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RESUMO

Com as mudancas climaticas hd aumento na temperatura, reducdo de chuvas e longas estiagens
e aumento da radiacdo luminosa que podem afetar o0 desenvolvimento e metabolismo vegetal,
com destaque para estresse hidrico e radiacdo ultravioleta B (UV-B), que afeta diversos
aspectos no metabolismo primario, além de incremento das espécies reativas de oxigénio (ERO)
que influencia o processo fotossintético e a producdo de metabdlitos especializados. Desta
forma, é importante possibilitar aclimacéo vegetal para reducéo dos efeitos dos estresses e 0s
fungos micorrizicos arbuculares (FMA) contribuem para maior protecdo da planta e absorcéo
de &gua. Desta forma, objetiva-se, investigar o metabolismo priméario e especializado de
Passiflora incarnata submetida a estresse de déficit hidrico, luminoso (ultravioleta-B) e
associada a fungos micorrizicos arbusculares. Realizara-se experimentos em casa de vegetacdo
com P. incarnata associada ao FMA e submetida a estresse hidrico ou radiagéo ultravioleta-B.
Espera-se que os FMA contribuam para maior absorcdo de agua e com sistema de defesa de P.
incarnata, possibilitando superacéo do estresse hidrico ou UV-B e aumento de metabolitos para
a protecdo da planta.

Palavras-chaves: Adaptacao, Metabolismo, Fungos micorrizicos



ABSTRACT

With climate change, there is an increase in temperature, a reduction in rainfall and long
droughts, and an increase in light radiation that can affect plant development and metabolism,
emphasizing water stress and ultraviolet B (UV-B) radiation, which affects several aspects of
metabolism. primary, in addition to an increase in reactive oxygen species (ROS) that
influences the photosynthetic process and the production of specialized metabolites. Therefore,
it is important to enable plant acclimatization to reduce stress's effects, and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) contribute to greater plant protection and water absorption. Thus, the
objective is to investigate the primary and specialized metabolism of Passiflora incarnata
subjected to water deficit stress, light (ultraviolet-B), and associated with arbuscular
mycorrhizal fungi. Experiments were conducted in a greenhouse with P. incarnata associated
with AMF and subjected to water stress or ultraviolet-B radiation. AMF is expected to
contribute to greater water absorption and the defense system of P. incarnata, enabling it to
overcome water stress or UV-B and increase metabolites to protect the plant.

Keywords: Adaptation, Metabolism, Mycorrhizal fungi



1 INTRODUCAO

A Passiflora incarnata (Passifloraceae) séo caracterizados pela presenca abundante de
flavonoides, alcaloides, saponinas e esterdides, sendo que, os principais flavondides
encontrados sdo a orientina, isoorientina, isovitexina e vitexina, todos responsaveis pela acdo
medicinal e farmacoldgica (FARAG et al., 2016; GONULALAN et al., 2020). Destacando a
vitexina, que é utilizado nos tratamentos de depressdo, ansiedade, insonia, estresse, agitacdo
(HE et al., 2016). E as mudangas climaticas podem influenciar a produgdo dos metabolitos e
desenvolvimento vegetal (LI et al., 2020; LIU et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

A problemaética das mudancas climaticas, traz efeito alarmante para o desenvolvimento
sustentavel do planeta, onde o aumento da temperatura, radiacdo luminoso, reducéo de chuvas
e aumentando a estiagens, podem reduzir o desenvolvimento vegetal (L1 et al., 2020; HU et al.,
2020; ZHAO et al., 2020). Segundo dados do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climaticas (IPCC, 2021), responsavel por relatorios de avaliacdo climatica (AR), existem
tendéncias de aumento de temperatura de até 4,80°C, trazendo alerta para perturbagdes
ambientais, com foco na situacdo hidrica e possibilitando uma reducdo na producdo agricola
(ZHAO et al., 2020).

Além do aumento da incidéncia da radiacdo UV-B nas plantas, sujeitas a periodos de
seca cada vez mais duradouros, o que pode intensificar os resultados no impacto no
desenvolvimento e crescimento, uma vez que o UV-B e a seca promovem alteracoes
morfofisiolégica no metabolismo fotossintético (KALING et al., 2015; LIU et al., 2020).

