dois minutos a 25 °C (Havir e McHale
1987). O coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al. 1995) foi
utilizado para calcular a atividade enzimatica. A APX foi determinada de acordo com
Nakano e Asada (1981) e foi medida pela taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm
durante um minuto a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM* cm™ (Nakano
e Asada 1981) foi utilizado para calcular a atividade. Todas as atividades enzimaticas
foram expressas com base na proteina, cuja concentracdo foi determinada pelo método
proposto por Bradford (1976).

O dano celular pelo estresse oxidativo foi avaliado pela peroxidagéo de lipidios
via acumulacdo de malondialdeido (MDA), conforme descrito por Cakmak e Horst
(1991). Foi adicionado 1 mL do meio de reagdo, consistindo em 0,5% (p/v) acido
tiobarbitarico (TBA) e acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), para tubos de ensaio
contendo 0,3 mL do sobrenadante, que foram entéo incubados a 90 °C por 20 minutos.

As reacgdes foram interrompidas em banho de gelo e as amostras centrifugadas a 10.000
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g por cinco minutos para eliminacdo de bolhas. As amostras foram lidas em
espectrofotometro UV-VIS (Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA)
em 440, 532 e 600 nm, e o contetido MDA foi expresso como pmol MDA g de MF.

3.2.7 Analises Estatisticas

Os resultados foram submetidos aos tratamentos estatisticos pertinentes utilizando
o programa computacional R (R Core Team 2022). Primeiramente as variaveis foram
submetidas a analise exploratoria e de residuo, que foram identificados e retirados os
outliers por meio da funcdo outlierTest do pacote Car (Fox e Weisberg 2019).
Posteriormente foi avaliado a normalidade dos residuos através do teste de Shapiro Wilk
utilizando a fungdo Shapiro.test.

A andlise de variancia foi realizada através da funcdo aov, considerando o fator
“época” como efeito de tratamento perante o comportamento das variaveis relacionadas
a bioquimica, fisiologia da A. arvense. As médias estimadas pela funcdo emmeans do
pacote Emmeans (Lenth R 2022), e quando o efeito dos tratamentos foi significativo,
submetido ao teste de comparacdo de medias Tukey. Também foi realizada analise
multivariada utilizando PCA (Analise dos Componentes Principais) utilizando os pacotes
FactoMineR (Le; Josse e Husson 2008) e factoextra (Kassambara e Mundt, 2020).

3.3 Resultados

3.3.1 Potencial Hidrico (¥w)
A sazonalidade do ambiente influenciou no potencial hidrico (Wwam) de
Anemopaegma arvense. Foi observado redu¢ao no Wwam N0 periodo de estagdo de seca

(Sie SF). Na estagao chuvosa, o Wwam das plantas foi restabelecido (Fig. 2).
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Fig 2: Potencial hidrico (MPa) da antemanha (Wwam) em plantas de catuaba

(Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim
da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre

si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

3.3.2 Caracteristicas morfoanatémicas
O tecido foliar da Anemopaegma arvense & composto por uma epiderme

unisseriada tanto na face adaxial (AdEp) quanto na abaxial (AbEp). O mesofilo (MS)
dorsiventral assimétrica, com 1 a 2 camadas de parénquima palicadico (PP) alongado na

face adaxial. No parénquima esponjoso (SP), as células sdo de diferentes formatos, com

amplos espacos intercelulares (Fig. 3 a-c).

500 pm

Fig. 3. Corte transversal do mesofilo (MS) de folhas de Anemopaegma arvense
mostrando a epiderme adaxial (AdEp), epiderme abaxial (AbEp), parénquima palicadico
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(PP) e parénquima esponjoso (SP). Os cortes anatémicos foram realizados em folhas
coletadas no inicio da seca (Si) (a), fim da seca (Sr) (b) e estacdo chuvosa (C) (c).

Né&o houve diferenca significativa na espessura da epiderme adaxial (AdEp) no
inicio da estacdo seca (Si), embora no final da seca (Sk) a AJEp tenha sido mais espessa
do que na estacdo chuvosa (C) (Fig. 3 a-c e Fig. 4 a). A espessura da epiderme abaxial
(AbEp) néo apresentou diferencas entre as estagdes (Fig. 3 a-c e Fig. 4 b). Ndo houve
diferengas na espessura do parénquima palicadico (PP, Fig. 4 c), parénquima esponjoso
(SP) (Fig. 4 d), mesofilo (MS) (Fig. 4 e) e espessura foliar (LT) (Fig. 4 f) entre o inicio
da seca e a estacdo chuvosa (S; e C). Entre Sr e C, no entanto, esses mesmos parametros
aumentaram em 15,82%, 14,21%, 21,66% e 16,56%, respectivamente.
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Fig. 4: Espessura da epiderme adaxial (AdEp) (a), abaxial (AbEp) (b), parénquima
palicadico (PP) (c), parénquima esponjoso (SP) (d), mesofilo (MS) (e) e espessura da
folha (LT) (f) de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variacao sazonal de precipitacao:
inicio da seca (S)), fim da seca (Sk) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma
letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

A impressao epidérmica demonstrou que as folhas de A. arvense apresentam
estdmatos somente na face abaxial (Fig. 5 a-b) e tricomas em ambas as faces. Nao foram

observadas diferencas significativas na densidade estbmatos (Fig. 6 a). No entanto, foi
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observado maior comprimento dos estdbmatos no final da seca (Sr), com reducédo no

periodo chuvoso (C) (Fig. 6 b).
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Fig. 6: Densidade (a) e comprimento dos estdbmatos (b) em plantas de catuaba
(Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim
da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre
si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

3.3.3 Fluorescéncia da clorofila a

O rendimento quéntico potencial do PSIlI (Fv/Fm) manteve-se com valores
semelhantes nas épocas Sie C (inicio da seca e chuvosa), mas reduziu no S (final da
seca), possivelmente por causa da menor disponibilidade hidrica nesse periodo (Fig. 7
a). Ndo foram observadas diferencas significativas no PSi-0, ®go, TRO/RC e ET0/RC,
que representam o fluxo de elétrons e a taxa maxima de captura do PSII (Fig. 7 b-e). Por
outro lado, o indice de desempenho fotossintético (Plags) foi menor no final da seca (Sk)
com posterior recuperacdo na época chuvosa (C) (Fig. 7 f). Em resposta a reducdo de
Plags, no final da seca (Sr), houve aumento na dissipagdo do excesso de energia como
observado no ABS/RC, ®p, e Dio/RC (Fig. 8 a-c).
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Fig. 7: Rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm) (), da probabilidade de em t =
0 um éxciton aprisionado mover um elétron pela cadeia transportadora de elétrons apds
a Quinona A (Qa) (Psi-0) (b), probabilidade de um éxciton mover um elétron pela cadeia
transportadora de elétrons ap6s a Qa (®ko) (C), taxa maxima de captura do Fotossistema
Il (TRo/RC) (d), fluxo de transporte de elétrons por centro de reacdo (Eto/RC) (e) e
indice de desempenho fotossintético (Plags) (f) em plantas de catuaba (Anemopaegma
arvense) sob variagdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e
estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste
de Tukey (p<0,05%).
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Fig. 8: Fluxo especifico de energia luminosa por centro de reacdo (ABS/RC) (a),
Rendimento quantico da dissipacdo de energia na forma de calor (®po) (b) e Fluxo
especifico de dissipacédo de energia na forma de calor (Dio/RC) (c) em plantas de catuaba
(Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim
da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre
si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

