UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

FEIRA DE SANTANA
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM  Ginericos

VEGETAIS W

RECURSOS GENETICOS VEGETAIS N CARANA

BARBARA PAULA DOS SANTOS BORGES

TRACOS MORFOFUNCIONAIS, REGENERACAO IN VITRO E
BIOQUIMICA DE ESPECIES DE VELLOZIA
SOB DISTURBIOS POR SECA, ALTA TEMPERATURA E FOGO

Feira de Santana, 2022



BARBARA PAULA DOS SANTOS BORGES

TRACOS MORFOFUNCIONAIS, REGENERACAO IN VITRO E
BIOQUIMICA DE ESPECIES DE VELLOZIA
SOB DISTURBIOS POR SECA, ALTA TEMPERATURA E FOGO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Recursos
Genéticos Vegetais, da Universidade Estadual de Feira de
Santana como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Doutora em Recursos Genéticos Vegetais.

Orientador: Prof. Dr. Abel Augusto Conceigao
Co-orientacdo: Profa. Dra. Alone Lima-Brito

Feira de Santana, 2022



Ficha Catalografica — Biblioteca Central Julieta Carteado

B73 Borges, Barbara Paula dos Santos
I'ragos morfoluncionais, regeneragho in viteo ¢ biogquimica de espéeies dg
Fellozia sob distirbios por seca, alta temperatura ¢ fogo /[ Barbara Paula dos
Santos Borges.-Feira de Santana, 2022
12 pail
Orrientador: Abel Augusto Conceigdio
Coorientadora: Alone Lima-Brito
Tese{ Domorado) — Universidade Estadual de Feira de Santana,
Programa de Pos-Gradvagio em Becursos Genéticos Vegetais, 2022,

1. Flores rupestres -Velloziaceae 2. Velloziaceae - Multiplicacio in
vitre, 3 Velloziaccae - Estresse  témico. 4. Velloziaccae -

Osmorreguladores. | Conccigdo, Abel Augusto, orient. 11 Lima-Brito,
Alone, coorient, 11 Universidade Estadual de Feira de Santana. 1V,

Titulao.

CDU: 582.576.1

Tatiane Souza Santos - Bibliotecdria CRB5/1634



BANCA EXAMINADORA
(DOUTORADO)

//?azm (0’11134‘} /Belloridorni

Profa. Dra. Moema Cortizo Bellintani
(Universidade Federal da Bahia — UFBA)

Ao U do 0lves

Prof. Dr. Lenaldo Muniz de Oliveira
(Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS)

Profa. Dra. Maria Angélica de Pereira Carvalho Costa
(Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB)

s

Profa. Dra. SAmia Paula Santos Neves Oliveira
(Universidade Salvador - UNIFACYS)

%ﬁ””&&

Prof. Dr. Abel Augusto Conceic¢éo
(Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS)
Orientador e Presidente da Banca

Feira de Santana — BA, 2022



A meus pais Anténio Mario e Solange Borges pelo apoio e incentivo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e aos amigos espirituais pelo direcionamento e inspira¢des ao longo
do doutorado.

A meus pais que sempre me incentivaram e auxiliaram na busca por todos 0s meus
objetivos.

Aos alunos de iniciagdo cientifica Naron, Tainah, Veronica e Akemi pelo auxilio no
laboratorio e excursdes em campo. Além de tantos outros colegas que ajudaram a concluir a
etapa de coleta como Dinah, Erica, Liliane, Gerson (Limdo), Lucimara, Juliana e Ivo, que
possibilitaram a conclusdo dessa parte da pesquisa e momentos de muitas resenhas.

Agradeco a Samia pela disposicdo em ajudar na organizacdo da coleta ou em qualquer
outra davida sobre o laboratério de Flora e Vegetacdo (FLOVE).

Aos amigos do laboratério de Cultura de Tecido Vegetal (LCTV), entre eles Junior,
Dinah, Mauricio, Andressa, Fernanda que cercaram essa caminhada com discussdes sobre as
pesquisas e resenhas tornando a caminhada mais leve. Sou grata a amizade desenvolvida ao
longo do doutorado com os colegas de turma, em especial a Barbara e Luma. E aos amigos
que mesmo longe torceram e compreenderam a minha auséncia em muitos momentos Laisa,
Lilian, Larissa, Emile.

A meu noivo Arsene pela compreensdo das auséncias e pelo apoio nos momentos
finais com a ansiedade e estresse.

N&o poderia deixar de agradecer o apoio do Projeto Sempre Viva pela disponibilidade
do alojamento para as coletas. Além de expressar minha gratiddo a Marcelo, pelos varios
auxilios em campo com informacdes das trilhas e caronas para efetuar meu trabalho.

A Robson pela disponibilidade e auxilio na analise de prolina.

A minha coorientadora, professora Dra. Alone Lima Brito por tantos ensinamentos,
palavras de incentivo e apoio.

Agradeco ao meu orientador, professor Dr. Abel Conceicdo pela confianca, paciéncia,
incentivos e ensinamentos nesses quatro anos.

Por fim agradeco as instituicdes que possibilitaram o desenvolvimento da pesquisa; a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa da Bahia (FAPESB) pela concessao da bolsa de doutorado; a
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) pela estrutura fisica/equipamentos; e ao
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMbio) pelo fornecimento de

autorizacéo.



"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001 (This study was financed
in part by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil -
CAPES - Finance Code 001)".



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar 0 que ninguém pensou ainda
sobre aquilo que todo mundo vé .

Arthur Schopenhauer



RESUMO GERAL

Os tracos morfofuncionais permitem aprofundar o conhecimento sobre as respostas dos
vegetais a disturbios como fogo e seca, fatores que caracterizam o campo rupestre, onde a
familia Velloziaceae se destaca pela abundancia e adaptacGes a estresses abidticos. Objetivou-
se avaliar tragos morfofuncionais relacionados aos filtros ambientais fogo ou seca, o impacto
desses estresses abidticos na bioquimica e na multiplicacdo in vitro de espécies do género
Vellozia. Nesse intuito, foram marcados 10 individuos das seis espécies para mensuracao de
tracos morfofuncionais e 10 plantas de V. pyrantha e V. seubertiana para avaliacdo de rosetas
regeneradas e novas. No laboratorio foi avaliado o crescimento inicial in vitro em
concentragcdes de meio de cultura MS, sacarose e carvdo ativado, a multiplicacdo in vitro por
estresse osmatico com polietilenoglicol, sacarose e manitol e o estresse térmico (140 £3 °C)
utilizando estufa de secagem. Houve separacdo em dois grupos de acordo com as
caracteristicas relacionadas a seca e fogo. V. seubertiana teve maiores médias de regeneracao
e rebrota. O MS reduzido em nutriente com 159 de sacarose favoreceu o crescimento inicial
in vitro. O estresse hidrico induziu brotos em V. pyrantha e o térmico em V. punctulata. A
formagdo de grupo coeso dos individuos de afloramento rochoso e entre as espécies de
ambiente continuo indica tradeoff entre seca e fogo. O sucesso do estabelecimento in vitro de
Vellozia depende da composi¢do do meio de cultura e o estresse osmatico e térmico foram
eficientes na inducdo de reproducéao vegetativa in vitro em V. pyrantha e V. punctulata.

Palavras-chave: Campo rupestre. Cultivo in vitro. Osmorreguladores. Velloziaceae.
Estresse térmico.



ABSTRACT

The morphofunctional traits make it possible to deepen the knowledge about the responses of
plants to disturbances such as fire and drought, factors that characterize the rocky field, where
the Velloziaceae family stands out for its abundance and adaptations to abiotic stresses. The
objective was to evaluate morphofunctional traits related to environmental filters fire or
drought, the impact of these abiotic stresses on the biochemistry and in vitro multiplication of
species of the genus Vellozia. For this purpose, 10 individuals of the six species were marked
to measure morphofunctional traits and 10 plants of V. pyrantha and V. seubertiana to
evaluate regenerated and new rosettes. In the laboratory, initial growth was evaluated in vitro
at concentrations of MS culture medium, sucrose and activated charcoal, in vitro
multiplication by osmotic stress with polyethylene glycol, sucrose and mannitol and thermal
stress (140 £3 °C) using a drying oven. There was separation into two groups according to the
characteristics related to drought and fire. V. seubertiana had higher averages of regeneration
and regrowth. The nutrient reduced MS with 15g of sucrose favored the initial growth in vitro.
Water stress induced shoots in V. pyrantha and thermal stress in V. punctulata. The formation
of a cohesive group of individuals from rocky outcrops and between species of continuous
environment indicates a tradeoff between drought and fire. The success of the in vitro
establishment of Vellozia depends on the composition of the culture medium and the osmotic
and thermal stress were efficient in inducing in vitro vegetative reproduction in V. pyrantha
and V. punctulata.

Keywords: Rupestrian grasslands. In vitro cultivation. Osmoregulators. Velloziaceae.
Thermal stress.
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INTRODUCAO GERAL

O estudo de tragos funcionais de vegetais permite conhecer a estrutura e formacgéo da
comunidade (VIOLLE et al., 2007; LOIOLA et al., 2010), pois essas caracteristicas estdo
ligadas ao crescimento, reproducédo e sobrevivéncia da planta (VIOLLE et al., 2007). Diante
da heterogeneidade ambiental as espécies possuem diferentes formas de exploracdo do espaco
se estabelecendo no local mais vantajoso, de modo que é compreensivel vincular tracos
funcionais, ou seja, a morfologia, fisiologia ou fenologia do individuo ao habitat (WRIGHT et
al., 2010; GE et al. 2019). Diversas caracteristicas tém sido documentadas para avaliar a
relagdo entre vegetais e ambiente abidtico como a &rea foliar, didmetro do caule, suculéncia da
folha e altura da planta (LOIOLA et al., 2010; RATNAM et al., 2019; ASSUNCAO et al.,
2020; MAKUMBE et al., 2020), as quais podem ser relacionados a filtros ambientais como o0s
estresses abioticos provocados por fogo e seca (KRAFT et al., 2015).

O fogo apresenta inegavel importancia como modificador ambiental, sendo seu
regime responsavel pela distribuicdo e caracteristicas ecoldgicas de alguns dos principais
biomas do mundo compondo ecossistemas como pastagens e savanas (BOND et al., 2005). O
impacto do fogo é frequentemente discutido na literatura por meio da resiliéncia dos vegetais,
0s quais sobrevivem devido a adaptagdes como gemas subterraneas, protegidas por bainhas
foliares ou por folhas em forma de roseta, espessura da casca e rebrota (CLARKE et al., 2013;
VESK; YEN, 2019; DIOS, 2020; ZUPO et al., 2020). Essas espécies resistentes ao fogo
podem ser consideradas adaptadas a determinado regime de fogo e sdo chamadas de plantas
pirofiticas (COUTINHO, 2002; KEELEY et al., 2011; PAUSAS; KEELEY, 2017).

Outro extremo adaptativo é o das plantas tolerantes a dessecacdo, vegetais que
convivem com a seca, capazes de equilibrar seu metabolismo a baixa disponibilidade hidrica
do ambiente e retomar seu funcionamento normal apés reidratagdo (HOPKINS, 1999;
ALPERT, 2000; DINAKAR et al., 2012). Tais plantas podem sobreviver a dessecacdo de 80 a
95% das suas células e sdo denominadas de “plantas que ressuscitam” (POREMBSKI,;
BARTHLOTT, 2000; ALCANTARA et al., 2015). A seca e o calor estdo entre 0s estresses
abidticos que mais influenciam modificacdes nos mecanismos fisioldgico, bioquimico,
ecoldgico e molecular dos vegetais, sendo selecionada a alteracdo que favorece a manutengéo
do equilibrio celular e a sobrevivéncia em condic¢des de estresse (ALCAZAR, 2006; SALEHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). No entanto, essas altera¢cdes podem induzir

lesdes celulares graves que interferem no crescimento e produtividade do vegetal (BITA;
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GERATS, 2013), e causar danos provavelmente minimizados com a producdo e acumulo de
solutos osmoprotetores (TAIZ et al. 2017). A acdo dessas substancias auxilia na reducéo do
potencial hidrico da planta entre elas estdo os carboidratos (DINAKAR et al., 2012; TAIZ et
al. 2017), a prolina a mais difundida que atua ainda no combate aos radicais livres (ASHRAF;
FOOLAD, 2007; MOLINARI et al., 2007) e as poliaminas também com acdo antioxidante
(ESQUIVEL-LUNA et al., 2014).

A tolerancia a dessecacgdo e a resisténcia ao fogo podem ser observadas em algumas
espécies de Velloziaceae (CONCEICAO et al., 2016) familia de monocotiledoneas que
concentra suas espécies no campo rupestre, onde a maioria ¢ endémica (MELLO-SILVA,
2011, 2018). O campo rupestre é caracterizado por modificaces edafocliméaticas como alta
radiacdo, ventos fortes e solos extremamente pobres, além de ser marcado por incéndios
frequentes e secas periddicas o que possibilitou o desenvolvimento de uma vegetacdo
altamente adaptada a estresses (FERNANDES, 2016; SILVEIRA et al., 2016). A
heterogeneidade de habitat € outra caracteristica marcante do campo rupestre, formando uma
composicdo ambiental complexa que reflete na riqueza de espécies e possibilita a observacéao
da atuacdo de estresses abidticos em habitat circunvizinhos como os afloramentos rochosos e
a vegetacdo continua (CONCEICAOQ; PIRANI, 2005, 2016).

No afloramento rochoso podem ser encontradas diversas espécies adaptadas a
dessecacdo como a \ellozia punctulata Seub, \ellozia jolyi L.B.Sm & Ayensu e \ellozia
hemisphaerica Seub (CONCEICAO; PIRANI, 2005; CONCEICAO et al., 2007; NEVES,
2009; MELLO-SILVA, 2015), contrastando a vegetacdo continua com estrato de plantas
graminoides sob acdo frequente do fogo, ambiente onde ocorre a \ellozia seubertiana
Goethart & Henrard que apresenta indicios de flora¢do provocada pelo fogo (NEVES, 2009),
e as espécies endémicas da Chapada Diamantina, BA \ellozia pyrantha A.A.Conc.,
dependente do fogo para a reproducdo e a espécie de grande porte Vellozia sincorana L.B.Sm
& Ayensu, ocorrente nas margens de rios ou encostas rochosas de morros (CONCEICAO et
al., 2016; CONCEICAO, 2018) (Figura 1).

Essas espécies ainda sdo pouco estudadas. Ha apenas pesquisa fenologica de V.
hemisphaerica, V. jolyi e V. seubertiana (CONCEICAO et al., 2007; NEVES, 2009), e relatos
sobre a propagacao in vitro de \ellozia pyrantha (BORGES et al., 2020).

O cultivo in vitro de plantas, uma das areas de elevado sucesso da biotecnologia, pode
ser utilizado como caminho para a propagacao das espécies e possibilita seu estudo fisiologico

e bioquimico, tornando 0s avancos na pesquisa mais rapidos e eficientes devido ao ambiente
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de cultivo controlado e ao curto periodo para visualizacdo da resposta dos vegetais
(CANCADO et al., 2009). Dentre as diversas técnicas do cultivo in vitro, a mais difundida é a
micropropagacgéo, que proporciona o desenvolvimento de plantas livres de contaminagéo,
producdo de grande quantidade de clones em espaco reduzido e multiplicagdo de espécies de
dificil propagacdo (OLIVEIRA et al., 2007).

f‘: &

Figura 1 — Seis espécies do género Vellozia em ambiente continuo (fogo) Vellozia seubertiana (A e B), Vellozia
sincorana (C e D) e \Vellozia pyrantha (E e F), e afloramento rochoso (seca) Vellozia punctulata (G e H), Vellozia
jolyi (1 e J) e Vellozia hemisphaerica (L e M). Fotos BPS BORGES

No estabelecimento in vitro, primeira fase da técnica de micropropagacéo, a selecao e
desinfestacdo eficiente do explante, assim como a composicdo do meio de cultura é de
extrema importancia (GEORGE; DEBERGH, 2008; GEORGE; KLERK, 2008). Além dos

nutrientes minerais diversas substancias podem ser acrescentadas ao meio, como a sacarose
14



para fornecer esqueleto de carbono e energia metabdlica e o carvdo ativado com poder de
absorcdo de substancias toxicas desfavoraveis ao enraizamento (CALDAS et al., 1998;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; FLORES et al., 2013).

A fase de multiplicacdo tem como objetivo maximizar o numero de brotos, sendo
normalmente utilizado reguladores de crescimento como o balango entre citocininas e auxinas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). No entanto, a producdo de brotos tem sido
investigada utilizando o estresse como gatilho para reproducdo vegetativa como observado na
regeneracdo in vitro em \ellozia pyrantha pelo uso de estresse com fogo (BORGES et al.,
2020). O estresse hidrico in vitro também foi analisado para inducdo de brotos em Vaccinium
corymbosum L. (CAO et al., 2003) e Solanum tuberosum L. (VINTERHALTER et al., 1997).
Dentre os compostos com acdo osmorregulatéria estdo o manitol, o sorbitol e o
polietilenoglicol, os quais dependendo da concentracdo, podem provocar estresse hidrico e
modificacGes nas respostas fisioldgicas dos vegetais (MORAES; MENEZES, 2003).

