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RESUMO
A polpa funicular dos frutos presentes em algumas Cactaceae ¢ conhecida por inibir a germinagao
de suas proprias sementes. Além disso, ja foi relatado na literatura que os frutos podem produzir
metabolitos toxicos ou dissuasivos, frequentemente encontrados em concentragdes e diversidades
maiores do que em outros 6rgaos da planta, podendo, assim, impedir a germinag¢ao de suas proprias
sementes. No entanto, ainda ndo foi descrito na literatura como as condigdes ambientais podem
influenciar a dindmica desse efeito autoalelopatico. Portanto, o objetivo geral dessa dissertacao foi
avaliar a autoalelopatia da polpa funicular de um cacto colunar que ocorre em diferentes
ecossistemas do Nordeste do Brasil. Utilizamos como modelo de estudo a espécie Pilosocereus
catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae), que
ocorre em areas de Caatinga, uma regido semiarida do Nordeste do Brasil; e em areas de Restinga,
na regido da costa brasileira. Além disso, essa espécie de cacto colunar produz seus frutos nas
estacdes seca e chuvosa. Para atender o objetivo geral dessa dissertagado, esse trabalho foi dividido
em dois capitulos. No primeiro capitulo, o objetivo do trabalho foi realizar o perfil de metabdlitos
da polpa funicular mucilaginosa dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis utilizando a
técnica de metabolomica nao-alvo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas. Os resultados para esse capitulo, foi possivel anotar 135 metabolitos pertencentes as 19
familias quimicas. Além disso, foi possivel concluir que as condi¢cdes ambientais influenciam
diretamente o metabolismo da polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis
em diferentes ecossistemas, sendo as variagdes aqui observadas relacionadas & sazonalidade,
resultando em diferencgas entre as populagdes de uma mesma espécie. Ja no segundo capitulo dessa
dissertagdo, o objetivo do trabalho foi avaliar como a sazonalidade e o ecossistema de ocorréncia
influenciam a autoalelopatia exercida pela polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp.
salvadorensis no comportamento germinativo de suas sementes. Os resultados para esse capitulo,
foi possivel observar que as sementes produzidas na estagdo chuvosa, em ambas as populacdes,
apresentaram maior germinabilidade, menor tempo para germinagdo e maior sincronia, com menor
incerteza e variagdo no processo germinativo. No entanto, os extratos de menor polaridade (AcOEt
e Hex) influenciaram negativamente o comportamento germinativo a medida que as concentragdes
aumentaram durante a estacdo chuvosa, para ambas as populagdes. Portanto, podemos concluir
para esse capitulo que o efeito da autoalelopatia ¢ dindmico na natureza, sendo influenciado pelas

estagcdes de producdo dos frutos e pelo ecossistema em que essas populagdes estdo inseridas. Os



resultados encontrados nessa dissertacdo fornecem uma visdo abrangente das respostas
metabolicas dessa espécie as condigdes ambientais, destacando sua capacidade adaptativa e o papel
das condi¢des sazonais no direcionamento de seu metabolismo. Nesse contexto, as extracdes
realizadas com diferentes solventes organicos revelaram variagdes significativas nas
concentragdes dos compostos entre as estagdes e as populagdes, demonstrando que a sazonalidade
ndo apenas regula a sintese metabdlica, mas também influencia a distribuicdo e a predominancia
dos metabdlitos, ajustando-os as condi¢cdes ambientais de cada periodo influenciando de maneira

diferente o efeito autoalelopatico.

Palavras-chave: comportamento germinativo, metabolomica ndo alvo, condi¢des ambientais.



ABSTRACT
The funicular pulp of fruits present in some Cactaceae is known to inhibit the germination of their
own seeds. Furthermore, it has been reported in the literature that fruits can produce toxic or
deterrent metabolites, often found in higher concentrations and diversities than in other plant
organs, thus being able to prevent the germination of their own seeds. However, it has not yet been
described in the literature how environmental conditions can influence the dynamics of this
autoallelopathic effect. Therefore, the general objective of this dissertation was to evaluate the
autoallelopathy of the funicular pulp of a columnar cactus that occurs in different ecosystems of
Northeastern Brazil. We used as a study model the species Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles
& Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae), which occurs in areas of Caatinga,
a semiarid region of Northeastern Brazil; and in areas of Restinga, in the Brazilian coastal region.
Furthermore, this columnar cactus species produces its fruits in the dry and rainy seasons. To
achieve the general objective of this dissertation, this work was divided into two chapters. In the
first chapter, the objective of the work was to perform the metabolite profile of the mucilaginous
funicular pulp of the fruits of P. catingicola subsp. salvadorensis using the non-targeted
metabolomics technique by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry. The results for
this chapter, it was possible to note 135 metabolites belonging to 19 chemical families. In addition,
it was possible to conclude that environmental conditions directly influence the metabolism of the
funicular pulp of the fruits of P. catingicola subsp. salvadorensis in different ecosystems, with the
variations observed here being related to seasonality, resulting in differences between populations
of the same species. In the second chapter of this dissertation, the objective of the work was to
evaluate how seasonality and the ecosystem of occurrence influence the autoallelopathy exerted
by the funicular pulp of the fruits of P. catingicola subsp. salvadorensis on the germination
behavior of its seeds. The results for this chapter showed that the seeds produced in the rainy
season, in both populations, presented higher germinability, shorter germination time and greater
synchrony, with less uncertainty and variation in the germination process. However, the extracts
of lower polarity (AcOEt and Hex) negatively influenced the germination behavior as the
concentrations increased during the rainy season, for both populations. Therefore, we can conclude
for this chapter that the effect of autoallelopathy is dynamic in nature, being influenced by the fruit
production seasons and the ecosystem in which these populations are inserted. The results found

in this dissertation provide a comprehensive view of the metabolic responses of this species to



environmental conditions, highlighting its adaptive capacity and the role of seasonal conditions in
directing its metabolism. In this context, extractions performed with different organic solvents
revealed significant variations in the concentrations of compounds between seasons and
populations, demonstrating that seasonality not only regulates metabolic synthesis, but also
influences the distribution and predominance of metabolites, adjusting them to the environmental

conditions of each period, influencing the autoallelopathic effect differently.

Keywords: germination behavior, untargeted metabolomics, environmental conditions.
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Figura 8. Comportamento germinativo de sementes de Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles &
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Germinabilidade (%), tso%) Farooq, Velocidade Média de Germinacdo (VMG), Coeficiente de
Variagdo de Tempo (CVt), Sincronia e Incerteza. Postas para germinar em extratos da polpa
funicular dos frutos da propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOEt),
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APRESENTACAO

Esta dissertagdo de mestrado discute a autoalelopatia como um fenémeno dinamico na
natureza, sendo influenciado pelo local de ocorréncia da espécie em diferentes ecossistemas, bem
como pelo efeito da sazonalidade. Para isso, utilizamos como modelo de estudo a espécie
Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi
(Cactaceae), que ocorre em areas de Caatinga, uma regido semidrida do Nordeste do Brasil; e em
areas de Restinga, na regido da costa brasileira. Além disso, essa espécie de cacto colunar produz
seus frutos nas estagdes seca e chuvosa. Utilizamos os frutos como 6rgao autoalelopatico devido
a literatura demonstrar que os frutos podem produzir metabdlitos que podem ser toxicos ou
dissuasivos, frequentemente encontrados em concentragdes e diversidade maiores do que em
outros 6rgdos da planta, podendo assim, impedir a germinac¢ao de suas proprias sementes.