3.3.4 Trocas gasosas

O periodo de seca (Si e Sk) influenciou nas trocas gasosas de Anemopaegma
arvense. A taxa liquida de assimilacdo de carbono (A), a condutancia estomatica (gs) e
a taxa respiratdria (Rn) apresentaram comportamento similares, com maiores valores no
inicio da seca (Si) e queda em Sr, que se manteve durante a época chuvosa (C) (Fig. 9 a-
b). A relacdo entre a taxa fotossintética e respiragdo noturna ndo apresentou diferengas

significativas entre as épocas avaliadas (Fig. 9 c-d).
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Figura 9: Taxa fotossintética (A) (a), condutancia estomatica (gs) (b), Respiracédo
noturna (Rn) (c) e Relacgdo entre taxa fotossintética e respiracdo noturna (A/Rn) (d) em
plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio
da seca (Si), fim da seca (Sk) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo
diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

3.3.5 Danos celulares e atividade de enzimas antioxidantes em funcéo da sazonalidade
de A. arvense

As mudancas na sazonalidade do ambiente influenciaram a producdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e maior teor de MDA foi evidenciado durante o periodo mais
seco (Sr) (Fig. 6 a). O aumento em MDA resultou na ativacdo da atividade das enzimas
antioxidantes de defesa em resposta ao estresse oxidativo. A estacdo seca (Si e Sr)
induziu maior atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) (Fig. 9 b). Além da
SOD, em S também se observou maior a¢do das enzimas catalase (CAT) e peroxidase
do ascorbato (APX). Durante o periodo chuvoso, os valores de SOD, CAT, APX e MDA
reduziram em comparagdo com a seca (Fig 9).
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Fig. 10: Atividade do Malondialdeido (MDA) (a) e das Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) Superdxido Dismutase (SOD) (b), Catalase (CAT) (c) e Ascorbato peroxidase
(APX) (d) em plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variagdo sazonal de
precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e estagdo chuvosa (C). Médias seguidas
da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

3.4 Discusséo

Neste estudo, foram evidenciados que as mudancas sazonais, como a estacao seca
e chuvosa, influenciaram nas respostas fisiologicas de plantas de Anemopaegma arvense,
desencadeando estratégias para recuperar a homeostase redox e tolerar a reducdo da
disponibilidade hidrica. Eventos de restricao hidrica ativam vias de sinalizacdo das raizes
para a parte aérea da planta, resultando no fechamento estomatico para minimizar a perda
de agua, e na manutencao do Yw foliar (Kaur et al. 2021). No Cerrado, as plantas podem
apresentar comportamento fisioldgico sazonal, como a manuten¢do do ¥w (Bucci et al.
2004; Jancoski et al. 2021), para sustentar o crescimento e a sobrevivéncia.

Estudos anteriores indicam que as variagdes sazonais no Ww ao amanhecer
podem refletir a profundidade das raizes, sugerindo que raizes mais profundas podem
manter um Yw mais elevado durante periodos secos (Brum et al. 2017; Choat et al.
2018). Essa adaptacdo ¢ atribuida as mudancas temporais e espaciais nos padrdes de
absorcdo de dgua (Behzad et al. 2023). A Anemopaegma arvense possui xilopodio que
pode atingir um metro ou mais de profundidade (Ferraro et al. 2021), demonstrando a
adaptacéo a ambientes com menor disponibilidade de agua (Kuster et al. 2017).

Além disso, sob condicdes de baixa disponibilidade hidrica, as plantas alteram as
estruturas anatdmicas a nivel celular para lidar com o estresse (Yavas et al. 2024). No

final da seca (Sr), foi observado aumento na espessura da AdEp, SP, PP, MS e LT,
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indicando maior engrossamento da folha durante o periodo de maior déficit hidrico. Esse
aumento na espessura dos tecidos permite regular a perda de dgua (Araujo et al. 2021) e
sugere adaptacgdes opticas para filtrar e/ou espalhar o excesso de luz nos tecidos foliares,
protegendo contra os danos excessivos de luz (Karabourniotis et al. 2021).

As estruturas estomaticas, que desempenham papel crucial na resposta das
plantas a disponibilidade hidrica, também apresentam grande sensibilidade as variacdes
sazonais ambientais (Zoulias et al. 2020). As folhas de Anemopaegma arvense, séo
hipoestomaticas, apresentando estdbmatos apenas na face abaxial (Fig. 5). Esse arranjo,
associado as adaptacbes anatdbmicas, € importante para plantas em ambientes com
grandes oscilagOes estacionais, pois reduz a exposi¢cdo dos estbmatos a radiacdo solar,
minimizando a perda de agua durante a transpiracdo (Drake et al. 2019; Richardson et
al. 2020). No entanto, o impacto da disponibilidade de agua no desenvolvimento
estomatico ndo é totalmente compreendido e merece mais estudos, pois as respostas
podem variar entre as espécies (Buckley 2019). Neste estudo, foi observado que ndo
houve variacdo na densidade e no comprimento dos estdbmatos durante as épocas
estudadas, similar ao encontrado por Gerardin et al. (2018), Bertolino et al. (2019) e
Araujo et al. (2021).

Embora os estudos que descrevem variacao temporal e sazonal nas caracteristicas
funcionais e anatdmicas das folhas de espécies do Cerrado ainda sejam limitados, devido
ao desafio de monitorar as folhas ao longo do tempo (Araudjo et al. 2021), a pouca
variacdo na densidade estomatica ao longo das estacfes pode ser explicada pela
plasticidade foliar da espécie. Essa plasticidade permite equilibrio entre 0 nimero de
estdmatos por mm? e area foliar (Xu et al. 2008), ou ainda pela variagdo na luminosidade
do ambiente (Melo Jr e Boeger 2016).

Em geral, @ medida que o déficit hidrico do solo aumenta, o desempenho
fotossintético das plantas demonstra plasticidade importante em relagdo as mudancas
sazonais. O periodo de seca (Sr) influenciou diretamente maior numero de caracteristicas
morfoanatdbmicas, biogquimicas e variaveis relacionadas a eficiéncia fotoquimica
(Eto/RC, DIo/RC, ®Do e ABS/RC) (Fig. 10). A complexidade do maquinario
fotossintético, esta constantemente submetida a alteracbes ambientais, e as plantas
respondem justamente modificando as estruturas morfologicas e metabolismos
fisiologicos (Chauhan et al. 2023; Sharma et al. 2019; Sun et al. 2023), refor¢ando a
plasticidade adaptativa da espécie nativa do Cerrado. As plantas podem reduzir Fv/Fm

para minimizar a producdo de ROS (Umar e Siddiqui 2020). A A. arvense reduziu Fv/Fn
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e 0 Plass ao final da estagdo seca (Sr) (Fig. 7 a, f), no entanto, os resultados indicam que
embora o desempenho fotossintético tenha diminuido, essa reducdo ndo provocou danos
ao aparato fotossintético (Ali et al. 2021; Wang et al. 2022).

Embora, os fluxos de energia especificos para o transporte de elétrons (Psi_o,
®eo, TRO/RC e ETO/RC) tenha se mantido estaveis ao longo dos periodos avaliados
(Gonzélez et al. 2021; Simkin et al. 2022), a menor condutancia estomatica (gs) e a
redugdo na taxa de assimilagdo de CO: (A) sugerem que a limitagdo estomatica
contribuiu para a diminuicdo da eficiéncia fotossintética. Com o excesso de energia
proveniente do transporte de elétrons, o aumento na ABS/RC, Dio/RC e ®po, mostra a
ativacdo de mecanismos de dissipacao do excesso de energia luminosa na forma de calor,
para proteger o aparato fotossintético (Hu et al. 2023, Magdaong e Blankenship 2018;
Oliveira et al. 2022; Sidiqui 2022). Durante a esta¢cdo chuvosa, observou-se recuperacao
nas variaveis consideradas como indices de vitalidade do aparato fotossintético, como
Plasse ®eo. Resultados semelhantes foram encontrados por diferentes autores (Lee et al.
2022; Koutra et al. 2022; Zhang et al. 2021), indicando que A. Arvense pode adaptar-se
as variacOes sazonais através de ajustes nas respostas fisiologicas para garantir a
funcionalidade fotossintética.