Tendo em vista que filtros ambientais como fogo e seca podem moldar caracteristicas
morfofuncionais com selecdo das mais vantajosas suprimindo as impraéprias, e que as espécies
vegetais nesses ambientes tendem a investir em mecanismos bioguimicos de protecdo e na
regeneracdo vegetativa como forma de reproducdo (KEDDY, 1992; MARTINELLI, 2008;
CLARKE et al.,, 2013; ZEPPEL et al., 2015; ALEEM et al., 2020; CHOMICKI, 2021),
hipotetizamos que o fogo recorrente em ambiente continuo tem influéncia nos tracos
morfofuncionais de \ellozia seubertiana, \ellozia sincorana e \ellozia pyrantha, e a seca
sazonal em afloramentos rochosos nas caracteristicas de \Vellozia punctulata, \ellozia jolyi e
\ellozia hemisphaerica, assim como ambos induziriam mecanismos bioquimicos de protecdo
e a reproducdo vegetativa in vitro dessas espécies. Adicionalmente avaliamos se o
crescimento inicial in vitro de \ellozia corresponde a pobreza nutricional do campo rupestre
com diferentes concentragGes de meio de cultura.

Dado o exposto, nosso objetivo foi analisar os tracos morfofuncionais de seis espécies de
\ellozia de ambiente continuo (fogo recorrente) e afloramento rochoso (seca predominante), a
capacidade reprodutiva e regeneracdo de \ellozia pyrantha e \ellozia seubertiana apos a
passagem de fogo, além da resposta bioquimica e propagacao vegetativa in vitro de quatro
espécies utilizando o estresse hidrico e térmico como gatilhos. Nesse intuito este estudo foi

dividido em quatro capitulos:

0 No capitulo 1 abordamos atributos morfofuncionais em seis espécies de Vellozia sob
fogo (V. pyrantha, V. seubertiana e V. sincorana) e seca (V. punctulata, V. jolyi, V.
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hemisphaerica), além da capacidade reprodutiva e regenerativa de V. pyrantha e V.
seubertiana apds contato direto com fogo.

0 No capitulo 2 avaliamos a influéncia de diferentes concentragfes de meio de cultura
no crescimento inicial in vitro de V. seubertiana, V. sincorana, V. jolyi e V. punctulata.

0 No capitulo 3 observamos a influéncia do estresse hidrico na bioquimica e inducéo de
multiplicacdo in vitro de V. pyrantha, V. seubertiana, V. jolyi e V. punctulata com
utilizagdo de osmorreguladores.

0 No capitulo 4 avaliamos o efeito da alta temperatura (140 £3 °C) na resposta
bioguimica e capacidade de multiplicacdo in vitro de V. pyrantha, V. seubertiana, V.

jolyi e V. punctulata.
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TRACOS MORFOFUNCIONAIS EM ESPECIES DE
VELLOZIA SOB FOGO E SECA

Feira de Santana, 2022

21



RESUMO

Os tragos funcionais auxiliam na compreensdo da sobrevivéncia e da resposta das plantas a
disturbios como a seca e o fogo, sendo importantes na estruturacdo e funcionamento da
vegetacdo, como a do campo rupestre, onde espécies de Velloziaceae tolerantes ao estresse
sdo dominantes. Nosso objetivo foi avaliar os tracos funcionais de seis espécies de \ellozia
sob influéncia de fogo recorrente no ambiente continuo e sob seca sazonal no afloramento
rochoso. Adicionalmente, avaliou-se a capacidade regenerativa de \Vellozia pyrantha e \ellozia
seubertiana atingidas por incéndios. Foram mensuradas a altura, diametro da roseta, area
foliar e profundidade da gema em 10 individuos de seis espécies de \ellozia, além da
regeneracdo e rebrota em 10 individuos de V. seubertiana e 10 de V. pyrantha queimados. A
analise de componentes principais (PCA) evidenciou agrupamento das espécies de
afloramento rochoso e proximidade entre espécies de ambiente continuo com maior valor de
altura no CP1 e dos tracos diametro da roseta e area foliar no CP2. A profundidade da gema
(p<0,05) foi maior em plantas de ambiente continuo. V. seubertiana teve maior nimero de
rebrotas e rosetas regeneradas apds o incéndio. Nossos resultados indicam elevada capacidade
de protecdo dos tecidos internos em individuos de ambiente continuo e provavel sensibilidade
das trés espécies de afloramento rochoso ao fogo, sugerindo tradeoff entre seca e fogo. V.
pyrantha e V. seubertiana sdo altamente resilientes a passagem do fogo. V. seubertiana tem
rebrota epicormica, o que influéncia positivamente o potencial de producdo fotossintética,
devido a maior &rea com brotacdes laterais.

Palavras-chaves: Campo Rupestre. Estresse toleréncia. Rebrota. Velloziaceae.
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ABSTRACT

Functional traits help in understanding the survival and response of plants to disturbances
such as drought and fire, being important in the structuring and functioning of vegetation,
such as the campo rupestre, where stress-tolerant species of Velloziaceae are dominant. Our
objective was to evaluate the functional traits of six species of \ellozia under the influence of
recurrent fire in the continuous environment and under seasonal drought in the rocky outcrop.
Additionally, we evaluated the regenerative capacity of \ellozia pyrantha and \ellozia
seubertiana affected by fires. Height, rosette diameter, leaf area and bud depth were measured
in 10 individuals of six species of \ellozia. In addition to regeneration and regrowth in 10
individuals of V. seubertiana and 10 of V. pyrantha burned. Principal component analysis
(PCA) showed clustering of rocky outcrop species and proximity between species of
continuous environment with higher height values in CP1 and the traits rosette diameter and
leaf area in CP2. The bud depth (p<0.05) was higher in plants with continuous environment.
V. seubertiana had the highest number of sprouts and rosettes regenerated after the fire. Our
results indicate a high capacity for protection of internal tissues in individuals with a
continuous environment and probable sensitivity of the three rocky outcrop species to fire,
suggesting a tradeoff between drought and fire. V. pyrantha and V. seubertiana are highly
resilient to the passage of fire. V. seubertiana has epicormic regrowth, which positively
influences the photosynthetic production potential, due to the larger area with lateral shoots.

Keywords: Rupestre Field.Stress tolerant. Regrowth. Velloziaceae.
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1.1 INTRODUCAO

Os tragos funcionais sdo caracteristicas morfologicas, fisioldgicas ou fenologicas
medidas a nivel de individuo englobando da célula ao organismo, os quais estéo relacionados
ao crescimento, reproducdo e sobrevivéncia do vegetal (MCGILL, 2006; VIOLLE et al.,
2007), e sua analise possibilita compreensdo da formacdo de comunidade e demais niveis de
organizacdo da vegetacdo (VIOLLE et al. 2007; LOIOLA et al., 2010). Além disso, estudos
com essa abordagem sdo indispensaveis para ampliar o conhecimento sobre gestdo de
recursos e mecanismos de resisténcia das plantas aos disturbios naturais (LAVOREL;
GARNIER, 2002; HEILMEIER et al., 2019).

O fogo e a seca estdo entre fatores ambientais que influenciam na distribuicéo,
abundancia e selecdo de caracteristicas nos vegetais (BOND; KEANE, 2017; LAMONT et al.,
2019). A altura da planta, area foliar e capacidade fotossintética sdo tragcos comumente
mensurados em estudos sobre funcionamento dos ecossistemas associados ao fogo e a seca,
enguanto a maior espessura da casca e folhas dispostas em roseta sdo caracteristicas
relacionadas a ambiente propenso ao fogo, ambas ligadas ao isolamento e protecdo da gema
(COUTINHO, 1990; NEVES; CONCEICAO, 2010; BOND; KEANE, 2017; DIOS, 2020).

Outro traco funcional importante que é influenciado pelo fogo e a seca é a capacidade
de regeneracdo por meio da rebrota, caracteristica chave para persisténcia do vegetal e
formacdo de biomas resilientes (CLARKE et al., 2013; ZEPPEL et al., 2015), que é
correlacionada com a dinamica da vegetacdo, balanco de carbono e risco de extincao
(CLARKE et al., 2010), sendo determinada pelo alinhamento entre o desenvolvimento do
vegetal, banco de gemas viaveis e sua protecdo (CLARKE et al., 2013). Essa forma de
regeneracdo é considerada dispendiosa para 0 vegetal justamente pela necessidade de
desenvolver e proteger um banco de gemas (DIOS, 2020), além da demanda de suporte
nutricional via carboidratos que podem ser acumulados em estruturas radiculares e nos demais
Orgdos vegetais, duas formas de armazenamento comuns em espécies de campo rupestre
(OLIVEIRA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016; JOAQUIM et al., 2018; DIOS, 2020).

O campo rupestre é classificado como um dos biomas mais diversos do mundo em
riqueza biologica (SILVEIRA et al., 2016), onde a familia Velloziaceae é dominante e
representada majoritariamente por especies do género \Vellozia (ALCANTARA et al., 2015;
CONCEICAO et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016). Nesse ecossistema, a heterogeneidade de
habitat juntamente com a riqueza do género \ellozia, possibilitam cenario propicio ao estudo
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de plantas tolerantes ao estresse, com espécies circunvizinhas sob acdo de seca sazonal nos
afloramentos rochosos e de fogo recorrente na vegetacdo continua (CONCEICAO; PIRANI,
2005; NEVES; CONCEICAO, 2010; CONCEICAO et al., 2016).

No afloramento rochoso ha predominio de espécies tolerantes a dessecacdo, como
\ellozia jolyi L.B.Sm, \ellozia punctulata Seub e \ellozia hemisphaerica Seub
(CONCEICAO et al., 2007; NEVES, 2009; MELLO-SILVA, 2015), enquanto no ambiente
continuo ocorre dominancia de plantas gramindides e arbustos com rosetas apicais, como
\ellozia seubertiana Goethart & Henrard (NEVES, 2009; CONCEICAO et al., 2016) e a
dominante, \ellozia pyrantha A.A.Conc. que depende do fogo para sua reproducdo
(CONCEICAO, 2018). Outra espécie de Velloziaceae suscetivel ao fogo é \ellozia sincorana
L.B.Sm & Ayensu, encontrada nas margens rochosas de rios, encostas rochosas de morros e
em pequenas elevacdes nos campos rupestres (CONCEICAO, 2018).

Tendo em vista que os distirbios atuam como filtros ambientais que favorecem a
sobrevivéncia e reproducdo de individuos com expressdo de tragos vantajosos, enquanto
eliminam tracos ineficazes (KEDDY, 1992), hipotetizamos que o fogo tem impacto marcante
nos tragos funcionais de V. pyrantha, V. seubertiana e V. sincorana encontradas em ambiente
continuo suscetivel a incéndios, e a seca sazonal nos tragos funcionais de V. punctulata, V.
jolyi e V. hemisphaerica distribuidas em afloramentos rochosos. Consideramos que esses
estresses abidticos podem direcionar as espécies em caminhos adaptativos opostos,
impossibilitando a sobrevivéncia de uma mesma espécie em ambos os ambientes (DIOS,
2020). Desse modo, objetivamos avaliar a influéncia de fogo e seca nos tragos funcionais de
seis espécies de \ellozia encontradas em ambiente continuo (fogo recorrente) e no
afloramento rochoso ndo propenso a queimar e sob influéncia de secas frequentes, além de
avaliar a capacidade reprodutiva e regeneracdo de V. pyrantha e V. seubertiana apds serem

atingidas por incéndio.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em areas de campo rupestre no Parque Municipal de Mucugé
(PMM), Mucugé, BA (Figura 1 A) e no Parque Nacional da Chapada Diamantina (PNCD),
Serra do Candombé, Vale do Capao, Palmeiras, BA (Figura 1 B). O PNCD contempla uma
area de 152.400 ha. Na regido que o PNCD esta inserido o clima é tropical semiimido,
precipitacdo anual de 900 mm, variacdo média de temperatura de 15° C a 26° C com
alternéncia de esta¢des chuvosa de novembro a maio e secas prolongadas, além de incéndios
recorrentes geralmente no periodo de agosto a marco, que pode ser intensificado pela seca e
ventos forte (MMA, 2007).

Esses incéndios, originados principalmente pela acdo humana também atingem o
PMM (MMA, 2007; TV BAHIA, 2020), o qual se estende por 450 ha e esta localizado em
Mucugé (AZEVEDO; BERG, 2007), uma cidade com precipitacdo em torno de 1100 mm por
ano (CERQUEIRA et al., 2008) e local de interesse social, econdmico, ecoturistico e
ambiental. A rica biodiversidade é objeto de pesquisas locais, como as desenvolvidas com
Comanthera mucugensis (Giul.) L.R. Parra & Giul, que levaram a implantacdo do projeto
Sempre Viva no PMM, o qual fornece apoio no desenvolvimento desses estudos, promove

educacdo ambiental e gerencia a visitacdo da unidade de conservacdo (SANTOS et al., 2017).

1.2.2 Coleta

Os individuos foram marcados para realizacdo das medidas e coleta das folhas no
PNCD e no PMM, em diferentes pontos: V. seubertiana S 12° 59.858” W 41° 20.558”, V.
sincorana S 12° 59.520” W 41°24.271”, V. punctulata S 12° 59.56” W 41° 20.242”, V. jolyi S
12° 59.466” W 41° 20.242” ¢ V. hemisphaerica S 12° 0.997 W 041° 0.3484; Serra do
Candombé no Vale do Capdo, Palmeiras, BA: V. pyrantha S 12° 37. 560” W 41° 30. 468” ¢ V.
seubertiana S 12°37.931” W 41° 30.533”.

26



Figura 1 — Vegetacdo em afloramento rochoso no Parque Municipal de Mucugé, (A), Bahia, Brasil. Vegetacao
continua na Serra do Candomba no Parque Nacional da Chapada Diamantina, Bahia (B). Fotos BPS BORGES.

1.2.3 Tracos morfofuncionais de seis espécies de Vellozia sob seca e fogo

Os dados foram mensurados em 10 individuos de V. pyrantha, V. seubertiana, V.
sincorana, V. punctulata, V. jolyi e V. hemisphaerica marcados para medidas de pardmetros
indicadores de resisténcia ao fogo e seca como: 1) altura do individuo (AL), 2) diametro da
roseta (DR), 3) éarea foliar (AF) e 4) profundidade da gema na roseta (PG) (PEREZ-
HARGUINDEGUY et al., 2013). A altura da planta tem sido relacionada a sua capacidade de
competitividade, reproducdo e estratégia de protecdo de distirbios como o fogo e seca
(PEREZ-HARGUINDEGUY et al., 2016). A espessura da roseta estd relacionada a
potencialidade de isolamento dos meristemas € 0 menor tamanho de AF associado a estresse
hidrico, alta temperatura e condic@es nutricionais (PEREZ-HARGUINDEGUY et al., 2013,
2016). Ja a protecdo do meristema (gema) é um dos fatores relacionados ao restabelecimento
vegetal em ambiente sob acédo de fogo (CLARKE etal., 2013).

A sobrevivéncia e rebrota das plantas em estudo foram observadas ap6s 50 dias
(25/11/2020) de incéndio acidental em Mucugé, Bahia no dia 06 de outubro de 2020 em 10
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plantas de V. seubertiana, (resistente ao fogo), V. punctulata, V. jolyi e V. hemisphaerica

(tolerantes a dessecagdo) previamente marcadas.

1.2.4 Influéncia do fogo na capacidade reprodutiva e regeneracao de duas espécies de

\ellozia

Individuos das espécies V. pyrantha e V. seubertiana foram marcados em érea da Serra
do Candomba (PNCD) recém impactada por incéndio ocorrido no dia 15 de novembro de
2018, nos quais foram quantificados o nimero de rosetas regeneradas (NRR) e numero de
rosetas novas (NRN).

A coleta dos dados foi realizada ap6s 2 meses de passagem do fogo em individuos sem
ligacdo visivel com outras plantas da mesma espécie e foram consideradas como rosetas
regeneradas os ramos desenvolvidos de estrutura pré-existente e as rosetas novas como
rebrota oriundas de gemas protegidas (Figura 2). Essa capacidade de rebrota tem sido
relacionada diretamente a persisténcia das plantas no ambiente, sendo considerada um trago

funcional chave em ambiente com distarbios como o fogo (CLARKE et al., 2013).