Essa dissertacdo estd organizada em dois capitulos, apresentados no formato de artigo
cientifico. O primeiro capitulo, destinado a submissdo na revista internacional Plant Physiology
and Biochemistry, tem como objetivo principal avaliar o perfil de metabolitos da polpa funicular
mucilaginosa dos frutos de P catingicola subsp. salvadorensis utilizando a técnica de
metabolomica ndo-alvo por Cromatografia a Géas acoplada a Espectrometria de Massas. Além
disso, o estudo compara o perfil de metabdlitos desses frutos coletados em areas de Caatinga e
Restinga durante as estagdes seca e chuvosa, com o intuito de avaliar as variagdes metabolicas na
polpa funicular decorrentes da sazonalidade e das caracteristicas dos ecossistemas onde ocorrem
as populagdes dessa espécie.

No segundo capitulo, a ser submetido a revista Functional Ecology, o objetivo foi avaliar
como a sazonalidade e o ecossistema de ocorréncia influenciam a autoalelopatia exercida pela
polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis no comportamento germinativo
de suas sementes. Nesse estudo, consideramos como as condi¢des ambientais as quais as diferentes
populacdes estdo expostas podem afetar, direta ou indiretamente, o desempenho autoalelopatico.
Isso ocorre porque variagdes na radiagdo ultravioleta, temperatura e disponibilidade hidrica sao
fatores determinantes na modulagdo do metabolismo vegetal. Assim, o efeito autoalelopatico ¢
influenciado pelas condi¢cdes ambientais de trés formas principais: por alteragdes nas
concentragdes dos compostos sintetizados, pela sua biodisponibilidade e pelo impacto exercido

sobre as espécies-alvo.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

a. Alelopatia x Autoalelopatia

A alelopatia foi citada pela primeira vez na literatura pelo professor austriaco Hans
Molisch, um bidlogo que, em seu livro “Der Einfluss einer Pflanze auf die andere — Allelopathie”,
apresentou a defini¢do de alelopatia como: “inibi¢cdo por compostos quimicos produzidos e
liberados que afetam outras plantas” (Molisch, 1937). No entanto, foi apenas em 1969 que o
termo alelopatia foi formalmente definido e reconhecido pela International Allelopathy Society
como: “fenomeno abrangente, que envolve processos biologicos mediados por metabolitos que
atuam como aleloquimicos. Esses metabdlitos sdo produzidos por plantas, micro-organismos,
virus e fungos e exercem influéncia significativa, tanto positiva quanto negativa, no crescimento e
desenvolvimento de sistemas agricolas e biologicos” (Shan et al., 2023). Portanto, os
aleloquimicos sdo substancias derivadas do metabolismo secundario vegetal ou de produtos da
decomposi¢ao de microrganismos, sendo considerados os agentes ativos da alelopatia. De acordo
com Rice (2012), esses compostos sdo classificados com base em sua similaridade quimica e
incluem: &cidos organicos soluveis em agua; alcoois de cadeia linear, aldeidos alifaticos e cetonas;
lactonas insaturadas simples; acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos; benzoquinonas,
antraquinonas e quinonas complexas; acido benzoico e seus derivados; acido cindmico e seus
derivados; cumarinas; flavonoides; taninos; terpenoides e esteroides; aminoacidos e peptideos;
alcaloides e cianoidrinas; sulfetos e glucosinolatos; além de purinas e nucleosideos (Rice, 2012).

O metabolismo secundario desempenha um papel crucial na biossintese de compostos que
atuam como sinalizadores em situacdes de estresses bidticos e abioticos, promovendo mecanismos
de defesa nas plantas. A diversidade quimica desses compostos esta diretamente associada a
capacidade de biossintese das espécies, sendo resultado de adaptagdes e estratégias especificas
desenvolvidas dentro de contextos filogenéticos particulares (Wink, 2003). Esses compostos sao
sintetizados em diferentes compartimentos celulares e sua sintese ¢ regulada por diversos fatores,
incluindo sinais de estresses ambientais, como luz, temperatura, disponibilidade de nutrientes e
agua, além de estimulos hormonais e de desenvolvimento (Akula & Ravishankar, 2011; Yang et
al., 2018). Isso ocorre porque as condi¢des do ambiente podem influenciar a expressdo dos genes
relacionados a produ¢do de metabdlitos secundarios, sendo modulada por fatores de transcricao

especificos e outros mecanismos regulatorios genéticos (Liu et al., 2021). Assim que sdo
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sintetizados, seja pelas raizes, caules, folhas, polen, flores, frutos, sementes e brotos (Weston &
Duke, 2003), os metabolitos sdo liberados no ambiente ao longo do tempo por meio de processos
como volatilizagdo, lixiviagdo de partes aéreas, exsudacdo de raizes e decomposicao de residuos
vegetais no solo (Latif et al., 2017).

Nesse contexto, os metabolitos produzidos pelas plantas ou organismo precursor
desempenham um papel significativo, interferindo ou beneficiando os organismos receptores, que
podem pertencer a mesma espécie ou a espécies diferentes. Quando o organismo receptor ¢ da
mesma espécie que o precursor, observa-se o fenomeno conhecido como autoalelopatia. Trata-se
de um processo no qual uma planta gera e libera compostos com o intuito de inibir o crescimento
ou desenvolvimento de suas préprias sementes ou plantulas. Essa estratégia visa reduzir a
competicao intraespecifica por recursos limitados, tais como nutrientes e agua (Harborne, 2014;
Mattos et al., 2018).

Dentro da comunidade vegetal, os individuos da mesma espécie competem entre si, sendo
um dos principios centrais da teoria da coexisténcia baseada em modelos de interagdes entre os
individuos competidores (Chesson, 2000). Esse principio afirma que a competi¢do intraespecifica
¢ mais intensa do que a competicdo interespecifica para qualquer par de espécies coexistentes de
maneira estavel (Alder et al., 2018). No entanto, a autoalelopatia exerce influéncia sobre diversos
aspectos, incluindo a germinacdo, o desenvolvimento, o crescimento e a sobrevivéncia das
plantulas pertencentes a mesma espécie, ou seja, esse fendmeno ¢ considerado uma estratégia
adaptativa importante para a sobrevivéncia em ambientes altamente competitivos entre as
populagdes (Santos et al., 2019).

Jé estdo descritos na literatura os efeitos da autoalelopatia em sistemas agricolas, como no
caso dos cultivares de alfafa [Medicago sativa L. (Fabaceae)], que ndo podem ser semeados em
plantagdes com o objetivo de aumentar a densidade populacional da espécie. Assim, ao tentar
realizar essa pratica, visando aumentar o rendimento da produtividade, ou mesmo apds o término
de uma plantacdo anterior, o plantio resultara em impacto negativo na germinagao, estabelecimento
dos individuos e desenvolvimento das plantulas (Wang et al., 2022). Além disso, esse
comportamento ¢ observado em espécies exoticas invasoras, exemplificado em Cistus ladanifer
L. subsp. ladanifer (Cistaceae), que coloniza solos altamente degradados e prospera em condig¢des
extremas e de baixa fertilidade, resultado do desenvolvimento de diversos mecanismos adaptativos

as condicdes estressantes do ambiente (Nuiez, 1989). Adicionalmente, nas comunidades
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colonizadas por essa espécie, ha uma baixa taxa de recrutamento de individuos jovens em
populagdes ja bem estabelecidas, fendmeno explicado pelos efeitos da autoalelopatia (Lobdn et
al., 2019).