A reducdo na respiragdo noturna (Rn) das plantas, no final da seca (agosto),
corrobora com estudos que relatam essa diminuicdo em condicgdes de seca severa (Fu et
al. 2020; Tombesi et al. 2021). A reducdo da Rn em condicbes de déficit hidrico pode
estar relacionada a reducdo de carboidratos causadas pela diminuicdo da atividade
fotossintética (Tombesi et al. 2021; Zufferey 2016), também observada neste estudo
(Fig. 9-a). Curiosamente, no més de janeiro, durante a estagdo chuvosa, a Rn permaneceu
baixa, contrastando com estudos que indicam aumento da respira¢do noturna com maior
disponibilidade hidrica (Ayub et al. 2011; Collins et al. 2021). Essas variacGes podem
estar ligadas a respostas estomaticas mais lentas (Yan et al. 2023) ou a fatores ambientais
e biologicos especificos de A. arvense, que merecem maior investigacdo em estudos
futuros.

Apesar dos mecanismos de defesa para atenuar os danos fotossintéticos, o
estresse fotoxidativo provocado pelo periodo de seca foi evidenciado pelo aumento de
MDA em Sg, um marcador amplamente utilizado para identificar danos celulares
resultantes da peroxidacdo lipidica (Chiappero et al. 2021). Durante periodos de estresse,
como a seca, a produgdo em excesso de EROs destr6i membranas celulares e

cloroplastos, contribuindo para o aumento de MDA (Hou et al. 2021; Liang et al. 2022;
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Morales e Munné-Bosch 2019; Yalcinkaya et al. 2019). Para manter o equilibrio redox
do metabolismo celular e mitigar os danos causados pelas EROs, A. Arvense ativou as
defesas antioxidantes, aumentando a atividade das enzimas SOD, CAT e APX (Fig. 9 a,
b e c). Esse comportamento € tipico de plantas tolerantes a seca, que apresentam maior
atividade dessas enzimas em resposta ao estresse oxidativo (Hassan et al. 2021; Santos
et al. 2022; Sarker e Oba, 2018). A SOD que atua como a primeira na linha de defesa ao
eliminar radicais anions superdxidos (Oz") e oxigénio singleto (1O2) (Zhanassova et al.
2021), mostrou maior atividade no inicio da seca (Si) e no final de seca Sr, destacando a
importancia desta enzima.

CAT e a APX sdo enzimas-chave na eliminacdo e desintoxicacdao de perdxidos
de hidrogénio (H202) gerado ap6s a dismutacdo das EROs pela SOD (Hasanuzzaman et
al. 2020; Zandalina et al. 2022). Neste estudo, observou-se 0 aumento na atividade das
enzimas CAT e APX em A. Arvense em Sg. Dessa forma, a ativagdo do sistema
antioxidante, incluindo as enzimas SOD, CAT e APX, foi significativamente maior no
periodo mais seco, ocorrido em agosto, em resposta a0 aumento nos niveis de MDA.
Sugerindo um esfor¢o concertado da planta para eliminar e desintoxicar as EROs (Sen
2023). Por outro lado, durante a estacdo chuvosa, os niveis de MDA, assim como a
atividade das enzimas SOD, CAT e APX, foram reduzidos, indicando que A. arvense
conseguiu superar o periodo de estresse hidrico. Essa variagdo sazonal na atividade
antioxidante reforca a resiliéncia da planta em lidar com as mudancas climaticas e
atravessar as diferentes estacdes, garantindo a sobrevivéncia tanto em periodos secos
quanto chuvosos.

A adaptacdo das plantas as mudangas climéaticas em seu habitat natural é o
principal responsavel pela sobrevivéncia em diferentes condicdes sobretudo em cenério
global indicando secas mais intensas e frequentes incluindo regiées do dominio Cerrado
(Hofmann et al. 2021; Sankaran 2019). O desenvolvimento de taticas adaptativas para
evitar ou tolerar os efeitos adversos da sazonalidade e alteragdes ambientais, inclui as
defesas celulares, fisioldgicas, morfoanatbmicas e bioquimicas (Gupta 2020). Conhecer
essa capacidade de resposta contribui significativamente para entender a dindmica das
espécies nos ambientes e para subsidios, a partir de espécies nativas que poderdo auxiliar
0s programas de melhoramento de plantas de interesse agronémico ou ecolégico (Yadav
et al. 2021). Nesse contexto, os resultados apontam que A. arvense mostra-se resiliente
perante as alteragdes sazonais e 0 conhecimento sobre as respostas fisiologicas,

anatdmicas e bioguimicas encontrados ajuda a entender o comportamento da planta,
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possibilitando estruturar planos de manejo mediante o contexto das mudancas

climéticas.

3.5 Concluséo

Os resultados mostraram que a Anemopaegma arvense é uma espécie nativa com
notavel adaptacdo as condicBes sazonais do Cerrado, mantendo os fluxos de energia
necessarios para a manutencdo do aparato fotossintético. Embora o desempenho
fotossintético reduzido (A e Plass), a espécie continuou ativando mecanismos de defesa
para tolerar o periodo intenso de seca. Esse comportamento foi pela ativacdo de
mecanismos bioquimicos (ativacdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX) e
anatdbmicos, como 0 aumento da espessura da epiderme adaxial e a presenca de
estdmatos apenas nessa face foliar, o que pode contribuido para reducdo da perda de
agua. Além disso, o0s ajustes nos tecidos parenquimaticos e no mesofilo, durante a
estacdo mais seca, pode ter minimizado o consumo de recursos como agua e intensidade
de luz. Portanto, A. arvense apresenta mecanismos de respostas ao déficit hidrico para
tolerar os efeitos da sazonalidade do ambiente ao qual esta inserida e garantir a

sobrevivéncia mesmo em condicdes de eventos de seca cada vez mais intensos.
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4. Capitulo 2
(Normas de acordo com a revista Plant Molecular Biology)

Sazonalidade hidrica modifica o perfil metabdlico de Anemopaegma arvense, uma
espécie nativa do Cerrado

Resumo

O Cerrado é um dos ecossistemas mais ameacados no mundo, por causa da intensa
atividade humana, que tem provocado a degradacdo e fragmentacdo. Além disso, a
intensificacdo das mudancas climéticas tem alterado a sazonalidade hidrica em vérias
regides deste dominio, intensificando periodos de seca e modificando os padrbes de
precipitacbes de chuva. Essas alteracbes causam modificacbes no metabolismo das
plantas, que precisam ajustar os processos fisiologicos na tentativa de passar pelos
periodos de estresse. Este estudo teve como objetivo investigar as principais mudancgas
nos padrGes de metabdlitos de plantas silvestres de Anemopaegma arvense em um
fragmento de Cerrado. A pesquisa foi realizada em Porto Alegre do Norte, nordeste do
estado de Mato Grosso e as coletas foram realizadas em trés épocas, sendo seca (inicio
e final — Sy e Sg) correspondendo aos meses de maio e setembro de 2021 e chuvosa (C),
em janeiro de 2022. Durante os periodos secos (Sie Sr) houve maior acumulo de
compostos osmoprotetores, como aminoacidos, acidos organicos, o horménio &cido
abscisico e sacarose, que atuam na protecdo contra desidratacao e estdo relacionados aos
mecanismos de tolerdncia a seca. Além disso, foram identificados compostos de
interesse medicinal, com aplicagcbes promissoras na producéo de bioprodutos para os
setores alimenticio, cosméticos, farmacéutico e fungicidas. Assim, os resultados indicam
gue a Anemopaegma arvense € uma planta tolerante as mudancas na sazonalidade
hidrica, alterando seu perfil metabdlico para atravessar o periodo de seca e sugerem 0
acumulo de metabdlitos com funcdo reparadora para recuperacdo de membranas
danificadas durante o periodo chuvoso. Essas respostas demonstram ajustes em
mecanismos de adaptacao que permitem a tolerancia e a sobrevivéncia da espécie nesse
cenario de intensificacdo das mudancas climaticas.