Figura 2 - Vellozia seubertiana ap6s incéndio acidental no Parque Municipal de Mucugé - Projeto
Sempre Viva em Mucugé, Bahia. Setas indicam as rosetas regeneradas e novas (rebrota). Foto BPS
BORGES.
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1.2.5 Mensuracéo dos parametros

As medidas de AL, DR e PG foram realizadas utilizando trena, fita métrica e
paquimetro. A AL foi medida do solo até a folha mais alta, 0 DR medido a 4 cm abaixo da
primeira folha para as espécies de ambiente continuo e 2 cm para as espécies de afloramento
rochoso devido ao menor comprimento dos ramos. A avaliagédo de AF foi realizada com trés
folhas retirada da parte mediana da planta, as quais foram envolvidas em papel aluminio,
acondicionadas em saco plastico com fecho hermético e colocadas em caixa térmica de isopor
com gelo para conservagdo até a chegada no local de realizagdo das mensuragdes. A
mensuracdo da AF foi realizada utilizando aparelho medidor de area foliar (Li-Cor, modelo
Li-3100C). A parte subterranea de dois individuos de cada espécie foi exposta apenas para
adquirir informacdo adicional sobre a presenca de estrutura relacionada a reserva de
carboidrato.

A PG foi avaliada em cinco individuos de cada espécie, nos quais foram realizados
cortes verticais na parte central do pseudocaule para visualizagdo e mensuracdo da gema
(Figura 3 Ae B). Na espécie V. jolyi foi necessario coletar plantas ndo marcadas para a medida
de PG, pois todos os individuos identificados morreram ap0s a ocorréncia de incéndio

acidental em Mucugé, Bahia.

Figura 3 — Pseudocaule de \ellozia pyrantha. Corte na regido central (A), Gema exposta (B). Fotos BPS
BORGES. A seta indica a gema.
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1.2.6 Analises estatisticas

A mensuracdo de altura foi avaliada com as medidas de 10 individuos para cada
especie (10 individuos x 6 espécies), ja para AF foram obtidas médias a partir de trés folhas
por planta (3 folhas x 10 individuo x 6 espécies). As médias de DR foram calculadas de seis
rosetas por individuo (6 rosetas x 10 individuos x 6 espécies), enquanto a PG foi avaliada em
5 individuos, 1 roseta por planta (5 individuos x 6 espécies). O DR de V. pyrantha, V.

seubertiana e V. hemisphaerica foi obtido utilizando a férmula € =d.w , onde, C

corresponde ao comprimento da circunferéncia e d ao diametro.

O NRR e NRN de V. pyrantha e V. seubertiana foram analisadas a partir da contagem
de rosetas regeneradas e novas em 10 individuos por espécie (10 individuos x 2 espécies).

Os dados foram submetidos a verificacdo de normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk, utilizando o programa R Core Team, v 4.0.5 (2020). A relagéo entre as seis espécies de
\ellozia de ambiente continuo (fogo recorrente) e afloramento rochoso (seca) foi verificada
através da andlise multivariada de componentes principais (PCA), utilizando o programa
PAST, v. 4.03, desenvolvido por Hammer et al. (2001). A média dos tracos funcionais
didmetro da roseta, area foliar e o valor obtido de cada planta para altura do individuo foram
transformados para a realizagdo de PCA por meio da férmula z = escore bruto - média /
desvio padréo.

Os dados de PG, assim como os de NRR e NRN em V. pyrantha e V. seubertiana
foram analisados usando as medianas dos tratamentos com o teste Kruskal-Wallis e
comparadas pelo teste Dunn’pos hot, com o programa PAST, v. 4.03 (Hammer et al. 2001).

A anélise dos parametros DR, AF, AL entre as espécies, foi realizada utilizando o teste
de Tukey no programa SISVAR, v 5.3, desenvolvido por Ferreira (2011) com as médias de
DR transformadas pory + 1.0 - sqry + 1.0.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1Tracos morfofuncionais de seis espécies de Vellozia sob seca e fogo

Na analise de componentes principais (PCA) os dois primeiros componentes
explicaram 92 % da variancia dos dados, dos quais 70 % correspondem ao CP1 e 22 % ao
CP2 (Tabela 1 Anexo A). No componente principal 1 os valores mais representativos foram
dos tracos funcionais AF e DR, enquanto no 2 predominou o parametro AL (Tabela 1 Anexo
A).

A ordenacdo obtida pela analise de PCA indica tradeoff entre fogo e seca diante do
agrupamento das trés espécies de \ellozia relacionadas ao afloramento rochoso, e maior
proximidade entre as espécies relacionadas a ambiente continuo (Figura 4). V. punctulata, V.
jolyi e V. hemisphaerica se sobrepéem no grafico devido a similaridade em menor altura,
enquanto V. seubertiana e V. sincorana estdo mais proximas em relagdo ao maior
comprimento, ja V. pyrantha se distancia um pouco de ambas com maiores valores de AF e
DR (Figura 4).

300

Commponst

DR

Componest 1

Figura 4 — Ordenacdo gerada pela andlise de componentes principais (PCA) utilizando a altura do individuo
(AL), diametro das rosetas (DR) e area foliar (AF) de trés espécies do género Vellozia de ambiente continuo
(fogo). ® -\kllozia sincorana, O - \ellozia seubertiana, M — Vellozia pyrantha e trés espécies de afloramento
rochoso (seca) @ - \ellozia jolyi, O— \ellozia heminsphaerica e ®— \ellozia punctulata.
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A PG diferiu (p<0,05) entre espécies de ambiente continuo e afloramento rochoso
(Tabela 2 e 3 Apéndice A), apresentando maior valor em plantas no ambiente relacionado ao

fogo e 0 menor onde a seca predomina (Figura 5 e 6).
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Figura 5 — Profundidade da gema (PG) de seis espécies do género Vellozia de ambiente continuo (fogo) (Vellozia
seubertiana, Vellozia sincorana e Vellozia pyrantha) e afloramento rochoso (seca) (Vellozia punctulata, Vellozia
jolyi e Vellozia hemisphaerica). * Significativo pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade.
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Figura 6 — Profundidade da gema foliar de seis espécies do género Vellozia de ambiente continuo (fogo) Vellozia
sincorana (A), Vellozia seubertiana (B), Vellozia pyrantha (C), e de afloramento rochoso (seca) Vellozia jolyi
(D), Vellozia punctulata (E) e Vellozia hemisphaerica (F). Barra referente a 1 cm. A seta indica a gema. Fotos
BPS BORGES.

Na comparagdo das caracteristicas entre as espécies a analise de variancia (p<0,01)
indicou diferenca nos parametros AL, DR e AF (Tabela 4 Apéndice A).

A AL foi maior para V. seubertiana e V. sincorana, enquanto o DR foi maior para V.
pyrantha (Figura 7 A e B). A maior AF foi observada para V. pyrantha e as menores para V.

hemisphaerica, V. punctulata, V. jolyi e V. sincorarna (Figura 7 C).
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Figura 7 — Altura do individuo (AL), didmetro da roseta (DR) e area foliar (AF) de seis espécies do género
Vellozia de ambiente continuo (fogo) e afloramento rochoso (seca). Médias com a mesma letra ndo diferem entre
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O teste de Kruskal-Wallis e a comparacao pelo teste Dunn (p<0,05) entre as especies
mostrou diferenca na PG (Tabela 5 e 6 Apéndice A). A gema mais profunda na roseta foi
visualizada em V. seubertiana, enquanto as mais superficiais foram observadas em V.

hemisphaerica, V. punctulata e V. jolyi (Figura 8).
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Figura 8 - Profundidade da gema (PG) de seis espécies do género Vellozia de ambiente continuo (fogo) e
afloramento rochoso (seca). Teste de Dunn a 5% de probabilidade. ™ Diferenga entre Vellozia seubertiana -
Vellozia punctulata, Vellozia jolyi e Vellozia hemisphaerica. * Diferenca entre Vellozia sincorana - Vellozia jolyi e
Vellozia hemisphaerica. * Diferenga entre Vellozia pyrantha - Vellozia jolyi e Vellozia hemisphaerica.

Apds 50 dias da passagem do fogo em Mucugé foi constatado a morte dos 10
individuos de V. jolyi e 4 plantas de V. punctulata, correspondendo a 100 % e 40 %
respectivamente (Figura 9). A V. seubertiana rebrotou ap6s o incéndio e ndo houve nenhuma
morte para essa espécie (Figura 10). O incéndio ndo atingiu individuos de V. hemisphaerica,

0s quais permaneceram vivos. A V. sincorana também ndo foi atingida pelo incéndio.

——, S
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Figura 9 — Area atingida pelo fogo com individuos mortos de Vellozia punctulata (A e B) e Vellozi jolyi (C e D)

apos incéndio acidental no Parque Municipal de Mucugé, Mucugé, BA. Seta azul — individuos mortos e seta
vermelha — Plantas circunvizinha vivas. Fotos BPS BORGES.
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Figura 10 — Rebrota de Vellozia seubertiana (A) e detalhe de brotos laterais (B) apds incéndio no Parque
Municipal de Mucugé, Mucugé, BA. Seta vermelha indica brotos. Fotos BPS BORGES.

Nao foi observado 6rgdo espesso de reserva nutricional em nenhuma das seis espécies
de \ellozia (Figura 11 e 12).

Figura 11 — Estrutura radicular de trés espécies do género Vellozia de afloramento rochoso (seca) Vellozia
punctulata (A e B), Vellozia hemisphaerica (C e D) e Vellozia jolyi (E e F). Parque Municipal de Mucugé, Bahia
(Projeto Sempre Viva). Fotos BPS BORGES.
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Figura 12 — Estrutura radicular de trés espécies de Vellozia de ambiente continuo (fogo) \ellozia sincorana (A e
B), Vellozia pyrantha (C e D) e Vellozia seubertiana (E e F). Parque Municipal de Mucugé (Projeto Sempre
Viva) e Parque Nacional da Chapada Diamantina. Fotos BPS BORGES (A, B, E e F) e AA CONCEICAO (C e
D).
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1.3.2 Influéncia do fogo na capacidade reprodutiva e regeneracao de duas espécies de

\ellozia

O numero de rosetas novas (NRN) diferiu (p<0,01) entre V. seubertiana e V. pyrantha
apos dois meses de contato com o fogo (Tabela 7 e 8 Apéndice A). V. seubertiana apresentou
maior namero de NRN (Figura 13). V. pyrantha apresentou predominio de rebrota apical e V.

seubertiana epicérmica.

ia pyrantha

ia sewhertiana

Vello

Vello

Figura 13 — Numero de rosetas novas (NRN) de duas espécies do género \Vellozia apés dois meses de incéndio
no campo rupestre da Chapada Diamantina, Bahia. " Significativo pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade.
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1.4 DISCUSSAO

A tendéncia de agrupamento dos individuos indica tradeoff entre espécies de
vegetacdo continua e afloramento rochoso, ou seja, caminho adaptativo oposto com alta
especializacdo ao fogo ou a seca, o que reforca a influéncia desses filtros ambientais nos
habitat. O tradeoff influencia a dindmica de coexisténcia entre espécies formando nichos pelo
direcionamento na captacdo e alocacdo de recursos com diferenca entre as espécies na
capacidade de tolerancia e crescimento (ANGERT et al., 2009), como foi possivel observar
nos dois ambientes delineados pela acdo de perturbacGes abidticas citadas acima
(CONCEICAO; PIRANI, 2005; OLIVEIRA et al., 2016).

Esse tradeoff pode ser observado na analise de componentes principais com a
formacéo de grupo coeso das espécies de afloramento rochoso e convergéncia dos tracos para
reducéo de perda hidrica devido a seca sazonal, enquanto as especies de ambiente continuo se
aproximam pela propensdo a maior produtividade fotossintética e eficiéncia de protecdo ao
fogo. Uma relacdo de tradeoff similar foi observada por Dios et al. (2018) avaliando os tragos
espessura da casca (fogo) e embolia (seca) em espécies de coniferas, nas quais ndo
constataram o investimento de carbono simultaneo para tolerancia ao fogo e resisténcia a
embolia.

Nos componentes principais 1 e 2 a disposicdo dos individuos relacionada a altura
mostra delimitacdo arquitetdnica das espécies tolerantes a dessecacdo de afloramento rochoso,
que pode ser ligada a restricdo hidrica imposta pelo habitat rupicola e a necessidade de
restabelecimento hidrico apds a dessecacao extrema exercido por mecanismos como a pressao
da raiz e acdo capilar da 4gua ao longo do xilema (SCHNEIDER et al., 2000; ALPERT, 2006),
em contraste a0 maior comprimento das espécies de ambiente continuo (fogo) onde a
disponibilidade hidrica é maior.

As maiores alturas e diametros das rosetas dispostas no componente principal 1
contrastantes com a distribuicdo das espécies de afloramento rochoso séo estratégias chaves
relacionada a ambiente de savana, onde o fogo é fator ambiental recorrente (DANTAS;
PAUSAS, 2013). O escape consiste no distanciamento do meristema apical da acao direta do
fogo proporcionado pelo maior comprimento da planta, possibilitando maior chance de
sobrevivéncia das espécies (BOND, 2008), em contrapartida o didmetro da roseta formada

pela fusdo de bainhas foliares persistentes e raizes adventicias tende a favorecer a protecao
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dos tecidos meristematicos (gemas), que sdo determinantes para a resiliéncia e a emissdo de
propagulos das espécies (RAPINI et al., 2008; CLARKE et al., 2013).

O diametro da roseta combinado com a maior PG das espécies de ambiente continuo
tende a aumentar a capacidade de persistir nesse ambiente de fogo recorrente. Além disso, a
diferenca de profundidade da gema entre as espécies de ambiente continuo e afloramento
rochoso evidencia a influéncia da pressao de selecdo nesses locais (fogo ou seca), pois plantas
de ambiente com fogo recorrente tende a apresentar gemas mais profundas, que individuos
onde o fogo ndo é comum como observado em arvores e varias espécies na savana africana
sob e sem acédo do fogo (CHARLES-DOMINIQUE et al., 2015).

As maiores AF dos individuos de ambiente continuo representam elevado potencial
fotossintético, pois captacdo luminosa é fator chave para producdo vegetal (KERBAUY,
2019), o que indica tendéncia de maior produtividade quando comparada as espécies de
afloramento rochoso com menores areas foliares. Esse contraste na AF das espécies pode ser
relacionado ainda a influéncia na disponibilidade de retencéo hidrica (LUTTGE et al., 2007),
considerando a restricdo de agua do afloramento rochoso e, portanto, tendéncia de maior
protecdo contra a perda desse solvente com a reducdo da area de evaporagéo.

Os resultados de AL, DR, AF e PG entre as especies reforcam o padrdo que culmina
em maior protecdo a seca ou ao fogo. Nas espécies de ambiente continuo notou-se apenas
diferentes estratégias relacionadas a passagem do fogo, pois enquanto foi constatado maior
DR e AF em V. pyrantha, as espécies V. seubertiana e V. sincorana investiram mais em altura.
Em relagdo as caracteristicas entre espécies de afloramento rochoso destacam-se as médias
menores dos parametros supracitados formando um grupo em funcdo das condicGes de
escassez hidrica.

Os caminhos adaptativos opostos dos tragos funcionais foram observados claramente
com a morte de todos os individuos de V. jolyi e alguns de V. punctulata (afloramento
rochoso) afetados pelo fogo, contrastando com a regeneracdo e rebrota em V. seubertiana
(vegetagéo continua) cinquenta dias apds incéndio acidental em Mucugé, BA. A sensibilidade
das especies de afloramento rochoso também foi observada apds outros incéndios nesse
ambiente, que provocaram mortalidade de individuos de V. punctulata e V. hemisphaerica
(NEVES; CONCEICAO, 2010; CONCEICAO; PIRANI, 2016).

A auséncia de estrutura visivel de reserva nutricional nas espécies de \ellozia em
estudo sugere utilizacdo de vias bioquimicas para o restabelecimento das plantas apos

disturbios de seca e fogo. Em uma dessas vias, 0s carboidratos ndo-estruturais como amido e
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frutanos, normalmente ligados a osmorregulacdo em espécies de campo rupestre, podem ser
redirecionados para a manutencdo da resiliéncia dos vegetais a esses estresses abidticos
(CLARKE etal., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

1.4.1 Influéncia da passagem do fogo na capacidade reprodutiva de duas espécies de

\ellozia

O NRN das duas espéecies de \ellozia esta relacionada a persisténcia no ambiente
continuo com predominio de ativacdo de gemas axilares em V. seubertiana, que proporciona
impacto na arquitetura do individuo devido a influéncia na &rea de absor¢do de luz
(produtividade) e provavelmente na reproducao sexuada, afinal cada roseta tem potencial para
sustentar flores isoladas (NEVES, 2009), enquanto a menor porcentagem de rebrota em V.
pyrantha pode esta ligada a dependéncia do fogo para a reproducéo sexuada, pois a emisséo
de maior quantidade de brotos atuaria como dreno dos recursos, disputando com a floracéo e
producdo de sementes (KERBAUY, 2019). Além disso, nessa espécie prevalece a rebrota
apical e plantas com esse tipo de emisséo de brotos, geralmente sobrevivem ao fogo pela alta
capacidade de protecdo da gema apical e ndo necessariamente através da reproducédo
assexuada ap0s a perturbacdo (CLARKE et al., 2013).