Em frutos de algumas espécies do género Pilosocereus ja foi detectada a presenca de
moléculas, como flavonoides, taninos, dcidos organicos, antocianinas, esteroides e terpenoides,
especialmente nas espécies Pilosocereus arrabidae (Lem.) Byles & G.D. Rowley (Gongalves et
al., 2015), Pilosocereus pachycladus F. Ritter (Souza et al., 2015; Brito-Filho et al., 2017) e
Xiquexique gounellei (F.A.C. Weber) Lavor & Calvente subsp. gounellei, que apresenta alta
concentragdo de compostos fendlicos (Nascimento et al., 2011; Maciel et al., 2016). Essas
caracteristicas sdo possiveis indicadoras de respostas alelopaticas, como observado por Santos et
al. (2019), que demonstraram em seu estudo que a polpa funicular dos frutos de X. gounellei subsp.
gounellei afeta significativamente a germinacdo das sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae) e
da propria espécie, causando, assim, um efeito de alelopatia e autoalelopatia, respectivamente. E
possivel observar que o metabolismo dos frutos se ajusta & medida que alcancam o processo de
maturagdo, tornando-se atrativos para os animais frugivoros. No entanto, os frutos podem produzir
metabolitos que podem ser toxicos ou dissuasivos, frequentemente encontrados em concentragdes
e diversidade maiores do que em outros 6rgaos da planta (Whitehead et al., 2013; Whitehead et

al., 2016).

b.  Metabolismo Geral de Frutos

Nas angiospermas, o processo de formagao dos frutos inicia-se com a fecundagao do 6vulo,
que ocorre logo ap6s a polinizacdo e o crescimento do tubo polinico até o 6vulo. Apos o grao de
pélen depositar-se no estigma, ele hidrata-se e desenvolve o tubo polinico, que se alonga em
direcdo ao ovulo, guiado por pequenas proteinas presentes no estilete, como adesina rica em
cisteina no estigma/estilete e quimiocianina (Taiz et al., 2017). Ao alcangar a micrdpila, o tubo
penetra o saco embrionario, onde cessa seu crescimento e rompe-se bruscamente na sinérgide,
liberando as duas células espermaticas. Uma célula funde-se com a oosfera, formando o zigoto
que desenvolverd o embrido, enquanto a outra se funde com a célula central, criando um nucleo
triploide que originard o endosperma, tecido de reserva que sustentard o embrido apds a sua

dispersdao no ambiente (Taiz et al., 2017).
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O embrido, apods a fecundagdo, comeca o seu desenvolvimento dentro do ovario, que € a
estrutura originada pela fusdo dos carpelos na flor. A parede dos carpelos, que envolve o embrido
em desenvolvimento, passa a ser chamada de pericarpo e, a medida que o fruto se forma, o
pericarpo se transforma na camada protetora ao redor das sementes. As sementes, por sua vez,
estdo fixadas a placenta, uma estrutura interna do ovario que as conecta e nutre durante o
desenvolvimento, permitindo a transferéncia de nutrientes essenciais para o embrido até que as
sementes estejam completamente formadas (Taiz et al., 2017). Durante o desenvolvimento, o
pericarpo passa por estagios de divisdo e expansdo celular, formando as camadas denominadas de
endocarpo, mesocarpo e exocarpo; esses trés tecidos juntos compdem o pericarpo. A medida que
os frutos se desenvolvem, eles desempenham um papel crucial na protecdo das sementes em
formagdo contra herbivoros, predadores de sementes e patégenos, garantindo o sucesso desse
processo (Tiansawat et al., 2017). Quando atingem a maturidade completa, os frutos consumidos
por animais frugivoros tornam-se atrativos, estabelecendo uma relagdo mutualistica. Nesse
processo, as sementes pequenas, ingeridas juntamente com a polpa dos frutos, sdo transportadas
para locais distantes da planta-mae e dispersas junto as fezes dos animais (Schupp et al., 2010;
Ruxton et al., 2014). De acordo com Whitehead et al. (2022), o fruto ¢ o inico 6rgdo que viaja por
ambientes tdo variaveis e interage com comunidades tdo complexas de mutualistas e antagonistas
ao longo de seu desenvolvimento e vida ttil, sendo a sua composi¢do quimica o principal
responsavel por mediar essas interagdes.

Durante o desenvolvimento inicial dos frutos, os agticares sdo transportados para as células
predominantemente via simplasto, gragas a presenga de plasmodesmos e conexdes celulares (Ruan
& Patrick, 1995). Nessa etapa, apenas pequenas quantidades de sacarose sdo descarregadas e,
posteriormente, transportadas para o interior das células por meio da a¢do de enzimas invertases e
transportadores de hexoses (Beckles et al., 2012). Com o avango do desenvolvimento dos frutos,
a glicose e a frutose tornam-se os principais agucares acumulados (Figura 1) (Gilbert, 2009). Além
disso, os agticares fosfatados desempenham um papel crucial na sintese de amido e pectinas, sendo
o acumulo de amido nos tecidos do pericarpo e da columela um fator determinante para o contetido
final de sélidos soluveis nos frutos maduros (Figura 1) (Carrari & Fernie, 2006). Ao atingirem o
apice da maturagdo, os frutos acumulam hexoses, proteinas e enzimas envolvidas no ciclo de Krebs

e na glicolise (Figura 1). Isso ocorre porque, nesse estddio de desenvolvimento, parte do amido
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acumulado passa a ser degradado, tornando-se a principal fonte de hexoses e servindo como

substrato para a respiracao celular (Biais et al., 2014).
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Figura 1. Alteragdes metabolicas no pericarpo durante o amadurecimento dos frutos, utilizando como modelo de
estudo Solanum lycopersicum L. (Solanaceae). Os metabdlitos listados estdo codificados por cores: roxo indica uma
maior presenga dos metabolitos nos frutos maduros, verde representa maior concentracdo quando os frutos estdo

verdes, e preto aponta para auséncia de mudangas significativas nos niveis dos compostos. Fonte: Adaptado de Quinet

et al. (2019). Elaborado pelo proprio autor.

Além dos agucares, os acidos organicos também sdo sintetizados e desempenham fungdes

celulares. Durante a fase de divisdo celular e a formagdo dos tecidos do fruto (endocarpo,
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mesocarpo e exocarpo), ocorre uma elevada sintese de acidos organicos (Beauvoit et al., 2014).
Especula-se que essa sintese elevada, em conjunto com agucares soluveis, contribua para a reducao
do potencial hidrico celular, favorecendo a absor¢ao de dgua (Quinet et al., 2019). Contudo, além
dessa funcao osmdtica, os dcidos organicos exercem um papel crucial no nivel celular, participando
de diversas rotas bioquimicas, principalmente a via do ciclo de Krebs (Quinet et al., 2019).

Os aminoacidos também sdao metabdlitos importantes no desenvolvimento dos frutos, com
destaque para o glutamato, asparagina, treonina e o acido y-aminobutirico (GABA). Apesar do
GABA nao ser um aminoacido proteico, ele contribui para o controle do pH citosdlico sob carga
acida por meio da via do desvio do GABA. Esse composto esta presente em altas concentragdes
em frutos verdes, mas declina progressivamente durante os processos de amadurecimento (Klee &
Giovannoni, 2011). Outro aminoécido que também apresenta declinio durante o amadurecimento
dos frutos ¢ a treonina, que pode ser metabolizada em piruvato, envolvido com o gliceraldeido-3-
fosfato na sintese de pirofosfato de isopentenila, atuando como precursor de carotenoides (Quinet
et al., 2019). A maioria dos outros aminoacidos livres, no entanto, aumenta durante o
amadurecimento, enquanto o contetido proteico diminui, devido ao incremento na atividade de
exopeptidases e no padrdo de atividade de proteases nao especificas (Sorrequieta et al., 2010).

Os lipideos também estdo presentes nos frutos e sua biossintese ¢ caracterizada por varias
vias envolvendo enzimas que requerem oxigénio para sua atividade, como as envolvidas na
biossintese de esterdis e na insaturagdo de acidos graxos (Harwood, 1988; Ohlrogge & Browse,
1995). Os 4cidos graxos participam da formacao da membrana celular, contribuindo para formacao
de uma Dbarreira semipermedvel que representa um meio fluido acessivel para
moléculas/complexos lipofilicos e uma matriz para enzimas que catalisam diferentes reagdes
metabolicas (Brizzolara et al., 2020).