Palavras-chave: metabolismo vegetal; resisténcia a seca; compostos metabdlicos.

4.2 Introducéo

O Cerrado é a savana mais biodiversa do mundo, com alto nivel de endemismo,
mas é também a mais ameacada (Del Claro e Silingard, 2019; Sano et al. 2019). Estima-
se que entre 60 e 80% da flora endémica do Cerrado esteja em risco de extin¢do (Pompeu,
2020), sobretudo pelas perdas de habitat natural pela combinacéo de baixa protegéo legal,
uso irregular das terras e 0 avango das mudancas climaticas (Pacheco et al. 2024; Costa-
Coutinho et al. 2022). O aumento das ondas de calor, reducdo no periodo e quantidade de
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chuvas colocam em risco a sobrevivéncia de muitas espécies a estabilidade
socioeconémica (Boonman et al. 2022; Braga e Laurini, 2024). Striks et al. (2024), aponta
para um risco aumentado de seca futura nos biomas de savana que aumentardo o déficit
hidrico, uma vez que o Cerrado esta atravessando um periodo de aridez sem precedentes
nos ultimos 720 anos. Estima-se que a mudanca mais marcante no equilibrio hidroldgico
do Cerrado tenha inicio a partir da década de 1970, no entanto, entre os anos de 1960 e
2021 foi registrado reducgéo anual de 64,8 mm na precipitagdo e de 5,2 dias no nimero de
dias chuvosos (Hofmann et al. 2023; Striks et al. 2024).

O Cerrado caracteriza-se pela sazonalidade hidrica com duas estacdes bem
definidas, sendo uma estacdo chuvosa (outubro a mar¢o), e uma estacdo seca (maio a
setembro), durante a qual os indices pluviométricos mensais reduzem bastante,
(Bustamante et al. 2012). Como a sazonalidade influencia no desempenho, fenologia e
biossintese de compostos secundarios tem sido objeto de pesquisas principalmente para
producdo de compostos de interesse medicinal (Chuine e Regniere, 2017). Como
exemplo, estudos com Copaifera langsdorfii, Xylopia emarginata, Duguetia furfuracea
(Franco et al. 2016; Medeiros et al. 2021; Macedo et al. 2021) identificaram maior
producdo de metabdlitos secundarios de uso medicinal durante os periodos de seca. No
entanto, sdo incipientes os estudos que relatam como as estacBes chuvosa e seca do
Cerrado brasileiro, impactam o metabolismo das plantas no acimulo de metabdlitos de
protecdo ou defesa contra os danos causados pela flutuacdo hidrica (Macedo et al. 2021).

A sazonalidade hidrica e os eventos de seca podem induzir diversas mudangas

metabdlicas nas plantas, sendo um dos principais fatores que influencia a aclimatacéo
e/ou adaptacdo ao ambiente (Sampaio et al. 2016; Zhou et al. 2022; Luo et al. 2023). A
intensidade e duracdo do tempo de seca podem resultar em danos significativos e,
consequentemente, a morte das células vegetais pela geracdo de excesso de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que causam peroxidacao lipidica, degradacdo de proteinas
e acidos nucleicos (El-Betage et al. 2020; Prestes et al. 2024). Apesar disso, no entanto,
as plantas apresentam mecanismos de resposta para responder a essas alteragdes, como
o fechamento estomatico mediado por acido abscisico e o0 ajuste osmético, que ocorre
pelo acumulo de compostos osmoprotetores, incluindo aglcares, agucares-alcoois e
aminoacidos (Dumschott et al. 2019; Vital et al. 2022).

Varios aminoacidos desempenham papel fundamental como precursores na sintese

de metabdlitos secundarios, moléculas sinalizadoras, e na sintese de proteinas, 0 que

prepara a planta para a recuperacéo rapida do metabolismo apds o estresse (Hildebrandt,


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1147208/full#B81

S7

2018; Batista-Silva et al. 2019). A serina € um dos aminoacidos com funcgéo
osmoprotetora que podem aumentar a concentragao durante episodios de seca em plantas
de amendoim, trigo, alfafa e ervilha (Mouradi et al., 2016, Guo et al. 2018; Patel et al.
2021). Resultados semelhantes foram encontrados para fenilalanina para plantas nativas
como a Gomphrena agrestis (para-tudo do campo), Paubrasilia echinata (pau-
pernambuco) e Licania tomentosa (oiti mirim) (Melo et al. 2021; Rodriguez-Paez. 2024).

Embora estudos sobre as respostas metabdlicas a estresses abidticos sejam mais
comuns em frutiferas e poucas nativas de interesse comercial (Kang et al. 2020; Wang et
al. 2020; Alves et al. 2021; Tamang et al. 2021; Zandalinas et al. 2022), a maioria desses
estudos sdo realizados em ambientes controlados (Zandalinas et al. 2022; Shen et al.
2022; Lahuta et al. 2022) e ndo refletem as condigdes reais do campo, em que as plantas
enfrentam variagdes ambientais extremas e ciclos repetidos de seca e chuva. A
Anemopaegma arvense € uma planta nativa do Cerrado com multiplos potenciais
medicinais cosméticos e biocidas (Teixeira et al. 2024) e ameacada de extin¢do (Brasil,
2022). Compreender o comportamento e as variacdes dessa espécie nativa diante as
condicdes sazonais tornam-se importante para entender as estratégias que a planta utiliza
para sobreviver e permanecer no ambiente. Dessa forma, foram testadas as seguintes
hipGteses: 1) — A variacdo sazonal da disponibilidade hidrica induz alteragcdes nos
padrGes de metabolitos em A. arvense; 2) — Durante a estacdo seca, 0 acimulo de
compostos osmoprotetores ocorre como mecanismo de protecdo e sobrevivéncia ao
estresse hidrico; e 3 — A estacdo chuvosa evidencia acumulo de diferentes metabolitos

com funcdo reparadora e/ou de preparo da planta para o préximo ciclo de seca.