Nas duas espécies a capacidade de restabelecimento do individuo se destaca, diante da
interessante capacidade de multiplicacdo das células vegetais e reconstituicdo foliar,

ressurgindo das cinzas em coexisténcia com o fogo.
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1.5 CONCLUSAO

A seca e o0 fogo sdo fatores determinantes na conformacao dos tragos morfofuncionais
e na persisténcia das seis espécies do género Vellozia em ambiente continuo e em afloramento
rochoso. A forte coesdo entre V. punctulata, V. jolyi e V. hemisphaerica do ambiente sob secas
sazonais e sua segregacao de V. seubertiana, V. pyrantha e V. sincorana propicias a queimar
sdo evidéncias da existéncia de tradeoff entre individuos de ambiente continuo e afloramento
rochoso, ou seja, adaptacéo a seca ou ao regime de fogo.

V. seubertiana tem alta capacidade de regeneracdo e resiliéncia através de rebrota
epicormica e protecdo do banco de gemas aéreas favorecida pela profundidade na roseta,
assim como V. pyrantha é eficiente no isolamento térmico dos tecidos meristematicos

combinando maior didmetro e gemas localizadas mais internamente na roseta.
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CRESCIMENTO INICIAL IN VITRO DE
ESPECIES DE VELLOZIA DA CHAPADA
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RESUMO

Espécies do género Vellozia tem ocorréncia notavel nos campos rupestres, a maioria delas é
endémica do Brasil, com alto potencial ornamental e marcantes adaptacGes ao fogo e a
dessecacdo. O trabalho objetivou avaliar a influéncia da composi¢do do meio de cultura sobre
o0 crescimento inicial in vitro de quatro espécies de Vellozia, sendo trés endémicas da Chapada
Diamantina. O crescimento inicial de individuos de cada espécie foi comparado em diferentes
concentracfes do meio MS (MS/2; MS/3), sacarose (7,5; 15; 30 g.L™) e carvéo ativado (0; 1
g.L™") via andlise de variancia e teste Tukey. O meio MS/3 é o mais indicado para o
crescimento inicial de Vellozia sincorana e Vellozia punctulata, enquanto o mais
recomendado para Vellozia jolyi e Vellozia seubertiana é o MS/2, ambos acrescidos de 15
g.L de sacarose. O maior investimento em raizes das espécies aqui estudadas potencializa a
absorcdo de agua e nutrientes em ambientes sob restricdes hidricas e edaficas, o que é
condizente com o sucesso das Velloziaceae no campo rupestre.

Palavras-chaves: Campo Rupestre. Velloziaceae. Estabelecimento in vitro. Meio de
cultura.

47



ABSTRACT

Species of the genus Vellozia have a notable occurrence in campos rupestres, most endemic of
Brazil, with high ornamental potential and remarkable adaptations to fire and/or desiccation.
The aim of this work was to evaluate the influence of the composition of the culture medium
on the initial in vitro growth of desiccation-tolerant and fire-resistant Vellozia species from
Chapada Diamantina. For this purpose, different concentrations of MS medium (MS/2;
MS/3), sucrose (7.5; 15; 30 g.L-*) and activated charcoal (0; 1 g.L-) were tested. Statistical
analysis was performed using the Tukey test with the Sisvar program. The results indicated
the use of MS/3 medium for the initial growth of Vellozia sincorana and Vellozia punctulata
and while the most recommended for Vellozia jolyi and Vellozia seubertiana is the MS/2, both
added with 15 g.L-! of sucrose. The greater investment in roots of the species studied here
enhances the absorption of water and nutrients in environments under water and edaphic
restrictions, which is consistent with the success of Velloziaceae in the campo rupestre.

Keywords: Rupestrian field. Velloziaceae. In vitro establishment. Culture medium.
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2.1 INTRODUCAO

No cultivo in vitro um fator basico ao crescimento da planta é a composicdo do meio
de cultura, o qual pode conter combinacGes de macro e micronutrientes acrescidos de
substancias como a sacarose, utilizada na construcdo de esqueletos de carbono, e o carvao
ativado que pode favorecer o crescimento in vitro de vegetais diante do seu potencial de
absorcdo de substancias liberadas pela planta ou presentes no agar (GEORGE, 2008;
GALDIANO JUNIOR etal., 2012).

O estudo do estabelecimento in vitro permite avancos na aplicacdo das técnicas que
possibilitam selecionar plantas com caracteristicas de interesse em procedimentos
relativamente rapidos e espaco reduzido (ABDELALEEM et al., 2019), sendo ferramenta
importante no fornecimento de material uniforme para estudos de espécies resistentes ou
tolerantes aos estresses abidticos (seca e fogo) (DJILIANOV et al., 2005; ABDELALEEM et
al., 2019).

Espécies tolerantes a dessecacdo e resistentes ao fogo sdo encontrados na familia
Velloziaceae, um grupo abundante no campo rupestre, que se destaca pela presenca de fibra,
resina e alto potencial ornamental (AYENSU, 1973; SILVEIRA et al., 2016). O género
Vellozia concentra a maioria das suas espécies, as quais sao restritas ao Brasil e a maior parte
delas endémica do campo rupestre da Cadeia do Espinhaco (ALCANTARA et al., 2018;
MELLO-SILVA, 2018).

O campo rupestre é considerado um hotspot de biodiversidade, com ambiente
heterogéneo e sob forte influéncia de fogo e seca (SILVEIRA et al., 2016; ARAUJO;
CONCEICAO, 2021). Nesse cenario, ha espécies tolerantes & dessecacdo em ilhas de
vegetacdo nos afloramentos rochosos, como Vellozia jolyi L.B.Sm. e Vellozia punctulata
Seub. (CONCEICAO et al., 2007) e plantas resistentes ao fogo na vegetacdo continua com
maior disponibilidade de solo e sob incéndios recorrentes, como os arbustos Vellozia
seubertiana Goethart & Henrard e Vellozia sincorana L.B.Sm & Ayensu (NEVES, 2009;
CONCEICAO et al., 2016; CONCEICAO, 2018).

A selecdo de genes de interesse, considerando a riqueza genética (tolerancia ou
resisténcia a estresse abidtico) e o potencial econdmico de Vellozia sdo pouco explorados
devido a dificuldade para manter as mudas vivas até o estadio adulto (AYENSU, 1973), sendo
ainda incipiente o avan¢o no estudo de sua producdo em larga escala no cultivo in vitro. Ha

apenas o estudo de regeneracdo de brotos em Vellozia pyrantha, que utilizou MS como meio
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basico, com metade da concentracdo salina (MS/2) (BORGES et al., 2020). Esse meio de
cultura reduzido em nutrientes tem sido indicado como ideal para micropropagacao de outras
especies do campo rupestre: Comanthera curralensis Moldenke (ALBUQUERQUE et al.,
2016), Cattleya elongata Barb. Rodr. (OLIVEIRA et al., 2021), Melocactus glaucescens
Buining & Brederoo e Melocactus paucispinus G. Heimen & R. Paul (RESENDE et al.,
2021). Diante disso e devido ao solo do campo rupestre ser pobre em nutrientes (OLIVEIRA
et al., 2015), espera-se que as espécies de Vellozia apresentem reduzida exigéncia nutricional
para seu crescimento. Assim, o estudo visou avaliar a influéncia da composi¢cdo do meio de
cultura sob o crescimento inicial in vitro de V. sincorana, V. seubertiana, V. punctulata e V.
jolyi endémicas do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020), das quais trés sao restritas a Chapada

Diamantina (V. sincorana, V. punctulata e V. jolyi).
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Velloziaceae e campo rupestre

A familia Velloziaceae apresenta ampla distribuicdo e dominancia no campo rupestre
(ALCANTARA et al., 2018), representada em sua maioria pelo género Vellozia no Brasil
(MELLO-SILVA, 2018), esse grupo destaca-se pela presenca de fibras, resina e pelo
potencial ornamental diante da floracdo sincronizada e beleza de suas flores (AYENSU,
1973). O campo rupestre é considerado um hotspot local de biodiversidade e o centro de
diversidade de plantas tolerantes a dessecacdo (ALCANTARA et al., 2015; BRUM et al.,
2017), o que pode ser associado a seus fatores extremos como alta incidéncia solar, incéndios
recorrentes e solos pobres (SILVEIRA et al., 2016). Essas condi¢bes ambientais permitem a
lapidagcdo de espécies raras como as tolerantes a dessecacdo V. jolyi e V. punctulata sob
afloramento rochoso em ilhas de vegetacao, caracterizado por alta superficie de rocha exposta
de forma descontinua, e as pitorescas pirofiticas representadas por V. seubertiana e V.
sincorana que ocorrem no ambiente continuo com maior disponibilidade de solo e incéndios
recorrentes (CONCEICAO; PIRANI, 2005; CONCEICAO et al., 2007; NEVES, 2009;
CONCEICAO, 2018), todas endémicas do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020).

2.2.2 Coleta de sementes

As sementes foram coletadas nas areas do campo rupestre do Parque Municipal de
Mucugé, Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia, Brasil, em diferentes pontos: 12°59°S
041°20°W (V. seubertiana Goethart & Henrard), 12°59°S 041°24°W (V. sincorana L.B.Sm. &
Ayensu), 12°59°S 041°20"W (V. punctulata Seub.) e 12°59°S 041°20"W (V. jolyi L.B.Sm &
Ayensu). Apos a coleta dos frutos, as sementes foram retiradas das capsulas e armazenadas

em sacos de papel na geladeira com temperatura de 6 a 10°C, por trés meses.

2.2.3 Condic0es de cultivo

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) localizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana. As culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura
de 25+ 3°C e fotoperiodo de 16h com radiacao fotossintética de 60 pmol m-2 s-1,
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2.2.4 Desinfestacao das sementes

As sementes foram lavadas com detergente e dgua para retirar a impureza superficial,
posteriormente foram levadas para a camara de fluxo laminar, na qual foram imersas em
alcool a 70% por 1 minuto, seguida de hipoclorito NaOCI [agua sanitaria comercial (Qboa ®)
- 2,5% de cloro ativo] com 2 gotas de detergente por 10 minutos e por fim foram lavadas trés
vezes com agua destilada estéril (BORGES, 2015).

2.2.5 Composicao de meio de cultura no crescimento inicial de Vellozia

As sementes (1 por tubo) foram cultivadas em diferentes concentragcdes do meio de
cultura MS (MS/2 e MS/3) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e sacarose (7,5; 15; 30 g.L-Y),
solidificados com 7,0 g.L-1 de 4gar com pH ajustado para 5,7 £1 e autoclavada a temperatura
de 121°C por 15 minutos (Tabela 2). A presenca e auséncia de carvéo ativado (0,0; 1,0 g.L-1)
foi testada apenas nos experimentos de V. seubertiana e V. sincorana, pois nas demais
especies houve resultados negativos em ensaios preliminares com essa substancia. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com arranjo fatorial
de duas concentracOes de meios x trés concentracOes de sacarose. Nos experimentos de V.
seubertiana e V. sincorana, o delineamento foi combinado com duas concentragdes de carvao
ativado (Tabela 1). Todos os tratamentos foram compostos por 6 repetices com 5 tubos e
apenas para V. sincorana 4 repeticdes contendo 4 tubos cada, devido a quantidade reduzida de

sementes disponiveis.

Tabela 1 — Composicdo dos tratamentos para o experimento de Vellozia seubertiana e Vellozia sincorana.

Tratamentos Sacarose Concentracdo de meio Carvéo ativado
T1 75 MS/2 0,0
T2 75 MS/2 1,0
T3 75 MS/3 0,0
T4 75 MS/3 1,0
T5 15 MS/2 0,0
T6 15 MS/2 1,0
T7 15 MS/3 0,0
T8 15 MS/3 1,0
T9 30 MS/2 0,0
T10 30 MS/2 1,0
T11 30 MS/3 0,0
T12 30 MS/3 1,0
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Tabela 2 — Composicao dos tratamentos para o experimento de Vellozia punctulada e Vellozia jolyi.

Tratamentos Sacarose Concentracdo de meio
T1 7,5 MS/2
T2 7,5 MS/3
T3 15 MS/2
T4 15 MS/3
T5 30 MS/2
T6 30 MS/3

2.2.6 Variaveis analisadas

O crescimento de V. seubertiana e V. sincorana foi avaliado apds 60 dias e o de V.
punctulata e V. jolyi apés 120, devido a diferenca no tempo de germinagdo e crescimento
sendo mensurados: numero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), matéria seca
da parte aérea (MSPA), materia seca da raiz (MSR) e porcentagem de enraizamento (% E).

2.2.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a verificacdo de normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk, utilizando o programa R Core Team, v 4.0.5 (2020). As médias foram comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade e transformadas com a equacdo (x+1) %, utilizando o
programa SISVAR, v 5.3, desenvolvido por Ferreira (2011). Na varidvel porcentagem de
enraizamento (% E) foram calculadas as raizes das médias e apds o Arcoseno da raiz, sendo

utilizado esse ultimo valor para anélise.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Composicdo de meio de cultura no crescimento inicial de Vellozia

As espécies de Vellozia apresentaram germinacdo, constatada pela emergéncia
radicular, entre 0 2° e 5° dia ap6s semeadura no meio de cultura, com taxas de germinacdo
acima de 75 % ao final dos 20 dias de avaliacdo (V. seubertiana 96 %; V. sincorana 94 %; V.
punctulata 86 %; V. jolyi 77 %).

As médias de CPA de V. seubertiana e V. jolyi foram maiores no meio MS/2 com 15
g.L* de sacarose (Tabela 3). O mesmo tratamento resultou em média superior para % E de V.
jolyi (Tabela 3). A adicdo de 15 g.L* de sacarose ao meio de cultura favoreceu o CPA nos
dois meios testados para V. punctulata (Tabela 3). Nessa mesma espécie o0 NF e MSPA foi
maior nos meios com 15 e 30 de sacarose (Figura 1A e B). Uma resposta similar em relagéo
ao meio de cultura para crescimento in vitro foi observada para Haberlea rhodopensis, planta
tolerante a dessecacdo e encontrada em afloramentos rochosos, usando o meio WPM e B5,
ambos caracterizados por baixa concentra¢do de nutrientes (DJILIANOV et al., 2005). Outro
resultado semelhante ao de V. seubertiana, V. jolyi e V. punctulata foi obtido no estudo
relacionado a quantidade de carboidrato e reducdo de macro ou micronutriente do meio de
cultura com a espécie Comanthera curralensis também encontrada no campo rupestre
(ALBUQUERQUE et al., 2016).

A MSR de V. punctulata foi maior em meio de cultura suplementado com 30 g.L™!
(Figura 1C). Porém, para V. sincorana a concentracdo de 30 g.L* reduziu o crescimento e
enraizamento das plantas, ndo havendo diferencas quando cultivadas com 7 g.L ' e 15 g.L*
(Figura 1D, E e F). Em relacdo ao meio de cultura, o MS/2 proporcionou as maiores médias
de MSPA e MSR para V. jolyi (Figura 2A e B). No entanto, o incremento em parte aérea e
radicular para V. punctulata (% E e NF) foi obtido com o MS/3 (Figura 2C e D). O contraste
no crescimento das espécies em diferentes concentracdes de sacarose e nutrientes no meio de
cultivo mostra a importancia do estudo das necessidades nutricionais e respostas dos vegetais
a reducdo do potencial hidrico do meio, que pode ser causada pelo aumento de sais e
carboidratos (GEORGE, 2008).

O carvao ativado teve efeito positivo no CPA de V. seubertiana e V. sincorana (Figura
2E e F), o0 que pode ser relacionado a sua capacidade de adsorver substancias liberadas no
meio de cultivo ou encontradas no agar que poderiam limitar o crescimento in vitro
(GEORGE, 2008).
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Tabela 3 — Comprimento e matéria seca da parte aérea (CPA e MSPA), nimero de folhas (NF) e porcentagem
de enraizamento (% E) de trés espécies de Vellozia em diferentes concentracdes do meio de cultura MS e de
sacarose, aos 60 (Vellozia seubertiana) e aos 120 dias de cultivo in vitro (Vellozia jolyi e Vellozia punctulata).