Deste modo, os estresses abioticos influenciam diversos mecanismo do metabolismo
vegetal (LIU et al., 2020; VERMA et al., 2021; ZHAO et al., 2020), como no estresse hidrico,
com aumento nas espécies reativas de oxigénio (EROS), nos niveis de perdxido de hidrogénio
(H202) elevados, causando a diminuicdo da integridade da membrana, e eleva a atividade

antioxidantes como catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POX)
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(ABDELAAL et al., 2018; LI et al., 2020; VERMA et al., 2021), além de reduzir os niveis de
pigmento fotossintético, clorofila, taxa assimilatdria, transpiracéo, condutancia estomatica, e
teor relativo de &gua da folha, prejudicando o desenvolvimento vegetal (LI et al., 2020; SEHAR
etal., 2021; ZHAO et al., 2020).

Plantas em déficit hidrico fecham seus estdbmatos, o que reduz a assimilacdo de CO2
(HURA et al., 2007; VERMA et al., 2021; ZHAO et al., 2020). A energia captada que seria
utilizada para a reducéo do CO2 pode formar EROs, como superoxido e perdxido de hidrogénio,
principalmente no fotossistema I (PSI) (FOYER, 2018). Além disso, pode ocorrer reducdo da
Rubisco por efeito da diminuicdo da carbamilacdo da lisina do sitio ativo (CARMO-SILVA et
al., 2010) e limitacdo estomatica afetando a sintese de ATP e reducdo NADP+H2 (HURA et
al., 2007; ZHAO et al., 2020).

E o estresse de radiacdo Ultravioleta-B (UV-B) (280-315 nm) elevado, podem levar a
planta a ter um aumento no nivel de peréxido de hidrogénio (H202) (LIU et al., 2020), e
reducdo da taxa fotossintética, influenciando a producdo de metabdlicos como flavonoides,
antocianinas e polifendis e mobilizacdo de sistemas antioxidantes para aliviar o estresse
(KALING et al., 2015; LIU et al., 2020), certos niveis de radiacdo UV-B podendo nédo ser
prejudiciais ao processo fotossintético em plantas aclimatada, nesse caso envolve mecanismos
de fotoprotecdo, incluindo, contra os efeitos de luz visivel excessiva (WARGENT et al., 2015).

Desta forma, as plantas podem se associar com organismos presentes no solo como
forma de conferir maior resisténcia a fatores adversos do ambiente, como seca e escassez de
alguns elementos mineral (GHOLINEZHAD et al., 2020; CHEN et al., 2020; KOBAE, 2019),
melhorando a capitacdo de &gua e de minerais, essa associacdo pode também estimulara vias
do metabolismo especializado( MUNIZ et al., 2021), de modo a contribuir com a aclimatacao
de outras condices extremas do ambiente (LANGEROODI et al., 2020; ZOU; WU; KUCA,

2021), como o aumento do nivel de radiacdo UV-B.



Destacando a associagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que pode
conferir as plantas maior capacidade de aclimatag&o a condigdes de déficit hidrico, uma vez que
possibilita maior absorcao de 4gua e nutrientes, como o fosforo e nitrogénio (CHEN et al., 2020;
KOBAE, 2019; PARNISKE, 2008; WANG et al., 2020).

Vale ressaltar ainda que os FMA possibilitam maior atividade do sistema antioxidante
enzimatico como na polifenoloxidase, ascorbato peroxidase, catalase e no sistema antioxidante
ndo enzimatico com aumento na atividade de fenilalanina aménia liase (PAL), reducdo no
acumulo H202 e nos danos oxidativos, permitindo melhor desenvolvimento da planta em
estresse hidrico (GHOLINEZHAD et al., 2020; LANGEROODI et al., 2020; ZOU; WU,
KUCA, 2021). Além disso, os FMA podem atuar na redugio dos efeitos prejudiciais da radiacao
UV-B nas plantas, como observado em situacdes de estresse por seca e alagamento, bem como
de concentraces elevadas de CO2, e possibilitando maior taxa fotossintética (BELLIDO, 2021;
HU et al., 2020; THIRKELL; PASTOK; FIELD, 2020; ZOU; WU; KUCA, 2021).