O metabolismo primario dos frutos esta envolvido na manutenc¢ao e na sobrevivéncia das
células, garantindo a divisdo celular e o desenvolvimento adequado dos tecidos. Por outro lado, o
metabolismo secundario dos frutos € responsavel principalmente pela biossintese de compostos
como pigmentos e flavonoides, que promovem a mudanga de colora¢do a medida que os frutos
amadurecem; e compostos volateis, que emitem odores perceptiveis com o objetivo de atrair
animais frugivoros. Uma das estratégias mais eficazes das plantas para atrair dispersores de

sementes ¢, além da producdo de frutos carnosos, a producao de compostos quimicos responsaveis
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pela atragdo (pigmentos e volateis) e recompensas nutricionais (agucares e proteinas) (Nelson &
Whitehead, 2021).

Os frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis, ao chegarem no apice da maturacao,
apresentam coloracdo violdcea devido a presenga de pigmentos. Os pigmentos responsaveis por
essa coloracdo sdo as betalainas, compostos sintetizados a partir da tirosina, um aminoacido
aromatico derivado da via do chiquimato. A hipdtese mais aceita ¢ que esses compostos sao
sintetizados no citoplasma e no reticulo endoplasmatico, sendo eventualmente armazenados no
vacuolo das células (Chen et al., 2017). De acordo com Barbosa et al. (2017), os frutos de P
catingicola subsp. salvadorensis apresentam as seguintes betalainas: betanina, 2'-O-apiosil-
isobetanina, isobetanina, 17-decarboxibetanina, 15-decarboxi-betanina, isofilocactina, 6'-O-
malonil-2-decarboxibetanina, filocactina, 2’-O-apiosil-filocactina, 2'-(5"-O-E-Feruloilapiosil)
betanina e lamprantina II.

Esses pigmentos sdo sintetizados a partir da tirosina, que ¢ hidroxilada, formando 3,4-di-
hidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) (Steglich & Strack, 1990). Em seguida, a L-DOPA ¢ convertida
em acido betaldmico pela agdo da enzima DOPA 4,5-dioxigenase (Christinet et al., 2004), um
composto chave para a sintese de todas as betalainas. Além disso, a L-DOPA também pode ser
oxidada e ciclizada para formar ciclo-DOPA, que posteriormente ¢ condensada em acido
betalamico, tornando-se precursor das betalainas (Schliemann et al., 1999). Por fim, a betanidina
¢ glicosilada nas posi¢des 5’0 ou 6’0 para formar a betanina, que pode passar por reagdes de
glicosilacdo e acilacdo, levando a sintese de uma ampla variedade de betacianinas (Strack et al.,
2003) (Figura 2). Esses metabolitos sdo responsaveis pela fotoprotecdo contra o excesso de luz
UV, que regulam positivamente a expressao de genes que codificam R2R3 MYB e fatores de
transcricdo como bHLH, responsaveis pela estruturacao da via de fenilpropanoides (Nakashima,

2011; Du Plessis et al. 2017).

c. Formagdo de Frutos e Sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis

As flores das Cactaceae, especialmente de P. catingicola subsp. salvadorensis, sio
relativamente curtas, com até 65 mm de comprimento, actinomorfas, hermafroditas, robustas,
tubulares e amplamente abertas, com antese ocorrendo durante a noite (Locatteli et al., 1997). O
perianto varia de esverdeado a esbranquicado e os estames, em grande numero, produzem

abundante polen. O estilete pode atingir 55 mm de comprimento, com cerca de 10 lobulos
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estigmaticos projetados além dos estames. A camara de néctar ¢ suborbicular, larga na base,
medindo aproximadamente 5 x 10 mm e produzindo até 440 pL de néctar (Locatelli et al., 1997).
Essas caracteristicas, como a antese noturna, flores expostas, perianto claro e grande producao de
poélen, sdo tipicas da sindrome de polinizagdo por morcegos [Glossophaga soricina (Pallas, 1766)
(Phyllostomidae)] e mariposas da familia Sphingidae (Leal et al., 2017; Domingos-Melo et al.,
2023). As flores sdo produzidas continuamente ao longo do ano, com maior floracdo e frutificacao
durante os meses de maior precipitagdo, estendendo-se também pela estacdo seca (Lima & Meiado,

2018).
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Figura 2. Rota de sintese de betacianinas a partir da rota do chiquimato. Adaptado de Poturak & Aharoni (2018).
Elaborado pelo proprio autor.

Ap6s a polinizagdo, os frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis sao formados e levam
cerca de 35 dias, apds a fecundacdo, para chegar até a completa maturagio (Figura 3) (Locatelli et
al., 1997). O fruto ¢ globoso-depresso, deiscente por uma fenda central ou lateral, com o pericarpo
arroxeado e polpa funicular de cor magenta e sementes pretas (Figura 3) (Locatelli et al., 1997).

Os frutos maduros apresentam uma organizagdo anatomica que se inicia com a epiderme, a camada
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mais externa, formada por células alongadas e arredondadas, dispostas de forma unisseriada. Essa
epiderme ¢ glabra, com paredes periclinais externas ligeiramente espessas, possivelmente ricas em
substancias lipidicas (Barbosa, 2015). Logo abaixo da epiderme, encontra-se o parénquima, cujas
células sdo maiores e localizadas proximas ao colénquima. Essas células vao gradualmente
diminuindo de tamanho a medida que se aproximam da regido dos feixes vasculares (Barbosa,
2015). O mesofilo, por sua vez, ¢ dividido em duas regides distintas: uma camada externa,
composta por parénquima clorofiliano, com células amplas e aproximadamente isodiamétricas; e
uma camada interna, onde as células parenquimadticas sdo aclorofiladas e gradualmente mais
alongadas sob a epiderme interna. Nesse mesofilo, sdo encontrados graos de amido, além de drusas
e células secretoras de mucilagem, conhecidas como formacdes crisaliferas (Barbosa, 2015).

A vascularizac¢do do pericarpo ocorre por feixes vasculares de diferentes portes. Os feixes
maiores localizam-se na regido mediana do fruto, enquanto os menores estdo situados mais
internamente (Barbosa, 2015). O mesofilo ¢ predominantemente parenquimatico, com células de
paredes delgadas e formatos variados. Na camada parenquimatica sob a epiderme interna, observa-
se a ocorréncia de divisdes periclinais e essa regido contém feixes vasculares dorsais, ventrais e
laterais do tipo colateral, além de algumas células secretoras (Barbosa, 2015). O pericarpo maduro
¢ composto por um epicarpo unisseriado, cuticularizado, glabro e sem estomatos, com células
levemente prismaticas e de paredes delgadas. O mesocarpo apresenta uma estrutura mista,
composta por células colenquimaticas e parenquimaticas. Na por¢do interna do mesocarpo, ha
poucas células mucilaginosas e cavidades secretoras que, com o tempo, se fundem formando uma
faixa mucilaginosa que envolve varias camadas de células parenquimaticas (Barbosa, 2015). Na
maturidade do fruto, a polpa ¢ composta por uma massa mucilaginosa de cor magenta, resultante
do rompimento das cavidades secretoras, restos de células e a presenca de feixes vasculares. Esse
conteudo mucilaginoso, combinado com os restos celulares, forma a polpa caracteristica do fruto

maduro (Barbosa, 2015).
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Cactaceae

Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi

Figura 3. Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae),
mostrando diferentes estagios e partes da planta: (A) claddédio, (B) desenvolvimento do botdo floral, (C) flor em antese,
(D) fruto imaturo, (E) fruto em estagio de maturagdo com abertura na parte frontal, (F) fruto maduro visto de lado,
(G) fruto maduro em corte transversal, exibindo a polpa violacea, (H) sementes, (I) plantula e (J) corte transversal do

cladédio. Elaborado pelo proprio autor.
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Ao atingirem a maturacdo completa, os frutos apresentam uma fenda na posi¢ao frontal,
que se abre e expde a polpa funicular magenta. Essa polpa ¢ consumida por diversos animais
frugivoros, como o lagarto Tropidurus semitaeniatus (Spix, 1825) (Squamata: Tropiduridae)
(Lima-Silva et al., 2021) e varias espécies de aves, incluindo Forpus xanthopterygius (Spix, 1824)
(Psittacidae), Mimus saturninus (Lichtenstein, 1823) (Mimidae), Paroaria dominicana (Linnaeus,
1758) (Thraupidae), Tangara sayaca (Linnaeus, 1766) (Thraupidae) e Tachyphonus rufus
(Boddaert, 1783) (Thraupidae) (Santos et al., 2019). Esses estudos indicam que os frutos sdo
consumidos por uma variedade de aves e também por lagartos, sugerindo que atuam como
importante recurso alimentar. Além disso, esses animais podem contribuir para a dispersdo das
sementes, embora sejam necessarios estudos especificos para avaliar a eficacia da germinagao das
sementes apOs a passagem pelo trato digestivo das aves, a fim de identificar quais espécies
realmente promovem uma dispersdo eficiente (Gomes et al., 2017).

As sementes das espécies de Pilosocereus possuem formato ligeiramente obovado-obliquo
(Abud et al., 2010). O embrido, cilindrico e de tamanho relativamente grande, tornando-se
facilmente visivel quando a semente est4 hidratada. O embrido presenta coloragdo branca e ocupa
quase todo o espaco interno da semente. O tecido de reserva ¢ cotiledonar, também de coloracao
branca e com consisténcia firme. Essas sementes, possuem comprimento médio de 1,55 mm e,
cerca de 96 horas apos a semeadura, observa-se a protrusdo radicular através da abertura do
opérculo (Abud et al., 2010). As sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis sdo fotoblastica
positiva com melhor desempenho do processo germinativo quando colocadas a uma temperatura
constante de 25 °C (Meiado et al., 2008).

A germinagdo das sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis varia de acordo com a
populacdo estudada e também pela sazonalidade. Medeiros et al. (2015), ao analisarem a
germinagao das sementes dessa espécie em trés populagdes localizadas na Caatinga, no interior da
Paraiba, observaram que as sementes coletadas no municipio de Arara (80,5%) e Boa Vista
(79,2%) apresentaram taxas de germinagdo superiores as de Areial (56,7%), quando testadas em
condi¢des controladas. Lima & Meiado (2017), ao compararem a germinagao das sementes de P,
catingicola subsp. salvadorensis em duas populacdes localizadas em areas de Caatinga e Restinga,
no Estado de Sergipe, observaram que as sementes produzidas na Caatinga apresentaram 20% de
germinagdo, enquanto as sementes da Restinga alcancaram 80%. Os autores atribuem essas

diferengas no comportamento germinativo da espécie entre as populacdes a diversos fatores: (1) a

31




Fundamentagdo Teorica

ampla distribuicdo da espécie, que ocorre desde o Reconcavo Baiano até o Ceard e conta com
populagdes de centenas de individuos (Zappi et al., 2016; Lavor et al., 2020); (2) a
autoincompatibilidade, que exige poliniza¢do cruzada entre diferentes individuos para a produgao
de sementes (Rocha et al., 2007); (3) a idade dos individuos, uma vez que frutos foram coletados
de plantas com diferentes idades, o que pode afetar a quantidade e a qualidade das sementes
produzidas (Lima & Meiado, 2017); (4) a necessidade da hidratacdo descontinua que algumas
sementes dessa espécie apresentam para ativar seu processo germinativo (Lima & Meiado, 2017;
2023) e (5) ao padrao continuo de floragdo e frutificagdo ao longo do ano, que expde os individuos
as variagdes sazonais do ambiente durante seu periodo reprodutivo (Lima & Meiado, 2017).
Esses dois ultimos fatores atribuido por Lima & Meiado (2017) foram testados em
sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis produzidas na Caatinga durante as estagdes seca
e chuvosa. Os resultados indicaram que as sementes formadas na estagdo chuvosa e dispersas no
inicio da estacdo seca apresentam cerca de 30% de germinagdo, enquanto as sementes produzidas
na estacdo seca e dispersas no inicio da estacdo chuvosa mostram aproximadamente 20% de
germinagdo sem a passagem das sementes pela hidratacdo descontinua (Lima & Meiado, 2023).
Embora as sementes dessa populacdo apresentem baixa germinabilidade, observa-se a expressao
de uma “memoria de hidratagdo de sementes”. De acordo com Lima & Meiado (2017, 2023),
apos passarem por ciclos de hidratacdo e desidratacdo (ciclos de HD), as sementes aumentam sua
taxa de germinagdo, podendo alcangar até¢ 90% de germinabilidade. Portanto, as sementes ndo sao
dispersas invidveis, mas requerem condi¢des especificas para germinarem no ambiente, as quais
estdo relacionadas a hidratacdo descontinua. Nesse sentido, Lima & Meiado (2023) concluiram
que as sementes produzidas na estacdo seca sdo submetidas a ciclos de HD, mesmo durante a
estacdo chuvosa, devido a disponibilidade hidrica limitada nas camadas superficiais do solo onde
essas sementes sdo dispersas. Durante esse processo, as sementes aumentam sua capacidade
germinativa e desenvolvem maior tolerdncia a condi¢cdes de déficit hidrico, melhorando suas
chances de estabelecimento e sobrevivéncia na estagdo seca seguinte. Em contrapartida, as
sementes produzidas na estacdo chuvosa passam por ciclos de HD também durante a estagdo seca,
quando ainda ha baixa precipitagdo, 0 que aumenta suas taxas de germinagdo e suas chances de
estabelecimento na estagdo chuvosa subsequente, uma vez que essas sementes S0 menos

tolerantes ao déficit hidrico (Lima & Meiado, 2023).
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d. Adaptagoes Morfofisiologicas

Cactaceae ¢ uma familia que pertence a ordem Caryophyllales e ¢ a mais conhecida por ser
uma familia que apresenta espécies com ampla distribuicdo em habitats aridos e semiaridos,
adaptados as condigdes estressantes desses ecossistemas. Os cactos sdo representados por mais de
1800 espécies agrupadas em 129 géneros, que se distribuem quase que exclusivamente por todo
continente americano, desde o Canada até a Patagonia (Nyfteler & Eggli, 2010). A tnica excecao
& Rhipsalis baccifera (J.M.Muell.) Stearn, que ocorre tanto na regido Neotropical como na Africa,
Madagascar e Ceildo (Zappi & Taylor, 2023). Essas espécies estdo agrupadas em cinco
subfamilias: Leuenbergerioideae, Pereskioideae, Opuntioideae, Maihuenioideae e Cactoideae
(Taylor & Zappi, 2004; Mayta & Molinari-Novoa, 2015). Atualmente, 37 gé€neros e 275 espécies
sdo reconhecidos no Brasil (Zappi & Taylor, 2023), dos quais 14 géneros e 188 espécies sdo
endémicos, com grande porcentagem de espécies ameacgadas de extincdo (Meiado & Almeida,
2022; Zappi & Taylor, 2023).