Variaveis Sacarose (g.LY) Concentragdo do meio de cultura

MS/2 MS/3

Vellozia seubertiana

CPA (mm) 75 9,05 bB 13,22 aA
15 17,06 aA 13,15 bA

30 14,46 aA 14,33 aA
MSPA (9) 7,5 0,0019 aB 0,0019aA
15 0,0036 aA 0,0019 bA
30 0,0025 aB 0,0024aA

NF 7,5 4,63aB 5,76 aA

15 7,59 aA 5,60 bA

30 6,88 aA 6,80 aA

Vellozia jolyi

CPA (mm) 75 6,72aAB 6,433A
15 8,59aA 3,04 bAB

30 4,49aB 2,71aB

NF 7,5 6,96aAB 6,46aA

15 7,83aA 2,50bB

30 4,93aB 3,63aB

%E 7,5 77,22 aA 66,66 aA

15 73,333A 26,66bB

30 46,66aB 36,66aB

Vellozia punctulata

CPA (mm) 75 4,45bC 9,54aA
15 9,68aA 9,15aA
30 6,85bB 9,84aA

Médias com mesmas letras (maitsculas na coluna e mindsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05). Médias de 6 repeticbes com 5 tubos.
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Figura 1- Comprimento da parte aérea — CPA, matéria seca da parte aérea — MSPA e da raiz — MSR, nimero de
folhas - NF e porcentagem de enraizamento - % E de duas espécies de Vellozia em fung¢do de trés concentragdes
de sacarose no meio de cultura in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0,05).
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Figura 2- Comprimento da parte aérea — CPA, matéria seca da parte aérea — MSPA e da raiz — MSR, nimero de
folhas - NF e porcentagem de enraizamento - % E de quatro espécies de Vellozia em funcdo de duas
concentrages de meio de cultura MS ou auséncia e presenga de carvao ativado. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).

Em relacdo ao crescimento das raizes, as altas porcentagens produzidas por V. jolyi, V.
punctulata e V. sincorana possibilitam economia de tempo e recursos no desenvolvimento dos
protocolos para micropropagacdo dessas espécies, pois elimina a etapa de enraizamento in
vitro. O acentuado desenvolvimento do sistema radicular pode ser relacionado ao ambiente
das espécies, tanto pela disponibilidade reduzida de sedimento para V. jolyi e V. punctulada,
que ocorrem em ilhas de vegetacdo nos afloramentos rochosos (CONCEICAO et al., 2007),
quanto pelo solo pobre em nutrientes relacionado aos ambientes continuos, como os de V.
sincorana (CONCEICAO; PIRANI, 2005; CONCEICAOQ, 2018).
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2.4 CONCLUSAO

O resultado é condizente com a dominancia das Velloziaceae em areas com restricdes
hidricas e solos pobres, tendo em vista a tendéncia de maior investimento na area subterranea
para potencializar a absor¢do de agua e nutrientes, assim como refor¢a a importancia da
composicdo do meio de cultura para o crescimento inicial das espécies vegetais in vitro e o
crescimento satisfatorio das espécies em meio de cultura com redugdo nutricional como
relatado na literatura para outras plantas do campo rupestre. Por fim, indicamos o MS/3 para
V. sincorana e V. punctulata e 0 MS/2 para V. jolyi e V. seubertiana, ambos suplementados
com 15 g.L de sacarose, assim como recomendamos ainda o carvéo ativado para o cultivo in

vitro de V. seubertiana e V. sincorana.
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CAPITULO III

ESTRESSE HIDRICO COMO INDUTOR DE MULTIPLICACAO IN
VITRO EM QUATRO ESPECIES DE VELLOZIA DA CHAPADA
DIAMANTINA

Feira de Santana, 2022
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RESUMO

O estresse hidrico prejudica o crescimento das plantas, causando a morte em casos extremos.
Estudos in vitro com espécies tolerantes ao estresse podem ser a base para o melhoramento
genético, visando minimizar esses danos, além de fornecer um ambiente controlado para
avaliacdes bioguimicas e fisioldgicas de plantas sob estresse. A familia Velloziaceae possui
espécies tolerantes a dessecacao e resistentes ao fogo, tornando-se um material valioso para a
analise de mecanismos de protecdo e resposta reprodutiva ao estresse. O objetivo foi avaliar o
estresse hidrico como gatilho para multiplicacdo in vitro e seu efeito na resposta bioguimica
de quatro espécies de Vellozia. Experimentos independentes foram realizados com
concentragfes de sacarose + manitol e polietilenoglicol (PEG6000), ambos em meio de
cultura MS. No teste com sacarose + manitol, foram observadas brotacbes em todas as
espécies com maiores nimeros para V. punctulata e V. jolyi, com diferenca estatistica entre 0s
tratamentos apenas para V. pyrantha. O PEG6000 ndo influenciou a inducdo de brotagGes e
interferiu na porcentagem de sobrevivéncia de todas as espécies. A maior concentracdo de
PEG6000 (150 g.I:*) aumentou o teor de prolina de V. pyrantha. A resisténcia ao estresse
hidrico foi encontrada para as quatro espécies de Vellozia, devido a sua capacidade de
sobreviver e se reproduzir em altas concentragdes de osmorreguladores. Ha indicios de que a
prolina seja um dos osmoprotetores de Velloziaceae.

Palavras Chaves: Propagacao in vitro. Osmorreguladores. Prolina. Espécies tolerantes a
estresse.
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ABSTRACT

Water stress impairs plant growth, causing death in extreme cases. In vitro studies with stress-
tolerant species can be the foundation for genetic improvement aimed at minimizing these
damages, as well as providing a controlled environment for biochemical and physiological
assessments of plants under stress. The Velloziaceae family has desiccation-tolerant and fire-
resistant species, making it valuable material for the analysis of protection mechanisms and
reproductive response to stress. The objective was to evaluate water stress as a trigger for in
vitro multiplication and its effect on the biochemical response of four stress-tolerant species
of Vellozia. Independent experiments were set up with concentrations of sucrose + mannitol
and polyethylene glycol (PEGeooo), both in MS culture medium. In the test with sucrose +
mannitol, shoots were observed in all species with higher numbers for V. punctulata and V.
jolyi, with statistical difference between treatments only for V. pyrantha. PEGeooo did not
influence shoot induction and interfered with the survival percentage of all species. The
highest concentration of PEGeooo (150 g.I-1) increased the proline content of V. pyrantha.
Resistance to water stress was found for the four species of Vellozia, due to their ability to
survive and reproduce in high concentrations of osmoregulators. There are indications that
proline is one of the osmoprotectants of Velloziaceae.

Keywords: In vitro propagation. Osmoregulator. Proline. Stress-tolerant species
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3.1 INTRODUCAO

O estresse hidrico ¢ um dos fatores abioticos que causa elevado prejuizo no
crescimento do vegetal e no cultivo agricola (RAI; RAI, 2020), pois provoca alteracfes que
podem ser severas a depender da duracdo do estresse (HOPKINS, 2008; BITA; GERATS,
2013), sendo em alguns casos capaz de antecipar a floracdo e reproducéo de plantas tolerantes
(HOPKINS, 2008). Geralmente ocorre em ambientes sob secas, variacdo extrema de
temperatura, solo salino e alta intensidade luminosa (FAROOQ)I et al., 2020).

Restricdo hidrica e alta intensidade luminosa sdo fatores de estresse marcantes em
ambientes da regido tropical onde ha elevada concentracdo de espécies de Velloziaceae
(POREMBSKI; BATHLOTT, 2000). Apesar de espécies de Velloziaceae serem tipicas na
Africa, elas predominam nos campos rupestres da regido Neotropical (ALCANTARA et al.,
2018), onde persistem a passagem recorrente do fogo e rebrotam, como Vellozia pyrantha
A.A.Conc e Vellozia seubertiana Goethart & Henrard (CONCEICAO et al., 2016), enquanto
outras sdo tolerantes a dessecacdo, como Vellozia punctulata Seub e Vellozia jolyi L.B.Sm,
que suportam extremo déficit hidrico e sdo capazes de entrar em anabiose (CONCEICAO et
al., 2007), ou seja, interromper suas fungdes metabolicas com posterior retomada do seu
funcionamento normal (DINAKAR et al., 2012).

Ecossistema com condicdo ambiental extrema (seca) como o campo rupestre pode
atuar como filtro na selecdo de reproducdo vegetativa, diante da tendéncia do vegetal emitir
novos ramos em ambiente seco (CHOMICKI, 2021). A rebrota depende da protecdo,
desenvolvimento e banco de gemas viaveis do vegetal, que possibilitam a persisténcia da
planta diante de varios tipos de distdrbios (CLARKE et al., 2013). A compreensado e previsao
das respostas dos vegetais sdo importantes diante das mudancas climaticas, que tendem a
intensificar os estresses abidticos (PAUSAS et al., 2015). Essa perpetuacdo do vegetal por
meio de rebrota baseia-se na manutencdo de banco de gemas, que pode ser oriundo de bulbo,
rizoma, tubérculo, gemas axilares dormentes e fragmento dos vegetais (KLIMES'OVA’;
KLIMES, 2007; CLARKE et al., 2013). A mediacdo de resposta dos vegetais tolerantes a
estresse perpassa por mecanismos que minimizam danos através da producdo de substancias
osmorreguladoras e protetoras como a glicina, sorbitol e a prolina, uma das mais difundidas
(MOLINARI etal., 2007; TAIZ et al., 2017).

Estudos que investigam mecanismos fisiologicos e bioquimicos relacionados ao
estresse vém sendo realizados com a utilizacdo da cultura de tecidos vegetais (CLAEYS et al.,
2014; MOYANKOVA et al., 2014; WU et al., 2017; MOLLO et al., 2019), um conjunto de
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técnicas biotecnoldgicas que permite a conducdo de experimentos em ambiente controlado e
reducdo no espaco fisico e tempo de coleta dos resultados, quando comparado a trabalhos em
campo (GEORGE; DEBERGH, 2008). Durante a micropropagacéo, a etapa de multiplicacéo
que visa a producdo de brotos, sofre influéncia de varios fatores como o balango entre
reguladores vegetais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e a concentracdo de sacarose,
com papel no crescimento da planta e osmorregulacdio do meio de cultura
(VINTERHALTER, 1997; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; CAO et al., 2003). Além
da sacarose, o manitol e o polietilenoglicol (PEG) sdo comumente adicionados no meio de
cultivo a fim de simular estresse hidrico, o que permite a regeneragdo de brotos para selegdo
de plantas com caracteristicas de interesse (RAI et al., 2011).

O cultivo in vitro utilizando o estresse como estimulo a regeneracdo vegetativa de
Velloziaceae ainda € incipiente, sendo reportada a multiplicacdo in vitro de V. pyrantha em
resposta ao estresse térmico, com a exposicdo da planta diretamente ao fogo por tempo
reduzido (BORGES et al. 2020). No caso de estresse hidrico, a adi¢do de alta concentracdo de
sacarose ao meio de cultivo pode induzir a regeneracdo vegetativa, como em Vaccinium
corymbosum L. (CAO et al., 2003) e Solanum tuberosum L. (VINTERHALTER et al., 1997).
Assim, considerando o conhecimento de ativacdo de gemas laterais em ambientes secos
(ZEPPEL et al., 2015; CHOMICKI, 2021) e a possibilidade de maior frequéncia de espécies
rebrotadoras com gemas axilares dormentes em ambiente extremo como campo rupestre,
hipotetizamos que espécies adaptadas a sobrevivéncia sob periodos severamente secos,
responderiam ao estresse hidrico in vitro com a rebrota. O objetivo do estudo foi avaliar o
estresse hidrico como gatilho para a multiplicacdo in vitro e seu efeito na resposta bioguimica

de espécies de Vellozia.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Espécies estudadas

As quatro espécies de Vellozia estudadas apresentam habito herbéaceo (V. punctulata e
V. jolyi) e arbustivo (V. seubertiana e V. pyrantha) com ocorréncia no campo rupestre da
Chapada Diamantina. A V. punctulata com altura média de 0,80 m e V. jolyi de 0,20 m séo
tolerantes a dessecacdo e ocorrem em locais com baixa disponibilidade hidrica, sendo
encontradas em moitas sob afloramentos rochosos (CONCEICAO et al., 2007; NEVES,
2009). V. pyrantha com cerca de 1,30 m de altura ocorre entre rochas € caracterizada por
resina inflamavel e floracdo dependente do fogo (CONCEICAOQ, 2018), e V. seubertiana com
0,60 a 2,0 m de altura possui indicios de floracdo desencadeada pelo fogo e é encontrada em
ambiente arenoso (NEVES, 2009); ambas com distribuicdo em vegetagdo continua de solo

pobre em nutrientes.

3.2.2 Condic0es de cultivo

Os estudos in vitro foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) e a analise de prolina foi realizada no Laboratdrio de Germinacdo (LAGER), ambos
na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). As culturas foram mantidas em sala de
crescimento sob temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 14h com radiacdo fotossintética de
60 pumol m-2 s-1, Em todos os experimentos os meios de cultura foram solidificados com 0,7%
de agar (exceto ensaio com PEG) e ap0s ajuste do pH para 5,7 £1 foram autoclavados a
temperatura de 121°C por 15 minutos.

3.2.3 Coleta das sementes

As sementes foram coletadas em campos rupestres, especificamente V. pyrantha na
Serra do Candomba (12°33°S 041°28'W), no Parque Nacional da Chapada Diamantina,
Palmeiras, Bahia, enquanto as das demais espécies foram coletadas no Parque Municipal de
Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia: V. seubertiana (12°59°S 041°20°W), V. punctulata
(12°59°S 041°20°'W) e V. jolyi (12°59°S 041°20°"W). Apds a coleta, as sementes foram
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retiradas das capsulas e armazenadas em sacos de papel na geladeira em temperatura de 6 a

10°C, por trés meses.

3.2.4 Germinagao in vitro

As sementes foram lavadas em agua de torneira com detergente para retirada das
impurezas superficiais, e direcionadas para a camara de fluxo laminar onde foram
desinfestadas com alcool a 70 % (1") e hipoclorito a 2,5% (107), sendo adicionado a imerséo
em fungicida Bendasol (10") e aumento do tempo no hipoclorito (157) para V. punctulata e V.
seubertiana devido a persisténcia de contaminagdo fungica e bacteriana observada em ensaios
preliminares.

As sementes de V. jolyi, V. seubertiana e V. pyrantha foram inoculadas em frascos
com 50 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade das
concentracOes salinas (MS/2) e para V. punctulata utilizou-se um ter¢o das concentragdes
salinas (MS/3). A suplementacdo do meio de cultura foi feita com 30 g. I-* de sacarose para
V. pyrantha e 15 g. I-* para as demais espécies, de acordo com os resultados observados no
estabelecimento in vitro das espécies, em ensaios preliminares. Trés meses ap0s a

germinacao, as plantas foram utilizadas para os experimentos de multiplicagao.

3.2.5 Efeito do estresse hidrico com sacarose e manitol na multiplicagdo in vitro

Plantas germinadas in vitro foram inoculadas em meio de cultura MS/2 (V. jolyi, V.
seubertiana e V. pyrantha) ou MS/3 (V. punctulata). O meio foi suplementado pela
combinacdo de diferentes concentragdes de sacarose (30 controle; 75; 120 g.I-*) e manitol
(0,0; 15,96 g.I-1) para a espécie V. pyrantha, e para as demais espécies foram utilizadas 15
controle; 45 e 60 g.I-*) de sacarose combinadas com manitol (0,0; 7,9 g.I-%). Nos tratamentos
das espécies V. pyrantha e V. seubertiana foi acrescido 1 g.I-* de carvéo ativado ao meio de
acordo com resultados observados no estabelecimento in vitro da espécie em ensaios
preliminares.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, totalizando 5
tratamentos, compostos por 6 repeticdes com 3 parcelas (V. seubertiana e V. pyrantha) e 6

repeticbes com 2 parcelas cada (V. punctulata e V. jolyi).
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3.2.6 Efeito do estresse hidrico com polietilenoglicol (PEGeooo) na multiplicacdo in vitro,

no conteudo relativo de dgua foliar (CRAf) e de prolina

Plantas germinadas in vitro foram inoculadas em meio MS/2 (V. seubertiana, V.
pyrantha e V. jolyi) ou MS/3 (V. punctulata), suplementados com 50; 100 e 150 g.I-! de
polietilenoglicol - PEGeooo para V. seubertiana e V. pyrantha; e 50 e 150 g.I-* para V. jolyi e
V. punctulata, utilizando o controle 0.0 g.I-* de PEGeo0o para todas as espécies. O papel
germitest foi utilizado como suporte da planta no meio liquido, o qual foi suplementado com
30 g.I-* de sacarose para a V. pyrantha e 15 g.I-! para as demais espécies.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, cada tratamento
continha 9 repetigdes com 2 parcelas para V. pyrantha e V. seubertiana e 10 repeti¢Ges cada
uma com 1 parcela para V. jolyi e V. punctulata.

O CRAf foi obtido utilizando 6 plantas (3 folhas por planta) de cada tratamento com a
formula CRAF (%) = (MFf-MSF/MTf-MSF x 100) conforme descrito por Weatherley (1950),
em que MFf é a massa fresca da folha, MTf a massa tdrgida da folha e MSf a massa seca da
folha, enquanto a quantificacdo de prolina foi realizada de acordo com o método de Bates
(1973), utilizando 100 mg de massa fresca das folhas para produgdo do extrato com &cido
sulfossalicilico 3 %. As amostras para as analises foram retiradas do controle e do tratamento

com 150 g.I-* de PEG apds 10 dias de cultivo in vitro.

3.2.7 Variaveis analisadas

Apo6s 45 dias da montagem dos experimentos de multiplicagdo foram avaliados:
porcentagem de sobrevivéncia (S%), porcentagem de plantas responsivas a formacdo de
brotos (%PR), niamero de brotos por planta (NB), comprimento do maior broto (CMB),

numero de folhas (NF), matéria seca (MS) e numero de raizes do maior broto (NR).