4.2. Material e Métodos

4.2 .1 Area de estudo, material vegetal e desenho experimental

As plantas de Anemopaegma arvense avaliadas neste estudo, estdo localizadas
em um fragmento de Cerrado localizado em area rural do municipio de Porto Alegre do
Norte situado no nordeste de Mato Grosso, na regido conhecida como médio norte
Araguaia. A area esta localizada a cerca de 6 km do municipio (10°53” 188 S e 51°37”
273> WO), com altitude de aproximadamente 206 m (Fig. 1). O clima da regido é
caracterizado por duas estacGes bem definidas, o inverno e o verdo. A estagéo chuvosa
inicia-se entre 0s meses de setembro e outubro e estende-se até marco e abril,

destacando-se 0s meses de novembro, dezembro e janeiro como 0s que, geralmente,
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apresentam a maior média mensal de precipitacdo (Silva et al. 2008; Zimbres et al. 2020).
A precipitacdo anual atinge cerca de 1900 mm e a temperatura média é de 28°C, com
méxima de 41°C e a minima de 15°C (Silva et al. 2022). A esta¢do seca € marcada por
profunda deficiéncia hidrica, causada pela reducdo drastica da ocorréncia de chuvas e
inicia-se entre 0os meses de abril e maio e estende-se até parte dos meses de setembro a
outubro, registrando, dessa maneira, de 5 a 6 meses de deficiéncia hidrica climética
(Silva et al. 2008).
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo no municipio de Porto Alegre do Norte, Mato
Grosso, Brasil. Os pontos em amarelo indicam a localizacéo das plantas amostradas.

As avaliacOes e coletas de material vegetal, foram realizadas em maio de 2021,
agosto de 2021 e janeiro de 2022. Com base na precipitagdo durante os meses anteriores
as datas de amostragem evidenciados pelos dados climatoldgicos coletados da estacdo
meteoroldgica automatica pertencente ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Mato Grosso-Campus Confresa (a aproximadamente 20 km do local da
coleta das amostras em linha reta), foram definidas trés condi¢bes pluviométricas:
durante o periodo de abril até agosto de 2021 (Periodo Seco) e setembro de 2021 até

marco de 2022 (Periodo Chuvoso). Considerou-se que as plantas amostradas no més de
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maio de 2021 foram avaliadas no inicio do periodo de seca (S), em agosto de 2021 no

fim da seca (Sr) e em janeiro de 2022 no periodo chuvoso (C) (Fig. 2).

(&

Temperatura Minim a ¢ Mazima
I

Figura 2: Temperatura maxima e minima (°C) e precipitagdo (mm) entre 0os meses de
abril de 2021 a janeiro de 2022, em Porto Alegre do Norte-MT. Em destague os meses
que foram realizadas as observagfes. Fonte: Estacdo meteorolégica do IFMT, Campus
Confresa-MT. (2022)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés épocas e 15
repeticGes (15 espécimes) de plantas silvestres de Anemopaegma arvense. As plantas
foram selecionadas com base na presenca de mais de trés ramos. A coleta do material
vegetal para analises metabdlicas foi realizada no terco médio do apice para a base de
cada planta. Folhas de A. arvense foram colhidas e acondicionadas em nitrogénio liquido
e transportadas até o laboratorio e foram maceradas e posteriormente liofilizadas.

4.2.2 — Extracdo dos metabolitos

Os metabdlitos foram extraidos a partir do material triturado em nitrogénio
liquido. Visando identificar o maior numero de metabodlitos pertencentes a diferentes
classes quimicas, foram usados os solventes de extracdo: Metanol:Cloroférmio:Agua
(3:1:1). Os compostos isotopicamente marcados: acido succinico (D4, 98% - DLM 584-
5), acido miristico (1,2,3-*Cs, 99% - CLM 3665- 0.5) e 4cido palmitico (1,2,3,4 — 1*Ca),
preparados na concentragdo de 1 mg mL?, foram utilizados como padrdes internos.

Foram usados 100 mg de material bioldgico para a extragéo.
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Inicialmente, foi adicionada uma esfera magnética de tungsténio no tubo
contendo o material ja triturado. O tubo foi imediatamente submetido a agitagdo em
equipamento Vibration Mill (Retsch) por 30 segundos, 20 Hz. Em seguida foram
adicionados 500 uL de solvente gelado e os tubos foram novamente agitados, por 45
segundos, 20 Hz. Os tubos foram sonicados por 15 minutos, 4 °C e na sequéncia as
esferas foram removidas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4°C, 16000 x g. O sobrenadante foi filtrado (filtro Millex 0,22 um e 500 pL,

Millipore, Brasil) e armazenado a -80°C até o0 momento da analise.

4.2.3 — Derivatizacdo dos metabolitos

Para anélise por GC-MS, aliquota de 100 uL da amostra de metabolitos foi
transferida para vials de vidro (1.5 mL) e liofilizada. Na etapa seguinte, a amostra foi
derivatizada. Para a derivatizacdo foram adicionados 30 pL de metoxiamina (15 mg mL"
1y em piridina, agitadas por 1 min e em seguida mantidas em repouso por 16 h a
temperatura ambiente no escuro. A sililacdo foi realizada com a adicdo de 30 pL de
MSTFA  (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida) com 1% de  TMCS
(trimetilclorosilano). As amostras foram mantidas em repouso por 1 h, também no
escuro. Posteriormente, foram adicionados 30 pL de Heptano. Nesta etapa, foram
utilizadas uma série de alcanos (C12 — C40) que possibilitou o célculo dos indices de

retencao.

4.2.4 — Anélise por GC-MS e processamento dos dados

As amostras derivatizadas foram automaticamente injetadas (1 pL) no modo
splitless em cromatdgrafo gasoso (8890GC Agilent Technologie), equipado com uma
coluna de silica fundida de 20 m comprimento x 0,18 mm didmetro interno x 0,18 pm
de filme (Agilent J&W Scientific). A temperatura de inje¢do foi 280 °C, com fluxo de 20
mL min’, iniciado apds 300 s da aquisicdo dos dados, sendo que a temperatura inicial,
da primeira coluna, foi de 80 °C, mantida por 2 minutos e aumentada 15 °C /minutos até
atingir 305 °C, entdo essa temperatura foi mantida por 2 minutos. O efluente da coluna
foi introduzido na fonte de ions do equipamento GC-TOFMS (Pegasus BT, Leco, St.
Joseph). A temperatura da fonte de ions foi 250 °C, feixe de elétrons 70-eV, corrente de
ionizagdo de 2.0 mA e 20 espectros s sendo registrados na faixa de 45-800 m/z, a

voltagem do detector foi 1500 V.
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O processamento dos dados de GC-MS foi realizado no programa ChromaTOF
for BT, versdo 1.2.0.6, no qual foi realizado correc¢éo da linha de base, deconvolugéo,
obtencdo do indice de retencdo (RI), correcdo do tempo de retencdo (RT), identificacdo
e alinhamento de picos e identificacdo dos metabolitos com o auxilio da biblioteca da
NIST, versdo 2.4 (ano 2020). Foram considerados metabolitos validos apenas aqueles

com trés ou mais massas caracteristicas e com score igual ou maior a 800.

4.2.5 — Analise Estatistica dos dados

A andlise de variancia foi realizada através da fungéo aov, considerando o fator
“€poca” como efeito de tratamento perante o comportamento das variaveis relacionadas
aos metabolitos de A. arvense. As médias estimadas pela funcdo emmeans do pacote
Emmeans (Lenth R 2022), e quando o efeito dos tratamentos foi significativo, submetido
ao teste de comparacdo de médias Tukey. Também foi realizada analise multivariada
utilizando PCA (Analise dos Componentes Principais) utilizando o0s pacotes
FactoMineR (Le; Josse e Husson 2008) e factoextra (Kassambara e Mundt, 2020).