Uma caracteristica morfoldgica marcante desse grupo € a suculéncia, que ¢ descrita como
uma adaptacdo essencial para a sobrevivéncia em climas aridos, permitindo resistir a longos
periodos de seca. A suculéncia envolve modificacdes anatdmicas, morfologicas, celulares e
metabolicas (Pérez-Lopez et al., 2023), e pode estar presente em diferentes 6rgdos da planta.
Algumas espécies como, por exemplo, Cereus aethiops Haw. e outras pertencentes aos géneros
Peniocereus (A.Berger) Britton & Rose e Tephrocactus Lem. apresentam suculéncia nas raizes
(Mauseth & Stone-Palmquist, 2001; Stone-Palmquist & Mauseth, 2002). J4 as espécies da
subfamilia Pereskioideae manifestam essa caracteristica nas folhas. No entanto, a maioria das
espécies de cactos possui adaptacdes para armazenamento de dgua na medula e no cortex,
apresentando caules grossos, verdes e com capacidade fotossintética (Schwager et al., 2013). Nas
angiospermas, os tecidos de suporte geralmente ficam na periferia das estruturas colunares ou
tubulares eretas, o que aumenta a rigidez e a resisténcia a flexdo, além de prevenir a flambagem,
melhorando o segundo momento axial da area (Schwager et al., 2013). No entanto, nos cactos, o
tecido vascular lignificado, responsavel pelo suporte, esta localizado de forma centralizada nos
brotos. Ao redor desse tecido condutor e das fibras, estdo os tecidos corticais suculentos, que sao
responsaveis pelo armazenamento de agua, assimilacdo e transpiragdo (Schwager et al., 2013).

Na epiderme ha uma forte cutinizacdo, sendo composta por acidos graxos de cadeia longa

polimerizados, formando, assim, as camadas espessas de cera em sua superficie externa do
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cladodio (Barbosa, 2015). Essa cera ¢ responsavel pela coloragao esbranquicada, azulada ou glauca
observada em algumas espécies do género Pilosocereus. Logo abaixo da epiderme, localiza-se a
hipoderme, que se distingue estruturalmente da epiderme e pode ser composta por varias camadas
de células com paredes espessas e alta ductilidade. Essas células desempenham um papel
importante na prote¢do e resisténcia mecanica da haste. O cortex ¢ formado principalmente por
células ndo especializadas, que realizam a fotossintese (clorénquima) e atuam no armazenamento
de 4dgua (parénquima). Nas células hipodérmicas, encontram-se cristais de oxalato de calcio, uma
adaptagdo que contribui para aumentar a capacidade de armazenamento de agua (Sajeva &
Mauseth, 1991). Além disso, os estdmatos sdo tipicamente do tipo paracitico, o que significa que
suas cé¢lulas subsidiarias estdo alinhadas paralelamente as células-guarda (Anderson, 2001). Em
um estudo realizado por Lima et al. (2015), que avaliou atributos morfologicos em trés populacdes
de P catingicola subsp. salvadorensis distribuidas nas areas de Caatinga, Mata Atlantica e
Restinga, no Estado de Sergipe, foram observadas diferencas significativas no diametro do caule,
no cilindro central e no nimero de costelas entre as populacdes. Os cactos das areas de Caatinga e
Restinga apresentaram um nimero de costelas significativamente diferente em comparagdo com
os da Mata Atlantica, sendo que os individuos dessa tltima regido exibiram o menor niimero de
costelas entre todas as populagdes avaliadas (Lima et al., 2015).

Os cactos também apresentam aréolas, que sao estruturas exclusivas da familia Cactaceae.
O meristema areolar dos cactos ¢ equivalente a gema axilar das outras angiospermas e tem a
capacidade de formar diversos 6rgaos, como raizes, novos segmentos caulinares e flores (Arruda
& Melo-de-Pinna, 2010). Estruturalmente, o meristema areolar ¢ semelhante ao meristema apical
caulinar e esta dividido em quatro zonas distintas. Assim como ocorre em outras angiospermas, o
meristema apical das Cactaceae possui uma camada de tunica, chamada zona 1, que da origem a
protoderme. O corpo do meristema ¢ composto por trés zonas adicionais: a zona 2, ou inicial; a
zona 3, ou periférica, responsavel pela formacao dos feixes vasculares do estelo, do cortex e das
estruturas foliares; e a zona 4, ou central, que origina a medula e os feixes medulares a partir de
por¢des de procambio. Essas zonas sdo conhecidas como zona central, zona periférica e zona
medular, de acordo com as descricdes de Foster (1939) para angiospermas. As aréolas das
Cactaceae podem variar morfologicamente dependendo da presenga ou auséncia de estruturas

derivadas. Em algumas espécies da subfamilia Cactoideae, por exemplo, observa-se a presenga
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apenas de espinhos e tricomas, demonstrando a diversidade dessas adaptacdes nas plantas da
familia (Arruda & Melo-de-Pinna, 2010).

O meristema areolar pode sofrer histodiferenciagdo, dando origem a brotos florais. O
modelo mais aceito para angiospermas sugere que, durante a transi¢do reprodutiva, os meristemas
vegetativos recebem sinais que induzem sua conversao em meristemas reprodutivos. Esses sinais
sdo frequentemente mediados por genes florigenos, como CONSTANS, FLOWERING LOCUS T e
FLOWERING LOCUS D (Corbesier & Coupland, 2006). A medida que os meristemas vegetativos
se tornam competentes para a producdo de estruturas reprodutivas, ocorre sua transformacido em
meristemas de inflorescéncia, permitindo o desenvolvimento de 6rgaos florais.

Uma pista para elucidar essa questdo pode estar na compreensdo da origem do ovario
inferior, para o qual duas hipdteses tém sido propostas. A primeira ¢ a hipdtese ¢ de uma origem
apendicular, que sugere que a parede externa do ovario se formou pela fusao das bases do calice,
corola, androceu e gineceu (Rosas-Reinhold et al., 2021). A segunda hipdtese ¢ a origem
receptacular, que propde que a parede externa do ovario possui uma natureza axial-vegetativa.
Embora ambas as hipoteses tenham sido discutidas para diferentes grupos de plantas, incluindo as
Cactaceae, a hipotese receptacular parece ser a mais adequada para explicar a formacao do ovario
inferior nessa familia (Mauseth, 2016). Nas Cactaceae, o tecido axial recobre o ovario inferior,
enquanto estames e tépalas estdo embutidos nessa estrutura, o que refor¢a o entendimento de que
a flor dos cactos ¢ frequentemente chamada de “broto de flor”, devido a sua origem vegetativa,
que se conecta a transformacgao do meristema areolar em um meristema reprodutivo. No entanto,

a ontogenia exata desse tecido ainda ¢ incerta (Rosas-Reinhold et al., 2021).

e. A Origem, Evolugdo e o Estabelecimento de Populagoes: o caso dos Pilosocereus Byles &
Rowley (Cactaceae)

A origem e as divergéncias dentro de Cactaceae tém sido elucidadas por meio da aplicacio
de relogios moleculares em reconstrugdes filogenéticas. Atualmente, a hipdtese mais aceita pela
comunidade cientifica propde que os cactos surgiram durante o Evento de Resfriamento Eoceno-
Oligoceno Tardio, ha aproximadamente 35 milhdes de anos (Hernandez-Hernandez et al., 2014).
No entanto, eventos geologicos ocorridos ao longo do Neodgeno (~23-2,6 Ma), como o

soerguimento dos Andes setentrionais e o surgimento do Istmo do Panamad, provocaram mudangas
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significativas na vegetagcao global. Esses fenomenos, juntamente com a queda nas temperaturas e
o aumento nos niveis de CO., impulsionaram a expansao de habitats aridos e semidridos em vérias
regides do mundo, incluindo a regido Nordeste do Brasil (Antonelli & Sanmartin, 2011; Arakaki
et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2014). Posteriormente, durante a transigdo entre o
Plioceno e o Pleistoceno (~2,8 Ma), muitos géneros de cactos, incluindo os Pilosocereus Byles &
Rowley, tiveram sua origem reportada e a expansdo em diferentes habitats xéricos do Novo
Mundo, sendo que, atualmente, a regido Nordeste do Brasil ¢ o maior centro de diversidade

filogenética de Pilosocereus (Figura 4) (Arakaki et al., 2011; Herndndez-Hernandez et al., 2014).
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Figura 4. Diversidade filogenética para espécies de Pilosocereus Byles & Rowley (Cactaceae). Fonte: Lavor et al.,

2020.