3.2.8 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada com o teste Shapiro-Wilk utilizando o
programa R Core Team, v 4.0.5 (2020). As médias obtidas com os valores das parcelas foram
comparadas pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade e as variaveis NB, CMB, NF e MS

transformadas com a raiz quadrada de y + 0.5 - sgrt (y + 0.5) utilizando o programa SISVAR,
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v 5.3, desenvolvido por Ferreira (2011). Regressao linear foi realizada com as médias obtidas

nas diferentes concentragdes de PEG no mesmo programa citado acima.
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3.3 RESULTADO

3.3.1 Efeito do estresse hidrico com sacarose e manitol na multiplicago in vitro

As espécies apresentaram altas taxas de sobrevivéncia em todos os tratamentos
analisados, no entanto, as médias obtidas nos tratamentos com 60 g.L-! de sacarose + 7,9 g.I-*
de manitol para V. seubertiana (83,33 %) foram significativamente inferiores aos demais
tratamentos (Figura 1 A). Nas demais espécies ndo houve diferenca na porcentagem de

sobrevivéncia entre os tratamentos (Figura 1 B-D; Figuras 2 e 3).
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Figura 1 — Porcentagem de sobrevivéncia (S%) de quatro espécies do género Vellozia submetidas a diferentes
concentracGes de sacarose combinada com 7,9 g.L* ou 15,6 g.L! de manitol, aos 45 dias de cultivo in vitro.
Controle - 30 g.L* de sacarose para Vellozia pyrantha e 15 g.L™* de sacarose para as demais espécies. Médias
com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P < 0,05).

No tratamento com alta concentracdo dos agentes osmoticos foi observado sinal de
estresse, como mudanca na coloragéo das folhas com tons violeta nas espécies V. pyrantha, V.
punctulata e V. jolyi (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Vellozia pyrantha submetida a diferentes concentracbes de sacarose combinadas com manitol:
controle - 30 g.I-* sacarose (A), 75 g.L-* sacarose (B), 120 g.L-* sacarose (C), 75 g.L-! sacarose + 15,6 g.I-1
manitol (D) e 120 g.L-* sacarose + 15,6 g.L-* manitol (E) aos 45 dias de cultivo in vitro. A seta vermelha indica o
broto. A seta azul indica folha em tom lilas. Escala da barra=1 cm
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Figura 3 - Plantas de trés espécies do género Vellozia submetidas a diferentes concentracdes de sacarose
combinada com manitol: controle - 30 g.I-* sacarose (A, C e E) e 60 g.I-t sacarose + 7,9 g.I-! manitol (B, D e
F), aos 45 dias de cultivo in vitro. A seta azul indica folha em tom lilas. Escala da barra=1 cm
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Nos experimentos com V. punctulata e V. jolyi observou-se brotos no controle e
demais tratamentos, enquanto V. seubertiana emitiu brotos em trés dos tratamentos
analisados. Nas trés espécies ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para
nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 1). Os maiores numeros de gemas axilares ativadas

foram observados para V. punctulata seguido por V. jolyi (Tabela 1).

Tabelal- Numero de brotos (NB) e porcentagem de plantas responsivas (% PR) de trés espécies do género
Vellozia submetida a diferentes concentracdes de sacarose combinada com manitol, aos 45 dias de cultivo in
vitro.

Sacarose (9.1 Manitol (g.L-2) NB % PR

Vellozia punctulata

15 (controle) - 0,33a 25,00 a
T 141a 50,00 a
60 e 1,00 a 41,66 a
45 7,9 091a 50,00 a
60 7,9 0,66 a 41,66 a
Vellozia jolyi
15 (controle) - 0,16 a 8,33 a
45 e 150a 41,66 a
60 0,50 a 25,00 a
45 7,9 0,75a 25,00 a
60 7,9 0,83a 33,00a
Vellozia seubertiana
15 (controle) - 0,0a 0,00 a
45 e 0,16 a 1111a
60 0,22a 16,66 a
45 79 0,05a 555a
60 7.9 0,0a 0,00 a

Médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).

Os tratamentos de estresse influenciaram (P < 0,05) o NB, % PR, CMB e NF dos
brotos de V. pyrantha (Tabela 1 Apéndice C). As maiores médias para NB, % PR e NF foram

obtidas nos tratamentos com 75 e 120 g.I-* de sacarose e com 120 g.I-! de sacarose + 15,6

72



g.I-1 de manitol (Tabela 2). Os maiores comprimentos de brotos da mesma espécie foram

obtidos utilizando 75 ou 120 g.I-* de sacarose (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero de brotos (NB), porcentagem de plantas responsivas (% PR), comprimento do maior broto
(CMB) e ntmero de folhas por broto (NF) de Vellozia pyrantha submetida a diferentes concentracbes de
sacarose combinada com manitol, aos 45 dias de cultivo in vitro.

Sacarose (g.Ir1)  Manitol (g.1-%) NB % PR CMB (mm) NF

30 (controle) - 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00b
7w 0,44 a 27,77 a 2,14a 0,77 a
20 - 1,16 a 41,66 a 2,13a 1,08a
75 15,6 0,11 b 11,11 b 0,39b 0,16 b
120 15,6 0,72 a 27,77 a 0,61b 0,55a

Médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).

3.3.2 Efeito do estresse hidrico com PEGeooo na multiplicacéo in vitro, no conteudo

relativo de agua foliar (CRAf) e de prolina

A alta concentracdo de PEGesooo N0 meio de cultivo provocou degradacédo de clorofila,
observada pela coloracdo marrom das folhas (Figuras 4 e 5). O PEG ndo induziu broto em
nenhuma das espécies estudadas. A adi¢cdo desse osmorregulador no meio de cultura interferiu
na porcentagem de sobrevivéncia de todas as espécies de Vellozia (Tabela 2 Apéndice C),
apresentando variacdo linear com decréscimo em funcdo do aumento das concentrac@es, e
menores taxas para V. seubertiana (38,88 %) V. pyrantha (5,55 %), V. punctulata (60%) e V.
jolyi (10%) nos tratamentos com adi¢do de 150 g.I-* PEGeo0o (Figura 6).
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Figura 4 — Plantas de duas espécies do género Vellozia submetidas a diferentes concentracGes de
polietilenoglicol (PEGeono): Controle - 0,00 g.I-1 (A e E), 50 g.I-* (B e F), 100 g.I-* (C e G), 150 g.I-* (D e H),
aos 45 dias de cultivo in vitro. Escala da barra = 1 cm.
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Vellozia jolyi

Vellozia punctulata

Figura 5 — Plantas de duas espécies do género Vellozia submetidas a diferentes concentracGes de
polietilenoglicol (PEGegono): Controle - 0,00 g.I-1 (A e D), 50 g.I-* (B e E), 150 g.I-* (C e F), aos 45 dias de
cultivo in vitro. Escala da barra=1 cm
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Figura 6 — Porcentagem de sobrevivéncia de plantas (% S) do género Vellozia submetidas a diferentes

concentracBes de polietilenoglicol (PEGeono) apds 45 dias de cultivo in vitro.

A analise de variancia mostrou diferenca no contetdo de prolina e no CRAf% entre as

espécies (Tabela 3 e 4 Apéndice C). O contedo de prolina aumentou para V. pyrantha no
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meio com 150 g.I-* de PEG, no entanto ndo diferiu do controle para V. seubertiana (Tabela
3).

Tabela 3 — Conteudo de prolina de duas espécies do género Vellozia apds 10 dias de cultivo in vitro em alta
concentracdo de polietilenoglicol (PEGeono).

PEGeow (9.171) Vellozia pyrantha Vellozia seubertiana
Controle 9,46 b 10,25 a
150 16,11 a 11,56 a

Médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).

O CRAf % decaiu no tratamento com PEG (150 g.I- %) em V. seubertiana e V.
pyrantha, porém em V. punctulata ndo houve diferenca entre a concentracdo utilizada e o

controle (Tabela 4).

Tabela 4 — Conteldo relativo de agua foliar (CRAf) de trés espécies do género Vellozia apds 10 dias de
exposic¢do a alta concentracdo de polietilenoglicol (PEG).

PEG (g.IrY) Vellozia pyrantha Vellozia seubertiana Vellozia punctulata
Controle 65,16 a 76,51 a 77,27 a
150 53,18 b 52,03b 72,02 a

Médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Efeito do estresse hidrico: sacarose e manitol na multiplicacao in vitro

A elevada taxa de sobrevivéncia das espécies de Vellozia submetidas ao estresse
hidrico pode ser relacionada ao ambiente do campo rupestre onde elas vivem, que é marcado
pela presenca de um substrato raso e suscetivel a periodos secos recorrentes (CONCEICAO et
al., 2007; FERNANDES, 2016). Um cenério que reforca a exposi¢do sucessiva a eventos de
estresse como um estimulo para producdo de mecanismos de protecdo das plantas, podendo
culminar em resisténcia ou tolerancia de espécies vegetais (BRUCE et al., 2007),

A formacéo de brotos no controle e nos demais tratamentos de estresse hidrico em V.
punctulata e V. jolyi revela boa capacidade de reproducdo vegetativa, mesmo em ambiente
com reduzida disponibilidade hidrica, o que pode ser relacionado a tolerancia a dessecacao, ja
que essa resposta também foi observada em outra planta tolerante a dessecacdo, Haberlea
rhodopensis, de habitat similar ao das espécies de nosso estudo (DJILIANQV et al., 2005). A
reduzida ativacdo de gemas axilares e a auséncia de sinais visuais de estresse em V.
seubertiana sugere resisténcia ao estresse hidrico, o que indica necessidade de maior
concentracdo de sacarose para a planta responder ao estresse, similar ao detectado em ensaios
preliminares com V. pyrantha.

A eficiéncia da sacarose na inducgéo de brotos em V. pyrantha pode estar relacionada a
dupla funcdo da sacarose no meio de cultivo, como agente osmdtico e suporte de carbono. O
estresse hidrico causado pela sacarose possivelmente ativou vias fisioldgicas relacionadas a
producéo de hormonios vegetais promotores da multiplicacdo, similarmente ao constatado em
Solanum tuberosum, com ativacdo de genes associados a producdo de citocinina, auxina e
giberelina na fase de rebrota da planta (SUTTLE, 2007; BISOGNIN et al., 2018; GONG et
al., 2021). A proliferacéo de brotos induzida por sacarose também foi constatada em outras
especies como Vaccinium corymbosum L. (Variedade Duke), em concentracdo de até 44 mM
(15,06 g.I-1) (CAO et al., 2003) e Solanum tuberosum L. (batata) em concentracGes de 50 g.1-
1,80 g.I-* e 100 g.I-* de sacarose no meio de cultura (VINTERHALTER et al., 1997).

O efeito positivo da sacarose no crescimento in vitro em Vellozia, constatado pelo
maior comprimento e namero de folhas dos brotos (Tabela 2) (Figura 2 B e C), pode ser
associado ao papel primordial da sacarose na cultura in vitro, que € o de servir de base para
construcdo de esqueleto de carbono (GEORGE; DEBERGH, 2008).
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A adicdo de manitol no meio de cultivo propiciou maior nivel de estresse hidrico
comparado com a sacarose, 0 qual é perceptivel pelo decréscimo no crescimento dos brotos e
no numero de folhas (Figura 2 D e E). Essa redugdo pode ser associada a um menor potencial
hidrico do meio provocando diminui¢cdo na absorcdo de carboidrato, 4gua e consequente
reducdo de expansdo celular, o que desencadeia decréscimo na atividade celular e metabdlica
(TAIlZ et al., 2017), justificando a avaliacdo do crescimento como uma caracteristica relevante
para mensuracdo do nivel de estresse (CLAEYS et al., 2014).

A resposta peculiar das espécies estudadas, com manutencdo da sobrevivéncia e
emissdo de brotos, demonstra capacidade de protecdo celular contra efeitos deletérios do
estresse hidrico, como a producéao de antioxidante através da biossintese de flavonéides, como
a antocianina (HE et al., 2010; TAIZ et al., 2017), substancia que possivelmente foi produzida
pelas espécies V. pyrantha, V. seubertiana e V. jolyi, diante da observacao dos tons lilas nas
suas folhas. Uma resposta semelhante foi obtida utilizando células em suspensdo de Vitis
vinifera L, com maiores concentracdes de antocianina no meio de cultivo com potencial
osmotico reduzido pela adicdo de sacarose e manitol (DO; CORMIER, 1990). Essas
substancias tém a funcdo de combater as espécies reativas de oxigénio (EROs), que embora
tenham o importante papel na ativacdo de defesa contra estresse hidrico, sua elevacdo é
deletéria para a estabilidade de membranas, do DNA e outras estruturas celulares (TAIZ et al.,
2017).

3.4.2 Efeito do estresse hidrico com PEG na multiplicagéo in vitro, no contetdo relativo

de agua foliar (CRACf) e de prolina

A reducdo na % S das espécies de Vellozia em alta concentragdo de PEG indica
estresse hidrico severo. As plantas mostraram resposta genotipo dependente, destacando-se as
maiores suscetibilidades ao estresse hidrico de V. jolyi e V. pyrantha em 150 g.I-* de PEG,
com apenas 10 % e 5,55 % de sobrevivéncia respectivamente, em contraste com a faixa de 50
% de sobrevivéncia nas altas concentracdes de PEG em V. punctulata e V. seubertiana, uma
capacidade surpreendente de protecdo e manutencao da estrutura celular apds 45 dias in vitro,
periodo relativamente longo de restricdo hidrica. Além disso, destaca a diversidade de
resposta, mesmo para espécies do mesmo género e vegetacao (campo rupestre) relacionadas a
estresses abidticos extremos, chamando atencdo para a dependéncia entre carga genética,
duracéo e intensidade do estresse hidrico (ZEPPEL et al., 2015).
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A elevacdo de prolina em V. pyrantha sugere combate ao estresse hidrico,
considerando sua funcdo de protecdo e manutencdo da estrutura celular com acdo
osmorreguladora (RAI; RAI, 2020). A prolina também pode ser vantajosa como fonte
alternativa de carbono e nitrogénio para a homeostase vegetal apos estresse (TAIZ et al.,
2017). Em geral, cada grupo vegetal tem preferéncia por um ou dois osmolitos compativeis
(TAIZ et al.,, 2017), provavelmente Velloziaceae acumula outro tipo de substéncia
osmoprotetora como o sorbitol e a glicina betaina para minimizar os danos (TAIZ et al.,
2017), pois houve reducdo no conteudo relativo de agua foliar (CRAf) de duas das espécies
(V. pyrantha e V. seubertiana) no tratamento com 150 g.I-t de PEG, porém a quantificacdo de
prolina ndo diferiu do controle para V. seubertiana.

A estabilidade do CRAf % em V. punctulata pode ser relacionada a sua tolerancia a
dessecacdo, pois resposta similar foi observada em outra Velloziaceae tolerante a dessecacéo,
Barbacenia purpurea Hook. com manutencdo do potencial hidrico foliar apds 8 dias de
estresse hidrico e decreéscimo apenas apos 16 dias de estresse nas plantas analisadas em casa
de vegetacdo no inverno (SUGUIYAMA et al., 2016).
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3.5 CONCLUSAO

O estudo € o primeiro a reportar reproducdo vegetativa in vitro em espécies de
Vellozia sob estresse hidrico induzido e os dados sugerem alteragdo do nivel hormonal
endogeno suficiente para reproducdo clonal. Além disso, a resisténcia das espécies ao estresse
hidrico forma um conjunto promissor para pesquisa de mecanismos acionados na protecédo do
vegetal e das vias fisiologicas ativadas na rebrota, os quais podem ser adaptados e utilizados
com viés econdbmico em plantas cultivadas.

A sacarose foi eficiente para induzir brotos em V. pyrantha e ndo provocou nivel de
estresse visivel em V. seubertiana. As espécies V. punctulata e V. jolyi tém potencial para
facil multiplicacdo in vitro.