4.4 Resultados

4.3.1 Perfil metabolico de Anemopaegma arvense em resposta as variagdes sazonais
na precipitacao
Foram identificados 35 compostos, incluindo acidos organicos, aminoacidos,
acucares, compostos fendlicos, poliois, terpenos e outros metabolitos importantes para o
equilibrio e resisténcia da planta frente as variacdes ambientais sazonais. Para destacar
0s metabdlitos mais influentes durante essas variaces, foram realizadas analises de
componentes principais (PCA) e heatmap (Fig.3). De acordo o heatmap, foi observado
maior influéncia de metabdlitos relacionados a marcadores de condi¢des de estresse
hidrico como &cido malico, serina, fenilalanina, &cido aspartico, acido abscisico, acido
glutdmico e sacarose no final da seca (Sk) e reducdo do acido galactérico, sorbitol, acido
piroglutdmico, galactinol, tocoferol, acido oleandlico, maltose, gluconolactone.
Enquanto, que no inicio da seca (Si), a contribuicdo para a dimensdo 1 foi dominada
pelos compostos como celobiose, prolina, valina, treonina, N-Methil-Prolina, quercetina,
acido glutamico que apresentaram aumento.
Durante a estacdo chuvosa, moranolina, galactinol, sorbitol, &cido glicérico

destacaram-se com maior acimulo e alta correlagdo com essa época.
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Figura 3: Metabdlitos abundantes em plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob
variacdo sazonal de precipitagdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e estagdo chuvosa
(C). Os valores da abundancia diferencial dos metabdlitos sdo representados pelo
gradiente de coloracdo. As cores em vermelho escuro indicam alta concentragéo,
vermelho claro e azul claro média concentracdo e azul escuro baixa concentracdo do

metabdlito para cada época estudada.
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4.3.2 Analise quantitativa dos metabolitos significativos nas variagdes sazonais
em A. arvense

Dos metabolitos analisados, foram investigados quais sdo mais influenciados
pelas variagOes sazonais no ambiente. Entre eles, os acidos organicos, acido galactarico
e 0 acido glicérico, destacaram-se principalmente sob estacdo chuvosa (C) (Fig. 3 A-B),
sendo, que o0 &cido galactarico também apresentou aumento no inicio da seca (Si),

enguanto ambos demonstraram concentragdes baixas no final da seca (Sk).
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Figura 4: Concentracdo de 4cidos organicos: Acido galactarico (5-A) e Acido Glicérico
(5-B) em plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de
precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e estacéo chuvosa (C). Médias seguidas
da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05%).

Dentre os aminoacidos, observou-se incrementos na concentracdo do &cido
aspartico, serina e a fenilalanina no final da seca (Sf), periodo caracterizado por
condicdes mais intensas de déficit hidrico, enquanto os niveis foram similares entre S e
C (Fig. 6-A). A prolina, importante osmoprotetor, foi mais abundante nas folhas de A.

arvense no inicio da seca (Si), sem alteragdes na S e C (Fig. 6-B).
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Figura 5: Presenca de aminoacidos Acido Aspartico (6-A), Prolina (6-B), Serina (6-C) e
Fenilanalina (6-D) em plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variacéo sazonal
de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05%).

O acido chiguimico, por sua vez, foi encontrado em niveis mais elevados no inicio
da restricdo hidrica (Si), (Fig. 7-A), enquanto para o tocoferol ocorreu queda na

concentracdo durante a estacéo seca (Sie Sg) (Fig. 7-B).
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Figura 6: Acumulo de acido chiquimico (7-A) e tocoferol (7-B) em plantas de catuaba
(Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim
da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre
si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

Os metabolitos etanolamina (Fig. 8-A), &cido galacturdnico (Fig. 8-B),
gluconolactona (Fig. 8-C) e moranolina (Fig. 8-E) tiveram o conteldo aumentado na

estacdo chuvosa (C). Galactinol (Fig. 8 D) e o &cido piroglutamico (Fig. 8-F) foram mais
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abundantes no inicio de seca e durante a estacdo chuvosa. O N-Metil-prolina, o qual
também é um marcador de estresse ambiental, aumentou durante a estagéo seca (Si e Sr)
(Fig. 8-G).
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Figura 7: Concentragdo de etanolamina (8-A), &cido galacturénico (8-B), galactinol (8-
C), gluconolactona (8-D), moranolina 8-E), acido piroglutdmico (8-F) e N-Metil-Prolina
(8-G) em plantas de catuaba (Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de
precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sr) e estagdo chuvosa (C). Médias seguidas
da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

O composto organico acido 2,3-di-hidroxi-2-metilbutanoico permaneceu maior
no periodo seco (Si e Sk), reduzindo durante a estagdo chuvosa (Fig.9-A). Como esperado
em resposta ao déficit hidrico, a concentracdo de acido abscisico (ABA) aumentou
substancialmente a medida que a seca progrediu no Cerrado, sendo os maiores valores
observados em Sk, e reduziu na estacdo chuvosa (C) (Fig. 9-B). Comportamento similar
foi observado para o acido betulinico (Fig. 9-C). Por outro lado, o é&cido 4-
hidroxibenzdico manteve-se baixo no periodo seco (Si e Sr), aumentando com o inicio

das chuvas (Fig. 9-D).
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Figura 8: Teor de &cido 2,3-di-hidroxi-2-metilbutanoico (9-A), acido betulinico (9-B),
acido 4-hidroxibenzbico (9-C) e acido Abscisico (9-D) em plantas de catuaba
(Anemopaegma arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim
da seca (Sr) e estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre
si pelo Teste de Tukey (p<0,05%).

Foram observadas alteracdes nos niveis de aglcares de A. arvense. No inicio da
seca (Si1), menores concentracGes de manobiose foram observadas, mas com contetido
aumentado Sr e mantendo-se semelhante na estacdo chuvosa (C) (Fig. 10-A). Ao
contrario da celobiose e maltose, que tiveram maior acimulo durante o inicio da seca
(S1) com reducdo em Sk e C (Fig. 10-B). Maiores valores de sacarose foram observados
no periodo mais seco (Sg), sequido por reducdo na estacdo chuvosa, destacando-o como
principal acucar identificado durante o periodo de estresse. Concentracfes menores de
sorbitol foram observadas durante a estacdo seca (Si e Sf) com aumento na estacéo

chuvosa (Fig. 10-C).
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Figura 9: Concentracdo de aclcares: 3-Manobiose (10-A), celobiose (10-B), sorbitol
(10-C), maltose (10-D) e sacarose (10-E), em plantas de catuaba (Anemopaegma
arvense) sob variacdo sazonal de precipitacdo: inicio da seca (Si), fim da seca (Sk) e
estacdo chuvosa (C). Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo Teste

de Tukey (p<0,05%).

4.4. Discusséo
O avanco da seca no Cerrado tem imposto limiares cada vez mais extremos de

sobrevivéncia, e pode culminar com perdas na biodiversidade vegetal (Strikis et al.,
2024). Nesse contexto, identificar os mecanismos que contribuem para a sobrevivéncia
de espécies do Cerrado é essencial para entender vulnerabilidade que as mudancas
climaticas podem impor nos habitats naturais, sobretudo para espécies que ja se
encontram em risco de extin¢do. Neste estudo, foram investigados os efeitos da
sazonalidade hidrica no metabolismo de Anemopaegma arvense. O heatmap revelou que
o perfil metabdlico de A. arvense é amplamente variavel de acordo com a estacdo seca,
sendo essas alteragcdes observadas mesmo quando se considera o inicio da seca (Si) e a

progressao (Sr). Essas adaptagdes metabdlicas que permitiram as plantas lidarem com
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as variacOes sazonais no Cerrado, um bioma caracterizado por forte estresse hidrico.
Durante o periodo seco (Si e Sf), foi observado aumento nos niveis de diversos
metabdlitos, e pode indicar um ajuste da planta para aumentar a resisténcia a condi¢es
de seca e promover a preservacdo da integridade celular e das funcbes vitais. Esses
ajustes incluem a regulacdo osmotica, protecdo antioxidante, estabilizacdo de proteinas
e membranas, processos essenciais para a sobrevivéncia em ambientes de estresse (Yang
et al. 2017; Wang et al. 2019).