Recentemente, Lavor et al. (2019) propuseram a hipdtese de que Pilosocereus tenha se
originado na América Central (~2,8 Ma — Plioceno) e migrado para Caatinga, uma Floresta
Tropical Sazonalmente Seca localizada na regido Nordeste do Brasil. Essa migragdo ocorreu por

meio de eventos de especiagdo in situ, além de migragdes da Caatinga para microhabitats xer6fitos

36




Fundamentagdo Teorica

dentro de Savanas lenhosas (~1,5 Ma — Pleistoceno) e ecossistemas de Florestas Tropicais Umidas
(~1,5 Ma — Pleistoceno), como afloramentos rochosos no Cerrado e solos arenosos na Mata
Atlantica, respectivamente. O primeiro evento de migragao registrado ¢ oriundo da Caatinga (~2,0
Ma), que ¢ considerada a possivel area ancestral do clado Pilosocereus subg. Pilosocereus s.s.
(Cardoso & Queiroz, 2011; Lavor et al., 2019).

Durante o Quaternario, a Caatinga manteve uma estabilidade climdtica significativa,
atuando como area de origem para eventos de dispersdo para microhabitats xerofitos de regides
vizinhas, como o Cerrado. Na Mata Atlantica, também se observam ancestrais comuns que
conectam espécies que, atualmente, estdo distribuidas na Caatinga e Mata Atlantica (Figura 5)
(Lavor et al., 2019). Pelo fato de os cactos em geral serem sensiveis ao fogo, sua distribuicdo nao
seria esperada em areas de Cerrado devido a ocorréncia de incéndios naturais nesse ambiente.
Porém, Pilosocereus constitui uma excecao. Isso se deve ao fato de suas espécies estarem restritas
a afloramentos rochosos, locais onde o fogo ndo consegue penetrar, sendo essas espécies muito
abundantes no Planalto Central do Brasil (Taylor & Zappi, 2004). As migragdes de espécies do
Cerrado e da Caatinga em direcdo ao litoral brasileiro, especificamente para areas de Restingas da
Mata Atlantica, podem ter sido facilitadas pela formagao de uma planicie costeira chamada “Portal
de Torres”, que atuou como um corredor ecologico durante o Pleistoceno Médio (~0,4 Ma). Esse
corredor permitiu a expansdo de varias populagdes de cactos como, por exemplo, P. catingicola
subsp. salvadorensis, a espécie modelo deste estudo que, atualmente, apresenta populagcdes
distribuidas na Caatinga e na Mata Atlantica. Com a posterior expansdo das Florestas Umidas,
essas populagdes acabaram isoladas em refigios semelhantes a “ilhas” dentro da Mata Atlantica,
o que contribuiu para seu isolamento geografico (Silva et al., 2018).

Atualmente, a literatura registra a ocorréncia de P. catingicola subsp. salvadorensis desde
o Reconcavo Baiano até o norte do Ceara, com maior nimero de registros nos estados de Sergipe
e Alagoas, onde a espécie ocorre em areas de Caatinga, Mata Atlantica e Restinga (Figura 6) (Lavor
et al., 2020). A hipotese amplamente aceita até o momento sugere que as espécies de Pilosocereus
chegaram as regides de Restinga por meio de eventos de gargalo em miultiplos refagios,
especialmente entre grandes rios, seguidos por uma rapida expansdo populacional e geografica
(Menezes et al., 2016). Nesse cendrio, acredita-se que P. catingicola subsp. salvadorensis tenha
alcangado as areas de Restinga através da Costa Atlantica Seca, o que acrescenta uma camada de

complexidade ao entendimento de sua dinamica e adaptacdo nesses dois ambientes distintos
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(Menezes et al., 2016). Além disso, eventos como a queda do nivel do mar e os periodos de alta
umidade durante as glaciacdes podem ter desempenhado um papel importante na evolucio e

dispersdo das plantas xerofitas da Caatinga, que provavelmente chegaram a essas areas costeiras

por meio dessa rota do Atlantico (Menezes et al, 2016).
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Resumo - Aspectos quimicos dos frutos de cactos, como investigagdes que buscam avaliar os
efeitos da sazonalidade e o habitat de ocorréncia em diferentes populagdes de uma mesma espécie,
sob o perfil de metabdlitos, ainda sdo pouco exploradas, mas sdo promissoras. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi verificar as variagdes no metabolismo da polpa funicular dos frutos de
Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi
proporcionadas pela sazonalidade e pelo ecossistema de ocorréncia de suas populacdes. Frutos
maduros foram coletados durante as estagdes chuvosa (junho) e seca (dezembro) de 2023 nos
municipios de Nossa Senhora da Gloria (Caatinga) e Aracaju (Restinga), no estado de Sergipe,
Brasil. As amostras foram extraidas utilizando cloroférmio:metanol:dgua para separar as fases
polar e ndo polar, seguidas de derivatizagdo e analise por Cromatografia a gas acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-EI MS Agilent Technologies) com uma coluna capilar HP-5MS.
Os metabolitos foram anotados por meio do fluxo de trabalho GC Library Search/Molecular
Network na plataforma GNPS, e submetidos a andlises quimiométricas no MetaboAnalyst. Foi
possivel anotar 135 metabolitos distribuidos em 19 subclasses quimicas. Além disso, nossos
resultados demonstraram que as condi¢des ambientais influenciam diretamente no metabolismo
da polpa funicular dos frutos, com diferengas associadas a sazonalidade e ao ecossistema de
ocorréncia. Essas variacdes refletem as respostas adaptativas das populagdes as condig¢des

ambientais enfrentadas em seus respectivos habitats de ocorréncia.

Palavras-chave: Metabolomica ndo alvo - Polpa funicular - GC-MS - Caatinga - Restinga.
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Introduciao

Os cactos presentes em ecossistemas aridos e semiaridos desempenham um papel crucial
nas redes de frugivoria, fornecendo uma variedade de frutos com polpa mucilaginosa, disponiveis
como recurso alimentar nas estagdes seca e chuvosa (Vazquez-Castillo et al., 2019; Paixao et al.,
2023). Esses frutos sdao consumidos por diversos animais frugivoros presentes nos diferentes
habitats de ocorréncia dessas espécies, os quais exercem um importante papel na dispersdo das
sementes (Gomes et al., 2017; Santos et al., 2019). Atualmente, os estudos realizados com esse
grupo estdo, em grande parte, focados na compreensdo da dindmica populacional, interagdes
planta-animal, crescimento e sucesso reprodutivo (Gomes et al., 2019; Paixdo et al., 2023;
Fernandez-Muiiiz et al., 2024; Meiado & Leal, 2024). No entanto, aspectos quimicos dos frutos
em cactos, como investigacdes que buscam avaliar os efeitos da sazonalidade e o habitat de
ocorréncia em diferentes populacdes de uma espécie sob o perfil de metabodlitos ainda sdo
promissoras e pouco exploradas (Santos-Diaz & Camarena-Rangel, 2019).

A regido Nordeste do Brasil ¢ caracterizada por ser um dos centros de diversidade de
Cactaceae da América do Sul e Central (Ortega-Baes & Godinez-Alvarez, 2006). Dentro dessa
diversidade, encontra Pilosocereus Byles & Rowley que tive sua origem no final do Plioceno (~2.7
Ma) e esta distribuido nos diferentes ecossistemas do Nordeste no Brasil (Lavor et al. 2019).
Algumas espécies como, por exemplo, Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi romperam as barreiras geograficas e ecologicas e emergiram suas
populacdes em diferentes ecossistemas (Menezes et al., 2016). Atualmente, a hipdtese aceita ¢ que
eventos de gargalos em refugios multiplos, principalmente entre rios principais, seguidos de
expansdo populacional e geografica, fizeram com que a espécie, inicialmente distribuida na
Caatinga, alcangasse as regides de Restinga através da Costa Atlantica Seca (Menezes et al., 2016).