O estresse hidrico com PEGeooo foi nocivo para as espécies de Vellozia, quando
comparado ao estresse com sacarose + manitol. Ha evidéncias de que a prolina é um dos

mecanismos bioguimicos de protecdo de V. pyrantha.
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CAPITULO IV

IMPACTO DO ESTRESSE TERMICO NA MULTIPLICAGAO IN VITRO
E BIOQUIMICA EM QUATRO ESPECIES DE VELLOZIA

Feira de Santana, 2022
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RESUMO

A familia Velloziaceae se destaca no campo rupestre pela ampla distribuicdo, por sua floracao
sincronizada e espécies adaptadas a estresses abioticos como seca e fogo. O estresse térmico
tem impacto na produtividade da planta e dependendo da duracdo pode leva-la a morte, pois
interfere na estabilidade das biomembranas com impacto a nivel enzimatico e proteico celular.
O cultivo in vitro amplamente utilizado na propagacgéo ex situ de espécies possibilita estudos
fisiologicos e bioquimicos dos mecanismos de protecdo contra o estresse. O objetivo deste
estudo foi avaliar a reproducdo vegetativa e a resposta bioquimica apds exposicdo a alta
temperatura (140 +3 °C) de quatro espécies do género \ellozia da Chapada Diamantina,
Bahia. Nesse intuito, foi realizado experimento utilizando diferentes periodos (0,0; 4,0; 6,0;
8,0 e 10 minutos) de exposicdo a alta temperatura (140 +3 °C) com posterior avaliacdo da
regeneragdo de brotos in vitro, quantificacdo de prolina e conteudo relativo de adgua foliar. A
sobrevivéncia de \ellozia decaiu a partir de 6 e 8 minutos de permanéncia em alta
temperatura. O estresse térmico induziu brotos em V. pyrantha, V. jolyi e V. punctulata com
resultado significativo para nimero de brotos na ultima espécie citada. O contetdo relativo de
agua (CRAT) decaiu em V. pyrantha apos exposi¢do a 6 minutos de estresse térmico. A alta
temperatura ndo interferiu no contetdo de prolina nas duas espécies analisadas. As quatro
espécies de \Vellozia sdo resistentes a alta temperatura. O estresse térmico foi eficiente para a
estimular reproducdo vegetativa em V. punctulata.

Palavras Chaves: Velloziaceae. Estresse térmico. Campo Rupestre. Prolina
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ABSTRACT

The Velloziaceae family stands out in the campo rupestre for its distribution, for its
synchronized flowering and species adapted to abiotic stresses such as drought and fire.
Thermal stress has an impact on plant productivity and, depending on the duration, it can lead
to death, as it interferes with the stability of biomembranes, impacting the enzymatic and
cellular protein levels. The in vitro culture widely used in the ex situ propagation of species
allows physiological and biochemical studies of the protection mechanisms against stress. The
objective of this study was to evaluate the vegetative reproduction and the biochemical
response after exposure to high temperature (140 £3 °C) of four species of the genus \ellozia
from Chapada Diamantina, Bahia. For this purpose, an experiment was carried out using
different periods (0.0; 4.0; 6.0; 8.0 and 10 minutes) of exposure to high temperature (140 £3
°C) with subsequent evaluation of shoot regeneration in vitro, quantification of proline and
relative leaf water content. \ellozia survival decreased after 6 and 8 minutes of permanence at
high temperature. Heat stress induced shoots in V. pyrantha, V. jolyi and V. punctulata with a
significant result for shoot number in the last mentioned species. The relative water content
(CRAT) decreased in V. pyrantha after exposure to 6 minutes of heat stress. The high
temperature did not affect the proline content in the two species analyzed. The four species of
\ellozia are resistant to high temperatures. Heat stress was efficient to stimulate vegetative
reproduction in V. punctulata.

Keywords: Velloziaceae. Thermal stress. Rupestrian grassland. Proline.
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4.1 INTRODUCAO

O estresse térmico, determinado pelo aumento ou reducdo da temperatura 6tima para o
vegetal, variagbes extremas de temperatura e incéndios em determinados ecossistemas
modifica o padrdo de movimento das moléculas e provoca mudangas na estrutura de
biomembranas com impacto a nivel fisioldgico, bioquimico e molecular na planta, sendo
coordenado pelo balanco entre intensidade, duracdo, frequéncia do estresse e gendtipo vegetal
(LACHERS et al., 2003; BITA; GERARTS et al., 2013; TAIZ et al. 2017; ALEEM et al.,
2020; TIWARI et al., 2020).

O aumento da temperatura global tem provocado estresse térmico nos vegetais, com
impacto na sua produtividade e por consequéncia na seguranca alimentar mundial, de modo
que o estudo de espécies tolerantes ao estresse térmico é valioso para producdo e/ou
recomendacdo de cultivares que atendam a cadeia produtiva ou possuam genes de interesse
para 0 melhoramento genético (BITA e GERARTS et al., 2013; ALEEM et al., 2020).
Espécies que sdo capazes de resistir ou tolerar o estresse térmico podem responder com
producdo de substancias como a prolina, relacionada a protecdo contra espécies reativas de
oxigénio (ALEEM et al., 2020), auxiliando assim na manutengdo da organizacdo e funcéo
celular (TAIZ et al., 2017).

As plantas tolerantes a dessecacdo podem auxiliar a desvendar mecanismos de
resposta ao estresse térmico. Nesse sentido, algumas pesquisas com espécies que possuem
essa tolerancia foram realizadas utilizando altas e baixas temperaturas com material vegetal
seco e hidratado (KAPPEN, 1966; VIEWEG; ZIEGLER, 1969; EICKMEIE, 1986). Outro
conjunto de vegetais, as plantas pirofiticas (resistentes ao fogo) que conseguem restabelecer
sua parte aérea ap6s a passagem do fogo (COUTINHO, 2002), também sdo importantes para
0 avanco no conhecimento relacionado ao estresse térmico, como no estudo de Borges et al.
(2020), que relatou resposta positiva para multiplicacdo in vitro de \Vellozia pyrantha, apos
contato com fogo, 0 que sugere capacidade de protecéo a esse estresse.

Representantes desses grupos sdo encontrados no género \Vellozia (Velloziaceae), que
apresenta 97,5% de suas espécies restritas ao Brasil, a maioria delas endémica dos campos
rupestres da Cadeia do Espinhaco (MELLO-SILVA, 2018). Esse ecossistema é marcado pela
heterogeneidade ambiental e condi¢gdes ambientais extremas como incéndios recorrentes em
ambiente continuo onde ocorrem as espécies arbustivas resistentes ao fogo V. pyrantha e V.

seubertiana (CONCEICAO; PIRANI, 2005; NEVES, 2009: SILVEIRA et al., 2016;
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CONCEICAO, 2018), e por secas periddicas no afloramento rochoso, local de distribuicdo de
vérias espécies tolerantes a dessecacdo como V. punctulata e V. jolyi (CONCEICAO et al.
2007; NEVES, 2009; MELLO-SILVA, 2015).

O cultivo in vitro proporciona a base para explorar as vias fisioldgicas, bioguimicas e
moleculares de espécies pitorescas quanto ao gerenciamento da dessecacdo extrema e alta
temperatura, além de possibilitar a regeneracdo e conservacdo desses genotipos ex situ
(BARTELS; SALAMINI, 2001; DJILIANQV et al., 2005; GEORGE; DEBERGH, 2008;
BORGES et al., 2020; YU et al. 2021). N&o hé relatos na literatura de estudos de propagacéo
in vitro para V. punctulata, V. jolyi e V. seubertiana, sendo encontrado apenas um trabalho de
cultivo in vitro para V. pyrantha (BORGES et al. 2020).

Desse modo, considerando o contato direto de Vellozia seubertiana e \Vellozia pyrantha
com incéndios recorrentes em vegetacdo continua (NEVES, 2009; CONCEICAO, 2018),
assim como o aumento da temperatura do ar e a alta irradiacdo solar nos afloramentos
rochosos (COUTINHO, 1990; POREMBSKI; BARTHLOTT, 2000), local onde ocorrem
\ellozia punctulata e \Vellozia jolyi, hipotetizamos que a exposicao controlada dessas espécies
a alta temperatura induziria resposta bioquimica de defesa e seria gatilho para a reproducéo
vegetativa in vitro. O objetivo deste estudo foi avaliar a reprodugdo vegetativa in vitro e a
resposta bioquimica ap0s exposicdo a alta temperatura de quatro espécies de \ellozia dos

campos rupestres.
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4.2 MATERIAL E METODO

4.2.1 Condicdes de cultivo

Os estudos in vitro foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) e a andlise de prolina foi realizada no Laboratério de Germinacdo (LAGER) da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). As culturas foram mantidas em sala de
crescimento sob temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 14h com radiacéo fotossintética de
60 umol m-2 s-1, Em todos os experimentos 0s meios de cultura foram solidificados com 0,7%
de agar e ap6s ajuste do pH para 5,7 +1 foram autoclavados a temperatura de 121°C por 15

minutos.

4.2.2 Coleta das sementes

As sementes de V. pyrantha foram coletadas em campo rupestre na Serra do
Candomba (12°33°S 041°28'W), no Parque Nacional da Chapada Diamantina, Palmeiras,
Bahia, enquanto as sementes das demais espécies foram coletadas em campo rupestre no
Parque Municipal de Mucugé, Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia, Brasil: V. seubertiana
(12°59°S 041°20°W), V. punctulata (12°59°S 041°20°W) e V. jolyi (12°59°S 041°20"W). Ap6s
a coleta as sementes foram retiradas das capsulas e armazenadas em sacos de papel na

geladeira com temperatura de 6 a 10°C, por trés meses.

4.2.3 Germinagao in vitro

As sementes foram lavadas em agua da torneira com detergente para retirada das
impurezas superficiais, e direcionadas para a camara de fluxo laminar onde foram
desinfestadas com alcool a 70 % (1°) e hipoclorito a 2,5 % (10°), sendo adicionado a imersao
em fungicida Bendasol (10°) e aumento do tempo no hipoclorito (15°) para \ellozia
punctulata e \ellozia seubertiana devido a persisténcia de contaminacdo fungica e bacteriana
em ensaios preliminares.

As sementes de \ellozia jolyi, \ellozia seubertiana e \ellozia pyrantha foram
inoculadas em frascos com 50 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)

com metade das concentracdes salinas (MS/2) e para \Vellozia punctulata utilizou-se um terco
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das concentracdes salinas (MS/3), conforme ensaios preliminares. A suplementacdo do meio
de cultura foi feita com 30 g.I-! de sacarose para V. pyrantha e 15 g.I-! para as demais
especies, de acordo com os resultados observados no estabelecimento in vitro das espécies
(Capitulo 2). Nos tratamentos das espécies V. pyrantha e V. seubertiana foi acrescido 1 g.[-*

de carvao ativado.

4.2.4 Efeito do estresse térmico na multiplicacéo in vitro, no conteudo relativo de agua
foliar (CRAf %) e de prolina

Plantas com 3 meses germinadas in vitro em meio MS/2 (V. seubertiana, V. pyrantha e
V. jolyi) e MS/3 (V. punctulata) foram transferidas para meio de mesma composicao,
suplementado com 7 g.I- ! de &gar em tubos vedados com PVC (Policloreto de vinila) e
submetidas a estufa de secagem e esterilizagdo com temperatura de 140 +3 °C, regulada por
um termoémetro, por diferentes periodos de exposi¢do: 0,0 (controle); 4,0; 6,0; 8,0 e 10
minutos. A temperatura de 4 tubos por tratamento foi aferida apds a exposicdo a alta
temperatura utilizando um termometro infravermelho (modelo42515, Extech instruments)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Temperatura média dos tubos de quatro espécies de Vellozia apds exposicao a estufa de esterilizacao
e secagem a 140 £3 °C por diferentes periodos.

Temperatura do tubo e desvio padréo

Tratamentos \ellozia pyrantha Vellozia seubertiana  Mellozia punctulata Vellozia jolyi
4 80,2°C /5,90 86,2°C /8,18 79,5°C/1,29 80,5°C /544
6 835°C /7,32 94,2°C /7,63 86,5°C /4,04 96,0°C /2,16
8 96,7°C /5,90 98,2°C /6,60 92,2°C/8,26 102 °C /2,94
10 103,2°C/ 1,70 104,7 °C /3,59 102,5°C /2,08 100°C/7,11

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto por 5 tratamentos
distribuidos em 7 repeticdes com 2 parcelas cada para V. seubertiana e V. jolyi, 11 repeticdes
com 1 parcela para V. pyrantha e 10 repetigdes com 2 parcelas para V. punctulata.

A fim de realizar a determinacdo de conteudo relativo de agua foliar (CRAf) e a

analise de prolina, o tratamento controle (0,0) e o de estresse (6 minutos) (Temp. média do
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tubo 82 °C e 84,7 °C) foram repetidos. Cada tratamento foi composto de 19 repeti¢cbes com 3
parcelas em V. seubertiana e 16 repeticbes com 3 parcelas em V. pyrantha.

4.2 5 Variaveis analisadas

Apdbs 45 dias da montagem dos experimentos de multiplicacdo foram avaliados:
porcentagem de sobrevivéncia da planta (% S), porcentagem de planta responsiva a formacao
de brotos (% PR), numero de brotos por planta (NB), comprimento do maior broto (CMB),
numero de folhas (NFB), matéria seca (MSB) e numero de raizes dos brotos (NRB). Amostras
de 6 plantas (trés folhas por individuo) foram retiradas em cada tratamento ap6s 3 dias de
exposicdo a alta temperatura e os valores foram usados na férmula CRAf (%) = (MFf-
MSF/MTf-MSf x 100) conforme descrito por Weatherley (1950), em que MFf é a massa
fresca da folha, MTf a massa tdrgida da folha e MSf a massa seca da folha. O contedo
relativo de agua foliar (CRAf %) foi obtido usando cada amostra como repeticao.

A quantificacdo de prolina foi realizada utilizando o método de Bates (1973) apds 3
dias de exposicdo a alta temperatura com a maceracdo de 100 mg (massa fresca) de folhas

utilizando &cido sulfossalicilico 3 %.

4.2.6 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada com o teste Shapiro-Wilk utilizando o
programa R Core Team, v 4.0.5 (2020). As médias obtidas com os valores das parcelas foram
comparadas pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade e transformadas com a raiz
quadrada de y + 0.5 — sgrt (y + 0.5) utilizando o programa SISVAR, v 5.3, desenvolvido por
FERREIRA (2011). As médias da temperatura dos tubos foram obtidas de quatro tubos por

tratamento e a partir desses valores retirou-se o desvio padréo utilizando o programa Excel.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efeito do estresse térmico na multiplicacao in vitro

A porcentagem de sobrevivéncia da planta (% S) foi influenciada pela alta temperatura
nas quatro espécies de \ellozia (Tabela 1 Apéndice D). As maiores % S foram observadas no
tratamento controle e periodo de 4" em V. jolyi (100 %), V. pyrantha (100 %) e V. seubertiana
(100 %; 92,85 %), decaindo a partir dos 6 minutos (Figura 1 A - C). V. punctulata teve
decréscimo de (75 %) na % S a partir de 8" (Figura 1 D). As plantas de V. pyrantha e V.
seubertiana ndo sobreviveram nos periodos de 8" (Figura 1 A e B), e apenas V. punctulata

teve plantas sobreviventes no periodo de 10” minutos (10 %) (Figura 1 D).

Vellozia pyrantha A Vellozia seubertiana B
a
a a 100
100 ® 2 a
90
90
80
80 b
20 70
60 b
60 -
50 X 0
40 40
30 30
20 20
10
10 c ¢ c c
0 0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Periodos Periodos
Vellozia jolyi C Vellozia punctulata D
a a a a
10 ¢ Q 100 @ o .
90 a0
80 30 a
70 70
60 60
w
50 b S 50
40 40
30 30
20
. 20 b
10
c 10
o o
o 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Periodos Periodos

Figura 1 — Porcentagem de sobrevivéncia (% S) de quatro espécies do género Vellozia submetidas a alta
temperatura (140 +3 °C) por diferentes periodos (minutos) e controle 0,0 (sem exposicao), aos 45 dias de cultivo
in vitro.

A alta temperatura induziu a reproducdo vegetativa em trés das quatro espécies de
\ellozia. Nos tratamentos de V. punctulata houve resposta singular a alta temperatura com
interferéncia positiva (P < 0,05) na maioria das variaveis estudadas (Tabela 2 Apéndice D). V.
punctulata apresentou maiores médias de plantas responsivas (% PR) nimero de broto (NB),
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comprimento do maior broto (CMB), nimero de folhas (NFB), e matéria seca do broto (MSB)

no periodo 8" minutos (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de brotos (NB), comprimento do maior broto (CMB), nimero de folhas do broto (NFB),
porcentagem de plantas responsivas (% PR), matéria seca do broto (MSB) de Vellozia punctulata submetida a
alta temperatura 140 +£3 °C por diferentes periodos (minutos) e controle 0° (sem exposicdo) aos 45 dias de
cultivo in vitro.

A mesma espécie emitiu brotos em todos os periodos de exposicdo a alta temperatura,
exceto no controle (Figura 3 A). Nos tratamentos com a alta temperatura em V. punctulata so
foi observado sinal visual marcante de estresse, como folhas secas culminando na morte da
planta no maior periodo avaliado (10") (Figura 3 E). Nas demais espécies observou-se
visualmente a perda de clorofila a partir de 6’em V. jolyi (Figura 3 1 e J), e aos 4’em V.

pyrantha e (Figura 3 N e O) V. seubertiana (Figura3 Se T).
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A exposicdo a 6 e 10 minutos de alta temperatura induziu 2 brotos e 1 broto
respectivamente em V. jolyi, nos ensaios com V. pyrantha contatou-se 5 brotos aos 4 minutos
de estresse térmico, enquanto na espécie V. seubertiana ndo foi observado inducdo de

reproducdo vegetativa em nenhum dos periodos testados (Figura 3).
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Figura 3 — Quatro espécies do género Vellozia submetidas a alta temperatura 140 +3 °C em diferentes periodos
0" (Controle - sem exposicao) (A, F, KeP),4 (B,G,LeQ),6  (C,H,MeR),8(D,I,NeS),10" (E,J,0eT)
aos 45 dias. Seta — Indica brotos. Escala da barra =1 cm.