Na estacéo seca, os periodos S e Sr foram marcados pelo aumento de metabdlitos
ormoprotetores. No inicio da estacdo seca (Si) os metabolitos que mais se destacaram
foram celobiose, prolina, valina, treonina, N-Methil-Prolina, quercetina, &cido
glutdmico, acido chiquimico (Fig. 3). Estudos com tomilho e feijdo caupi sugerem que
em situacdes de déficit hidrico, aminoacidos como a valina e treonina tém importancia
fundamental no ajuste osmatico e no aumento da tolerancia da planta, e podem atuar
como forma de preparacdo para o estresse que pode ocorrer com a intensificacdo da seca
(Ashrafi et al. 2018; Gomes et al. 2020). Curiosamente, a variacdo nos niveis de prolina,
que geralmente é considerada um biomarcador do déficit hidrico, foi inversamente
correlacionada ao esperado, com aumento inicial na fase seca S; e seguido de reducao
no Sr (Fig.6-B). Esse padrdo pode estar associado ao equilibrio dindmico entre
biossintese e degradacdo da prolina nas células. Em condi¢des normais, o acimulo de
prolina ativa a via de degradacao por meio de um mecanismo de feedback, atuando como
osmolito protetor (Spormann et al. 2023). Em algumas espécies, porém, a reducdo de
prolina pode ser provocada pelo transporte da fonte (folhas), para as raizes e a oxidacdo
fornece energia para apoiar o crescimento ou manter a planta durante o estresse hidrico
(Zheng et al. 2021; Wang et al. 2022).

Antioxidantes como o &cido chiquimico, precursor de muitos compostos
fendlicos vegetais, e o tocoferol, sdo importantes na eliminacdo de EROs, prote¢do de
pigmentos e proteinas do aparato fotossintético e na preservacdo dos lipidios da
membrana dos tilacoides contra a degradacdo oxidativa (Gharibi et al. 2016; Zandi e
Schunug 2022; Mishra et al. 2023). Em A. arvense, 0 aumento desses metabdlitos no
inicio da seca, seguido de reducdo no auge da estacdo (Fig. 7A-B), pode estar associado
a resposta protetora inicial, para mobilizacdo de recursos antioxidantes para eliminacao
de EROs e impedir a peroxidacao lipidica, mas com a pressao da seca, a capacidade de
sintese desses compostos é superada pela demanda por outros recursos energéticos

(Munné-Bosh, 2005). Esse padrdo de acimulo seguido de reducéo esta relacionado ao
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efeito de exaustdo dos mecanismos antioxidantes devido ao estresse continuo (El Beltage
et al. 2022).

No final da seca (Sr) foi observado maior correlagdo com aminoacidos
(fenilamina, acido aspartico, serina), acido abscisico, sacarose e metabdlitos
secundarios. O &cido aspartico ou aspartato € um aminoacido importante para a
biossintese de muitos metabdlitos e biomarcador responsivo a seca. Seu acimulo esta
relacionado ao desempenho e tolerdncia das plantas a seca como fonte alternativa de
substratos respiratorios, fornecendo fontes alternativas de carbono para as plantas
durante periodos de seca sazonais (Pires et al. 2016; Han et al. 2021; Zivanovic et al.
2020). Ja serina, além de ser uma osmoprotetora, melhorando a resisténcia da planta a
seca (Vieira et al. 2017), contribui para a manutencdo do metabolismo fotossintético,
minimizando os efeitos da fotorrespiracdo e protegendo os complexos fotossintéticos do
FSII contra danos (Yadav et al., 2019; Winaya et al. 2020). Por outro lado, a fenilalanina,
que é um aminoacido chave no ajuste osmatico, pode contribuir para manutengdo do
turgor celular, e eliminacgéo de radicais livres de oxigénio (Rangani et al. 2020; Zhao et
al. 2021). O acumulo de fenilalanina também foi observado em variedades de plantas
tolerantes e em adaptacdo a seca como soja, azevém e alcachofra (Wang et al. 2019; Jia
et al. 2016; Pan et al. 2018). O alto nivel encontrado em A. arvense sugere que este
aminoacido é importante para a adaptacdo da espécie as condicdes de seca. De forma
geral, as alteracdes observadas na concentracdo de aminoacidos indicam possiveis
respostas metabdlicas para retardar a desidratagdo extrema via ajuste osmotico (Vieira
et al. 2021) que a A. arvense realiza para manter o equilibrio metabdlico mediante as
condicdes de seca sazonal.

Acumulo de metabdlitos secundarios de importancia econdmica como o acido
2,3-dihidroxi-2metilbutanoico, acido betulinico e &cido 4-hidroxibenzoico (Fig. 7)
também foi observado durante a seca (Sr). Esses metabdlitos possuem propriedades
bioativas, como atividade anti-inflamatorias (Presini et al. 2021; Mangnier et al. 2024) e
sdo utilizados na producéo de bioprodutos de valor agregado com potenciais aplicagoes
biotecnoldgicas em alimentos, cosméticos, farmécia, fungicidas (Wang et al. 2018;
Ritonga et al. 2021; Lin et al. 2022). A identificacdo da época de maior produgéo desses
compostos pode ser uma informacao importante para otimizacao do cultivo de A. arvense
para a producédo de compostos de valor agregado. A producédo desses compostos também
s&o mecanismos de resposta da planta a seca. Estudos associam aumento na concentragéo

de &cido 4-hidroxibenzoico e acido betulinico como antioxidantes que podem mediar a
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eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas de milho, pepino e
Hypericum brasiliense (popularmente conhecida como orelha-de-gato) em condigdes de
déficit hidrico (Abreu e Massafera 2005; Li et al. 2018; Samec et al. 2021). Martins et
al. (2019) relata que o acido 2,3-dihidroxi-2metilbutanoico também atua na planta como
importante agente de defesa contra patdgenos (estresse biotico).

Mudangas nos niveis do fitohorménio ABA foram observados durante a estacéo
seca (Si e Sr). A seca induz o acimulo do ABA, ativando a via de sinalizagdo, que
promove o fechamento estomatico como primeira resposta ao estresse hidrico (Chen et
al. 2020). Dessa forma, o acumulo de ABA ndo so auxilia no controle do estado hidrico
das folhas e na ativacdo de enzimas antioxidantes, mas também desencadeia respostas
adaptativas complexas que sdo essenciais para a manutengdo do funcionamento da planta
sob estresse hidrico (Parkash e Singh 2020; Wang et al. 2021; Tavares et al. 2023). Com
a chegada da estacdo chuvosa, no entanto, houve reducéo na concentracdo do ABA. Essa
degradacédo pode estar relacionada com a recuperacdo do processo fotossintético (Negin
e Moshelion 2016). No entanto, s6 é possivel avaliar essa recuperacdo através da
avaliacdo de trocas gasosas (que ndo foi realizada neste trabalho), pois o controle de
abertura e fechamento estomatico também ¢é influenciado por outros metabolitos, como
por exemplo o etileno (Hasan et al, 2024).