Além disso, os FMA contribuem significativamente para a producdo de metabolitos
especializados (MUNIZ et al., 2021; SALEH et al., 2020; SILVA; MAIA; SILVA, 2019). A
atuacdo dos FMA no metabolismo especializado das plantas foi verificada com incremento na
producdo de metabolitos em Passiflora alata, de 137,93 % e 110,75 % em saponinas e fenois
totais respectivamente (MUNIZ et al., 2021). Contudo, os beneficios dos FMA podem variar
dependendo da espécie de fungo utilizada, em relagdo a producdo de metabdlitos e de situagdes
de estresse (DE OLIVEIRA et al., 2019; HU et al., 2020; ZOU; WU; KUCA, 2021).

Portando, Passiflora incarnata pode ter reducdo do desenvolvimento em estresse de
déficit hidrico, e aumento dos metabolitos especializados pela interagdo com outro estressores
com radiacdo UV-B e FMA, possibilitando aclimatacéo. além disso, a interacdo a FMA pode

contribuir para maior protecéo de P. incarnata em estresse de déficit hidrico e radiacdo UV-B.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar o metabolismo primario e especializado de Passiflora incarnata submetida a
estresse de déficit hidrico, luminoso (ultravioleta-B) e associada a fungos micorrizicos
arbusculares.
2.20bjetivo Especificos

O metabolismo de P. incarnata € alterado quando em estresse de déficit hidrico, e com
interacdo a radiacdo UV-B apresenta mudangas no desenvolvimento e metabolismo.

P. incarnata tem maior producdo de metabo6litos em associada com FMA, e quando em
interacdo com déficit hidrico ou radiagdo UV-B héa reducdo dos estresses.

A melhora do sistema de defesa de P. incarnata em déficit hidrico ou radiacdo UV-B
com associacao de FMA.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e Producéo

O experimento ponderar ser conduzido na UEMASUL, Campus de Imperatriz/MA, em
camara de crescimento e em casa de vegetagao tipo “Paddy Fan” .

Serdo utilizadas, como modelo, plantas jovens de Passiflora incarnata, com 5 cm de
altura com fornecimento de solucdo nutritiva n° 2 de Hoagland; Arnon, (1950), diluida a 25%,
sem fosforo. As plantas serdo cultivadas com luz artificial utilizando-se lampadas que
fornecerdo + 250 pmol m*? s DFFFA.
4.2 Delineamento experimental

O experimento sera realizado em blocos casualizados, esquema fatorial 2x2x2, com ou
sem fungos micorrizicos arbusculares (FMA), com ou sem déficit hidrico (DH) e presenca ou
auséncia de radiacdo ultravioleta B (UV-B), totalizando 8 tratamentos, com 5 repeti¢cdes. da

seguinte forma: controle (T1) sem-FMA+sem-UV-B+sem-DH; T2 sem-FMA+sem-UV-
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B+com-DH; T3 sem-FMA+com-UV-B+com-DH; T4 sem-FMA+com-UV-B+sem-DH; T5
com-FMA+sem-UV-B+com-DH; T6 com-FMA+com-UV-B+com-DH; T7-com-FMA+com-
UV-B+sem-DH T8 com-FMA+sem-UV-B+sem-DH. AvaliacOes serdo realizadas no auge do
estresse e na recuperagéo.

Serdo utilizados fungos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus intraradices)
multiplicados em solo esterilizado, (caracteristicas fisico-quimicas apresentadas na tabela 1),
com Brachiaria decumbens por quatro meses, em casa de vegetacao, localizada na UEMASUL,
Campos ImperatrizZMA (-5.535337 O, -47.483387 S). Apbs esse periodo, os fungos
armazenados em temperatura igual a + 4°C.

Para o cultivo da Passiflora incarnata seréo utilizados vasos com capacidade igual a
2,5L. Esporos de fungos micorrizicos arbuculares contidos em 100 g de solo serdo inoculados
em substrato estéril no momento do plantio.

Passiflora incarnata inoculada serd mantida em capacidade de campo por meio de rega
frequente, durante 15 dias para aclimatacdo. A seguir, ocorrera a suspenséao do fornecimento de
agua e aplicacdo de UV-B até o auge do estresse quando as plantas revelarem fotossintese
préxima a zero e/ou condutancia estomatica menor que 30%. Ao atingir 0 auge do estresse as
plantas serdo mantidas em capacidade de campo e auséncia de radia¢do UV-B para recuperacao.