A quantificacdo de prolina ndo mostrou diferenca para nenhuma das espécies
estudadas (Tabela 3 Apéndice D), apresentando médias de 7,15 (controle) e 4,75 (6 minutos)
em V. seubertiana e 3,44 (controle) e 3,15 (6 minutos) em V. punctulata.

Em relacdo ao conteudo relativo de dgua foliar (CRAf %) foi observado interferéncia
na porcentagem hidrica de V. pyrantha, ja em V. seubertiana ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 4 Apéndice D). O CRAf % decaiu em V. pyrantha apés 3 dias de

exposicao a alta temperatura (Tabela 2).

93



Tabela 2 - Contetdo relativo de agua foliar (CRATF %) de duas espécies do género Vellozia 3 dias apds exposicdo
a alta temperatura.

Temperatura (140 £3°C) Vellozia pyrantha Vellozia seubertiana
Controle 79,34 a 81l,6la
6 minutos 4597 b 85,16 a

Médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).
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4.4. DISCUSSAO
4.4.1 Efeito do estresse térmico na multiplicacéo in vitro

Acelevada % S de \ellozia ap0s exposicédo a alta temperatura (140 +3°C) por 6 (Temp.
do tubo V. pyrantha 83,5 °C; V. seubertiana 94,2 °C; V. jolyi 96,0 °C) e 8" (Temp. do tubo V.
punctulata 92,2 °C) é surpreendente, considerando que a temperatura limite para tecidos vivos
geralmente é de 60 °C ou acima de 50 °C com exposi¢do prolongada, as quais culminariam
em rapida desnaturacdo das proteinas (DIOS, 2020). Esses resultados indicam resisténcia fora
do comum a alta temperatura.

As mortalidades nos periodos 8 e 10 minutos de V. pyrantha (Temp. média do 96,7 °C
/98,2 °C) e V. seubertiana (Temp. média do tubo 103,2 °C / 104,7 °C) sinalizam seus limites
de resisténcia a alta temperatura e destaca a influéncia do tempo de exposi¢do na resposta e
capacidade de recuperacdo apOs 0 estresse. Essas espécies em habitat natural apresentam
protecdo do meristema vegetal por adaptacGes como maior espessura da casca, bainhas
foliares e gemas subterraneas (CLARKE et al., 2013; CHARLES-DOMINIQUE et al., 2015;
DIOS, 2020), o que reduz a temperatura interna em relagdo ao exterior vegetal (COUTINHO,
1990; DIOS, 2020), que, em um incéndio, pode variar de 33 °C a 442 °C considerando a faixa
de 1 cm a 50 cm acima do solo como constatado em experimento de incéndio controlado no
Cerrado (SCHMIDT et al., 2017), e nos intervalos de 121 °C a 149 °C/ 204 °C a 316 °C na
superficie do solo de duas areas do campo rupestre no Parque Nacional da Chapada
Diamantina, Bahia (CONCEICAO et al., 2017).

Em relacdo a V. jolyi e V. punctulata a tolerancia a dessecacgdo pode estar relacionada a
resposta diferenciada a exposi¢do a alta temperatura, pois essas espécies estdo inseridas em
cendrio peculiar com combinacgdo de condigGes estressantes, alta incidéncia solar no ambiente
rupicola e incéndios recorrentes em habitat continuo, que proporciona contato com outra
forma de elevacédo da temperatura do ar e provavelmente potencializa o desenvolvimento de
resisténcia dessas espécies.

A inducdo de brotos de V. pyrantha, V. punctulata e V. jolyi apds exposi¢cdo a alta
temperatura chama a atencdo para o papel que estresses abidticos podem ter como
impulsionadores de rebrota e recuperacdo no campo rupestre. A resposta de V. punctulata para

numero de brotos (1,95) com a alta temperatura é similar ao resultado obtido em V. pyrantha
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utilizando outro tipo de estresse térmico (fogo) como gatilho para reproducdo vegetativa
(BORGES et al., 2020).

O decréscimo no numero de brotos em V. punctulata no maior periodo (10°) de
exposicao a alta temperatura pode ser associado ao aumento de mortalidade e a perda de vigor
das plantas, observado pela reducdo de area foliar da planta mée e através do decréscimo no
comprimento (CMB), numero de folhas (NFB) e matéria seca (MSB) dos brotos, contrastando
com as maiores médias obtidas para essas variaveis na exposic¢ao por 8 minutos (Figura3 D e
E).

A reducdo consideravel de CRAF % em V. pyrantha ap6s exposi¢do ao estresse térmico
por 6 minutos de exposicdo a alta temperatura ndo teve impacto expressivo na sua
sobrevivéncia, que se manteve acima de 70 %, resposta que sugere certo nivel de resisténcia a
baixa disponibilidade hidrica, situacdo semelhante a encontrada nas secas sazonais € nos
incéndios em campo rupestre que intensificam a perda hidrica durante e apds a passagem do
fogo (MIDGLEY et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016). Esperava-se que a resposta de perda
hidrica ocorresse concomitante ao aumento no contetdo de prolina, diante de sua agdo
protetora contra subprodutos téxicos e como reserva para restauracdo de homeostase celular
nos vegetais expostos a estresses abioticos (WAHID et al., 2007; TAIZ et al., 2017). A
auséncia de alteracdo desse aminoacido permite supor a ativacdo de outras vias fisiologicas na
producdo de osmoprotetores como agucares, acucares alcoois e glicina betaina (TAIZ et al.,
2017).
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4.5. CONCLUSAO

V. seubertiana, V. pyrantha, V. punctulata e V. jolyi s@o resistentes a alta temperatura.
V. punctulata teve maior resiliéncia entre as demais espécies estudadas devido a manutencao
do seu potencial na inducéo de brotos, sendo seu limite térmico aos 8  de exposi¢do (Temp.
do tubo 92,2 °C). A alta temperatura foi eficiente para inducdo de reproducdo vegetativa in
vitro em V. punctulata.

As evidéncias indicam que a prolina ndo € utilizada na osmoprotecdo contra a alta
temperatura em V. seubertiana e V. pyrantha. As quatro espécies de \Vellozia podem ser usadas
em futuros trabalhos sobre mecanismos de protecdo a alta temperatura, como os relacionados

a auséncia de desnaturacdo proteica e outras vias de prote¢do bioquimica.
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CONCLUSAO GERAL

O fogo e a seca tém marcante influéncia na selecdo de tragcos morfofuncionais das seis
especies de \Vellozia estudadas. A distin¢cdo em dois grupos relacionados as caracteristicas de
especies de ambiente continuo (fogo) e afloramento rochoso (seca) sugere tradeoff entre esses
estresses abidticos, ou seja, alta adaptacdo a um deles, mas ndo a ambos. V. seubertiana e V.
pyrantha sdo resilientes a acdo do fogo e tém admirdvel capacidade regenerativa apés
incéndios com a reconstituicdo do 6rgdo foliar. O maior potencial de reproducdo vegetativa
observada em V. seubertiana pode estar relacionado ao seu tipo de rebrota epicormica,
enquanto em V. pyrantha prevalece a do tipo apical.

Os crescimentos iniciais in vitro de V. punctulata, V. jolyi, V. sincorana e V.
seubertiana correspondem a pobreza nutricional do campo rupestre, apresentando resultado
positivo em meio de cultura MS com concentracdo salina reduzida acrescido de 15 g.L* de
sacarose. O estresse hidrico e térmico foram gatilhos eficientes para a multiplicagéo in vitro
de \ellozia. As evidéncias indicam a prolina como um dos osmoprotetores em Velloziaceae
em estresse hidrico.

V. punctulata, V. jolyi, V. seubertiana e V. pyrantha apresentaram resisténcia ao
estresse hidrico e térmico, mostrando-se boas candidatas para futuras pesquisas relacionadas a
fisiologia, bioquimica, resposta hormonal, além de proteinas e genes relacionados a esses

estresses.
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APENDICE A

Capitulo I — Atributos morfofuncionais em espécies de \Vellozia sob fogo e seca

Tabela 1 - Resumo da andlise de componentes principais (CPA), de seis espécies do género Vellozia da Chapada
Diamantina, Bahia, baseado nos tragos funcionais altura do individuo (AL), didmetro da roseta (DR) e &rea foliar
(AF).

Parametros “CP1 (70 %) CP2 (22 %) CP3 (7,6 %)
Altura 0,49812 0,83511 0,23338
Didmetro da roseta 0,58925 -0,52346 0,61545
Area foliar 0,63613 -0,16905 -0,75284

*CP — Componente Principal

Tabela 2 - Teste de Kruskal-Wallis para profundidade da gema (PG) de seis espécies do género \ellozia de
ambiente continuo (fogo) e afloramento rochoso (seca).

FVv PG
Tratamento 2,871E-06**
H (chi2) 21,77

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 3 — Analise de Dunn para profundidade da gema (PG) de seis espécies do género \ellozia de ambiente
continuo (fogo) e afloramento rochoso (seca).

Tratamento PG
Seca e
Fogo 2,871E-06**

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Tabela 4 - Resumo da anélise de variéncia para altura do individuo (AL), didmetro da roseta (DR) e area foliar
(AF) entre seis espécies do género Vellozia da Chapada Diamantina, Bahia.

Quadrados Médios

FV GL AL DR AF
Espécies 5 26509,084167** 8,986645** 5,12047691**
Residuo 54

CV% 24,53 15,30 35,95

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. Dados de DR transformados y +
1.0 -sqrt (y + 1.0).
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Tabela 5 - Teste de Kruskal-Wallis para profundidade da gema (PG) entre seis espécies do género \ellozia da
Chapada Diamantina, Bahia.

FV PG
Espécies 4,451e-05**
H (chi2) 27,39

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 6 — Analise de Dunn para profundidade da gema (PG) entre seis espécies do género \ellozia da Chapada
Diamantina, Bahia.

, . \ellozia L \ellozia \ellozia \ellozia \ellozia
Espécies Vellozia jolyi . . . .
punctulata hemisphaerica pyrantha sincorana seubertiana
\ellozia 0,0806 0,3397 0,1214 0,249 0,006894**
punctulata
\ellozia 0,0806 0,428 0,0009796** 0,003731** 8,622E-06**
jolyi
\ellozia 0,3397 0,428 0,01229** 0,03508 0,0002556**
hemisphaer
ica
\ellozia 0,1214 0,0009796** 0,01229** 0,6919 0,249
pyrantha
\ellozia 0,249 0,003731** 0,03508** 0,6919 0,1214
sincorana
\ellozia 0,006894** 8,622E-06** 0,0002556** 0,249 0,1214

seubertiana

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Influéncia do fogo na capacidade reprodutiva e regeneracao de duas espécies de Vellozia

Tabela 7 - Teste de Kruskal-Wallis para nimero de rosetas regeneradas (NRR) e nimero de rosetas novas (NRN)
de duas espécies do género Vellozia 50 dias apds incéndio no campo rupestre.

FVvV NRN NRN
s 0,08717 0,001238**
Espécies
H (chi2) 2,893 8,691

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 8 — Andlise de Dunn’pos hot para ndmero de rosetas novas (NRN) de duas espécies do género \ellozia
50 dias ap0s incéndio no campo rupestre.

FV NRN

\ellozia seubertiana

Vellozia pyrantha 0,001238**

**altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Dunn.
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APENDICE B

Capitulo Il — Crescimento inicial in vitro de espécies de Vellozia da Chapada

Diamantina

Tabela 1- Resumo da analise de variancia para porcentagem de germinacgdo de Vellozia seubertiana e Vellozia
sincorana submetida a diferentes concentraces de meio de cultura, sacarose e carvéo.

=V GL Porcentagem de germinacao
Vellozia seubertiana Vellozia sincorana
Meio 1 0,006023" 0,142790"
Sacarose 2 0,001320"s 1,109479™
Carvéao 1 0,021121" 0,205618"
Meio*Sacarose 2 0,148238™ 40,095669 "
Meio*Carvéo 1 0,101232" 0,005712"
Meio*Sacarose*Carvio 2 0,144536™ 0,129939"
Residuo 50/38
CV% 13,02 20,98

"s Nao significativo; ** altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e ao nivel de
5% de probabilidade.

Tabela 2 - Resumo da analise de varidncia para porcentagem de germinacdo de Vellozia punctulata e Vellozia
jolyi submetidas a diferentes concentracdes de meio de cultura e sacarose.
Porcentagem de germinacéo

FV GL
Vellozia punctulata Vellozia jolyi
Meio 1 0,575638" 0,230288"s
Sacarose 2 0,089299 s 0,003170"
Meio*Sacarose 2 0,310391 " 0,172782"
Residuo 30
CV% 35,05 26,22

"s Nao significativo ao nivel 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia para namero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e porcentagem de microplanta com raiz (%MR)
de Vellozia seubertiana submetida a diferentes concentragdes de meio de cultura, sacarose e carvéo ativado.

FV GL Quadrados Médios

NF CPA MSPA MSR % MR
Meio 1 1,768245M 0,035260" 0,000007** 5,56981317"  0,021668"
Sacarose 2 18,898175** 107,538050** 0,000005** 7,67823433" 0,229125"
Carvao 1 0,081115M™ 739,500336** 0,000001" 3,25584334"  0,001438"
Meio*Sacarose 2 14,921439** 98,067494** 0,000005** 3,34508120"  0,384407"
Meio*Carvéao 1 1,384263™ 14,493130" 1,16269135"  5,59925341"  0,000795"
Meio*Sacarose*Carvao 2 0,208383" 8,766058" 1,54485802"  2,05139522"  0,022483"

Residuo 62
CV% 26,51 29,54 38,32 0,01 33,02

"s Ndo significativo; *significativo ao nivel de 5% de probabilidade e ** altamente significativo ao nivel de 1%

de probabilidade pelo teste Tukey. Varidvel MSR transformadas **% %
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Tabela 4 - Resumo da analise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e porcentagem de microplanta com raiz (%MR)
de Vellozia sincorana submetida a diferentes concentraces de meio de cultura, sacarose e carvéo ativado.

FV GL Quadrados Médios
NF CPA MSPA MSR % MR
. 0,520833" 0,000175" 4,76672454" 1,05468750™  0,078273
Meio 1 ns
17,040075™ 92,193725** 3,60817419" 2,05665509"  0,316178*
Sacarose 2 *
Carvéo 1 0,113426 447,486356** 2,55208333" 1,91689815™  0,016544"
Meio*Sacarose 2 2,488281" 33,656685 " 1,98603877" 7,59027778"  0,001231"
Meio*Carvéo 1 1,171875™ 0,739620™ 2,52083333" 4,38020833™  0,041697"
_— - 1,136719™ 0,771972" 0,000001 " 6,46527778"  0,054242
Meio*Sacarose*Carvao 2 ns
Residuo 38
16,13 21,94 24,59 66,06
O L 1 L i
Cvoe 15,92

"s Nao significativo, ** altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 5 — Resumo da analise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e porcentagem de microplanta com raiz (%MR)
de Vellozia jolyi submetida a diferentes concentracbes de meio de cultura e sacarose aos 120 dias.

FV GL Quadrados Médios
NF CPA MSPA MSR %MR
Meio 1 50,884444™ 58,119023™ 0,000001" 9.60400000™ 0,574921™
Sacarose 2 18,207778™ 28,720615" 2.47777778™ 7.55444444" 0,379643 ™
Meio*Sacarose 2 20,134444 ™ 22,063859" 4,04133333" 2.67233333" 0,237366"
Residuo 30
CV% 33,53 45,78 50,09 53,32 27,45

"s Néo significativo; *significativo ao nivel de 5% de probabilidade e ** altamente significativo ao nivel de 1%
de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 6 — Resumo da analise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca das raizes (MSR) e porcentagem de microplanta com raiz
(%MR) de Vellozia punctulata submetida a diferentes concentragdes de meio de cultura e sacarose aos 120 dias.

=V GL Quadrados Medios
NF CPA MSPA MSR %MR
Meio 1 0,602200" 1,753549™ 1,72939203"  3,92109175" 0,789865™
Sacarose (S) 2 0,647126™ 0,572740™ 0,000002" 7,43378244™ 0,062696 "
Meio*S 2 0,380679" 0,767881™ 1,82493778"  4,87216321" 0,074650
Residuo 30
CV% 10,65 10,60 0,03 0,02 20,36

"s Nao significativo; *significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste; ** altamente significativo ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Dados transformados (x+1) Y%.
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APENDICE C

Capitulo 111 - Estresse hidrico como indutor de multiplicacéo in vitro de quatro espécies