Ainda no final da seca, percebe-se acimulo de sacarose e manobiose, semelhante
aos resultados encontrados por Motyleva et al (2022) e Liao et al. (2024). Em condic¢des
de seca, as plantas geralmente alteram a assimilacao de carbono e a distribuicdo de agUcar
para adaptacdo (Kaur et al. 2021). O aumento do acumulo de agUcares sollveis como a
sacarose, ¢ fator importante nesse processo, contribuindo mais significativamente do que
a prolina para a osmorregulacédo celular em Arabidopsis estressada pela seca (Khan et al.
2020; Gurrieri et al. 2020; Kaur et al. 2021). Stefaniak et al. (2024) relata ainda que o
acumulo de agUcares pode proporcionar recuperacdo mais rapida da planta apés o periodo
de estresse. Em contraste, agucares como a celobiose, maltose e sorbitol (Fig. 10-B-D)
apresentaram redugdo. Embora seja comum o registro do acimulo de agucares em
condicBes de estresse abiotico como a seca (Pleyerova et al. 2022; Kumar et al. 2021,
Wang et al. 2024), algumas plantas podem apresentar regulacdo negativa na transcricao
de genes envolvidos na resposta ao estresse, limitando esse acimulo (Wu et al. 2015).

A estacdo chuvosa (C) influenciou o acumulo de acido glicérico, acido
galacturdnico, acido 4-hidroxibenzoico, etanolamina, moralina e sorbitol. De forma

geral, 4cidos organicos como o acido glicérico possuem uma natureza “versatil” que
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permite atuar em multiplas respostas de estresse nas plantas, modulando a adaptacéo ao
ambiente (Igamberdiev e Bykova, 2018; Pachal et al. 2021). Embora seja incipiente o
estudo da funcdo desses compostos nas variagfes sazonais, 0 acumulo em condi¢oes
normais de disponibilidade hidrica pode refletir uma estratégia de armazenamento de
energia das plantas, preparando para estresses abioticos futuros (Du et al. 2012). Da
mesma forma, o aumento na concentracdo de &cido galacturénico pode indicar
incremento nos niveis de pectina nas paredes celulares primérias das folhas em expansao
(Jardine et al. 2022), esta associado ao crescimento e a resisténcia celular. O acido 4-
Hidroxibenzoico, andlogo ao 4&cido salicilico, desempenha papel importante na
regulacdo hormonal e na fun¢do mitocondrial (Nechaeva et al. 2020). Esse metabdlito,
também é um intermediério promissor para a producéo de bioprodutos com aplicacdes
biotecnologicas em alimentos, cosméticos, farmacéuticos e fungicidas (Wang et al.
2018; Safarova 2022), semelhante a moranolina, um alcaloide importante na industria
farmacéutica pelo seu potencial medicinal (Hussain et al. 2017). Espécies produtoras de
moranolina tem sido estudada para o desenvolvimento de farmacos neuroprotetores, com
potencial para tratamento de Alzheimer (Fatima et al. 2023; Hegazi et al. 2024), o que
também representa um dos usos medicinais populares da A. arvense.

O aumento da concentracdo de etanolamina ao final da estacdo chuvosa pode
indicar uma tentativa da planta para estabilizar membranas danificadas. Esse composto
desempenha papel importante na embriogénese, no desenvolvimento de 6rgdos e na
formacdo das membranas celulares e pode atuar como um sinalizador para iniciar a
tolerancia ao estresse, preparando a planta para enfrentar condi¢des adversas no futuro
(Rajaeian e Ehsanpour, 2015; Moussa et al. 2019). Polidis como sorbitol que séo solutos
compativeis nas plantas, desempenham fungdes importantes na tolerancia a estresses
abioticos. Estudos demonstram que o aumento de sorbitol nas folhas ap0s estresse por
seca para algumas espécies (Jimenez et al. 2013; Yang et al. 2019). No entanto, a funcao
nessas condig¢Oes ainda ndo esta totalmente clara, necessitando estudos mais aprofundados
(Pleyerova et al. 2022).

O perfil metabdlico da A. arvense revelou diferenga na concentragdo de
diferentes metabolitos, com aumento e reducdo, cujo equilibrio € importante para que a
espécie consiga atravessar 0 periodo de seca. Esses resultados indicam respostas
significantes da espécie em termos de resisténcia e sobrevivéncia a sazonalidade hidrica
do ambiente. Também indicam insigths para o desenvolvimento de planos de manejo na

modulacdo da producdo de compostos bioativos e possiveis rotas de estudos para
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producdo de plantas mais resistentes a alteracdes ambientais, como as decorrentes das

mudancas climaticas.

4.5 Conclusao

A Anemopaegma arvense altera os metabdlitos durante as diferentes estagcdes do
ano. No periodo mais seco (inicio e final) h4& maior acimulo de aminoé&cidos (&cido
apartico, serina e fenilalanina) e sacarose. Esses compostos tém funcdo osmoprotetoras
para auxiliar a planta a passar pelo periodo de menor disponibilidade hidrica. Da mesma
forma, foi possivel perceber alteracbes na diversidade e abundancia de compostos
bioativos na seca. Embora ainda ndo esteja totalmente esclarecido a funcdo dos
metabdlitos acumulados durante a estacdo chuvosa, necessitando de estudos mais
aprofundados, o0 aumento de metabolitos reparadores sugere uma tentativa da espécie em
recuperar membranas danificadas e preparar a planta para novos ciclos de seca. O
acumulo diferencial ocorreu principalmente para &cidos organicos, etanolamina, sorbitol
e dois compostos de interesse medicinal. O conhecimento do perfil metabdlico da A.
arvense no enfrentamento da sazonalidade hidrica abre perspectivas de estudos para
melhor compreensdo das estratégias relacionadas a sobrevivéncia e possivel adaptacao
no cenario de intensificacdo da seca no ambiente. Bem como possibilidades de manejo

para a utilizacdo e conservacdo da espécie.
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5. CONCLUSAO GERAL

A Anemopaegma arvense é uma planta nativa do Cerrado, estd exposta as
constantes variagdes de sazonalidade hidrica e como muitas espécies precisa promover
ajustes para sobreviver a intensificacdo das mudancas climaticas. Os resultados indicam
que para atravessar 0 periodo da seca, a A. arvense ajusta a anatomia foliar promovendo
0 aumento na espessura de tecidos foliares, como o parénquima pali¢adico e esponjoso,
mesofilo e epiderme adaxial. Com o avanco da reducdo da disponibilidade hidrica, a
concentracdo do acido abscisico que comecou a se acumular no inicio da seca, aumentou
conforme a seca intensificou, promovendo o fechamento estomatico, consequentemente
afetando as trocas gasosas.

O fechamento estomatico reduziu a taxa e 0 desempenho fotossintético no periodo
mais seco, no entanto, ndo foi observado comprometimento do aparato fotossintético. A
A. arvense ativou mecanismos de dissipacdo de energia luminosa na forma de calor e
manteve o fluxo de transporte de elétrons estavel.

O sistema de defesa antioxidante por meio das enzimas (SOD, CAT e APX) foi
ativado no periodo mais seco em resposta ao aumento do MDA, reduzindo posteriormente
na estacdo chuvosa, refletindo a resiliéncia da planta. Foi observado também ajustes no
metabolismo da A. arvense na seca com 0 aumento principalmente de sacarose e
aminoacidos osmoprotetores e acumulo diferencial de metabdlitos secundarios de
interesse medicinal, cosmético e biocidas indicando insight nas propostas para construcdo
de futuros planos de manejo da espécie. Na estacdo chuvosa houve aumento de compostos
que desempenham funcao reparadora. Mediante as alteragdes hidricas sazonais, a planta
mostrou-se tolerante e resiliente, permitindo a sobrevivéncia no ambiente perante as

contantes mudancas climaticas.