A radiacdo UV-B (comprimento de onda entre 280 nm e 360 nm, com pico em 305 nm
— 310 nm) sera aplicada por meio de lampada USHIO — G15T8E, para fornecimento de 1500 +
100 pW cm—2 s—1 durante quatro horas, das 05:00 as 09:00 horas, durante todo o periodo de
seca.

No auge do estresse e quando as plantas submetidas a UV-B e defice hidrico revelarem
taxa fotossintética proxima daquelas do tratamento controle (sem défice e sem UV-B), seréo
avaliados fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, peroxido de

hidrogénio, peroxidacéo lipidica, fendis totais, vitexina, agucares totais e amido.
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4.3 Variaveis avaliadas
4.3.1 Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos

Fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas serdo realizadas em folhas totalmente
expandidas, utilizando-se equipamento de sistema aberto com analisador de gases por radiacao
infravermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo GFS 3000 FL, Walz), com fluordmetro
acoplado (Array/PAM-Fluorometer 3055-FL, Walz).

Seré determinada a clorofila com 0,2 g de folhas frescas, inseridas em 20 ml de solugéo
reativa (acetona:etanal: H.O=4,5:4.5:1. E depois mantidas por 24 em ambiente escuro, 0s
valores de OD645 e OD663 foram mensurados apo6s as folhas estarem completamente brancas.
A concentracdo da clorofila a (Chl a) e clorofila b (Chl b) e o total de clorofila foram calculado
de acordo com o metodo de Roca., et al (2024)

4.3.2 Fenois totais, vitexina, agucares sollveis e amido

Fendis totais serdo determinados segundo Bonoli et al. (2004), utilizando acetona como
extrator em banho ultrassénico. A reagdo ocorrera com Folin diluicdo 1: 10 em agua destilada
e carbonato de sddio a 20%. A curva de calibracdo sera realizada com acido galico e a leitura
em comprimento de onda de 725 nm.

A analise de vitexina sera realizada de acordo com Wosch et al., (2017). Folhas secas
(200 mg) serao adicionadas a 8 ml de etanol 60% em tubo de 15 mL e agitados em vortex por
15 segundos. A seguir, o extrato bruto sera submetido a banho com ultrassom por 30 minutos,
filtrado e acondicionado em fraco escuro a +4°C. A quantificacdo da vitexina sera realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (uvHPLC) com bomba de gradiente e detector UV-VIS,
com a leitura em 340 nm.

A extracdo dos agucares sollUveis serd realizada com etanol 80% e a quantificacdo dos
acucares solUveis totais seguird o método de antrona, com leituras em espectrofotémetro a 620

nm. O amido sera extraido do pelet com éacido perclorico 52% em banho de gelo. O
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sobrenadante sera transferido para tubo Falcon, sendo a determinag&o realizada com o método
de antrona e curva padréo de glicose (Garcia et al., 2006).
4.3.3. Concentracdo de peroxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica

Serd determinada a peroxidacdo lipidica, (Devi and Prasad 1998) e quantificada a
concentracdo de peroxido de hidrogénio (Alexieva et al. 2001), com &cido tricloroacético
(TCA) e leitura em 390 nm.
4.3.4 Massa seca parte aérea e raiz

Ao final do experimento parte aérea e raizes serdo coletadas e submetidas a secagem em
estufa de aeracdo forcada, em temperatura igual a 38° C por 72h para a determinacéo das massas
secas.
4.3.5 Colonizacdo dos FMA

A colonizacgdo radicular serd determinada com 1g de raizes, cortadas em segmentos
iguais a 1 cm e diafanizados com KOH 2,5%. A seguir, 0s segmentos serdo corados usando
azul de triptan 0,05%, de acordo com Koske e Gemma, (1989). O percentual de colonizacéo
sera realizado, segundo método de Giovannetti e Mossea, (1980), calculando-se a % de
colonizacao micorrizica = (pontos de raizes colonizadas / pontos de raizes colonizadas + pontos
de raizes ndo colonizadas) x 100.

Serdo avaliados os fragmentos de raizes contendo estruturas fungicas, como esporos,
arbasculos, hifas e vesiculas (Dickson, 2004).
4.4 Forma de analise dos resultados.

As varidveis serdo submetidas a analise de variancia (ANOVA) apés teste de
homogeneidade por Levene. As médias serdo comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Analise de Componentes Principais (PCA) e Cluster Aglomerativa Hierarquica

serdo realizados, com R verséo 4.2.0 (R Core Team, 2022).
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