O sucesso reprodutivo dessa espécie € garantido, em partes, pelo seu padrdo de interagdes
planta-animal e pelo sucesso durante o processo germinativo. Ao atingir a maturagdo, os frutos
mucilaginosos se abrem e a polpa funicular de coloragdo magenta fica exposta, servindo de atracao
visual para animais frugivoros, como aves, lagartos e mamiferos que consomem a polpa junto com
as sementes e, consequentemente, as dispersam para longe da planta parental (Moraes et al., 2014;
Gomes et al., 2017; Silva et al., 2020; Pereira et al., 2021). Assim que sdo dispersas no ambiente,
as sementes passam naturalmente por eventos de hidratagdo descontinua o que lhe conferem o

aumento no numero de sementes germinadas e aquisicdo de tolerancia ao déficit hidrico, o que
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garante o sucesso durante o processo germinativo e o estabelecimento inicial das plantulas (Lima
& Meiado, 2017; 2023). No entanto, algumas lacunas permanecem em aberto, em relacdo a
composi¢ao quimica desses frutos e as variagdes na concentragdo desses metabolitos majoritarios
frente as variacdes das condi¢cdes ambientais proporcionados pelos diferentes ecossistemas onde
essa espécie distribui suas populagdes.

O metabolismo central dos frutos ¢ composto por agucares, polidis, adcidos organicos,
aminoacidos e acidos graxos que podem atuar como moléculas de sinalizagdo e osmoprotecao
contra os estresses causados pelo calor e seca. As variagdes nas concentracdes desses metabolitos
estdo correlacionadas com as variagdes nas condi¢cdes ambientais (Renth et al., 2016; Rauina et
al., 2020). Além disso, os metabolitos primarios atuam como percursores dos metabolitos
secundarios, como os polifendis, oriundos das vias do chiquimato e do malonato, estando
envolvidos na protecdo contra excesso de luz ultravioleta e sequestro de radicais livres (Ayenew
et al., 2015; Pott et al., 2019). Portanto, neste trabalho, nos realizamos o perfil de metabolitos da
polpa funicular mucilaginosa dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis utilizando a técnica
de metabolomica ndo-alvo via Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas. Além
disso, nos também comparamos o perfil de metabodlitos desses frutos, coletados em areas de
Caatinga e Restinga, durante a estacdo seca e chuvosa, a fim de responder os seguintes
questionamentos: (i) hd variacdo na concentragdo dos metabdlitos majoritarios presentes nas
polpas funiculares dos frutos coletados nas diferentes populacdes? (ii) essa variacdo também ¢
observada entre os frutos coletados nas diferentes estagdes? Para isso, nds propusemos as seguintes
hipoteses: (1) existe diferenca nas variacdes das concentracdes dos metabolitos nas duas diferentes
populagdes, inseridas nos diferentes ecossistemas, e (ii) a sazonalidade também afeta a
concentragdo desses metabolitos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar as variagdes no
metabolismo da polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis proporcionadas

pela sazonalidade e pelo ecossistema de ocorréncia de suas populagdes.

Material e Métodos
Coleta de frutos

Os frutos maduros de P catingicola subsp. salvadorensis foram coletados em dois
ecossistemas diferentes localizados na regido Nordeste do Brasil, durante os periodos de alta e

baixa precipitagcdo no ano de 2023. Os frutos foram coletados no municipio de Nossa Senhora da
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Gléria, localizado na regido do Alto Sertdo do Estado de Sergipe, que esta inserido na Caatinga,
um ecossistema pertencente a Floresta Tropical Sazonalmente Seca. O segundo local de coleta foi
na Praia de Aruana, no municipio de Aracaju, Sergipe, um ambiente que pertence as Restingas da
Costa Atlantica, que sao Florestas Costeiras Arenosas unicas localizadas na Costa Leste do Brasil.
As coletas foram realizadas em junho de 2023, o periodo de maior precipitacdo para ambos os
ecossistemas, variando de 200,6 mm para a Restinga e temperatura média de 23 °C e 85,6 mm
para a Caatinga com temperatura de 22,3 °C, e em dezembro com precipitacdes de 34,6 mm para
a Restinga com temperatura de 27 °C e 6,8 mm para a Caatinga, com 27,2 °C (Figuras 1 e 2)

(INMET, 2024).

Andlises por GC-MS

As analises foram conduzidas seguindo a metodologia proposta por Roessner et al. (2001),
com adaptacgdes realizadas por Sala-Carvalho et al. (2023). Inicialmente, a polpa funicular dos
frutos foi congelada e triturada em nitrogénio liquido para separar a polpa das sementes. Em
seguida, foi realizada a extracdo a partir de 20 mg do material moido em 500 pL de
cloroférmio:metanol:dgua (12:5:1). Durante a extragdo, foram adicionados 60 pL de adonitol (0,2
mg mL") e 10 pL de 4acido tridecanoico (0,2 mg mL™") como padrdes internos. As amostras foram
incubadas por 60 minutos a 65 °C, seguidas de agitacdo e centrifugagao por 5 minutos a 11.000 g.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e transferido para novos microtubos, sendo
adicionados 350 pL de agua ultrapura. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 5
minutos a 2.200 g, separando as fases polares e ndo polares.

A fase polar foi derivatizada usando 28 pL de cloridrato de metoxiamina (37 °C por 2
horas) e 48 uL de MSTFA (N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida) (37 °C por 30 minutos).
As amostras foram analisadas utilizando um sistema de Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS Agilent Technologies), equipado com uma coluna capilar HP5-
MS (Agilent, 30 m x 250 um x 0,25 pm). O volume de inje¢do foi de 1 pL., com hélio como fase
movel (a 1,0 mL min™"). A temperatura foi programada para ser isotérmica a 70 °C por 5 minutos,
seguida de um aumento de 5°C min" até 320 °C, com um tempo total de execu¢do de 55 minutos.
As temperaturas do injetor, da fonte de ions e do quadrupolo foram de 230 °C, 200 °C e 150 °C,

respectivamente. Além disso, as amostras foram ionizadas por impacto eletronico a 70 eV, e o
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espectrometro de massas operou no modo de aquisi¢do de varredura completa, variando de 50 a
600 m/z, com uma taxa de varredura de 2,66 ciclos de varredura por segundo.

A fase ndo polar foi derivatizada com 25 pL de piridina e 25 pL de BSTFA (N, O-bis-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) por 1 hora a 70 °C. O volume de injecao foi de 1 pL, utilizando
hélio como fase movel (1,0 mL min™") no sistema de GC-MS equipado com uma coluna capilar
HP5-MS (Agilent, comprimento de 30 m x 250 pm x 0,25 um). A temperatura inicial da coluna
foi ajustada para 100 °C por 5 minutos e, em seguida, aumentada a uma taxa de 5 °C min™" até
uma temperatura final de 320 °C. A temperatura de injecao foi de 300 °C; a temperatura da fonte
de ions de 230 °C; e a temperatura do quadrupolo de 150 °C. Além disso, a ionizagdo por impacto
eletronico foi de 70 eV, operando no modo de aquisi¢ao de varredura completa, variando de 50 a

600 m/z, com uma taxa de varredura de 2,66 ciclos de varredura por segundo.

Processamento de dados GC-MS

Os cromatogramas das fases polar (Figura S1) e ndo polar (Figura S2) foram analisados
separadamente. O processamento de dados dos espectros de massas para cada conjunto
[deconvolugdo, alinhamento de picos e célculo do indice de retencdo linear (IRL) utilizando o
padrdo de alcanos (Cga Cao), juntamente com a anotacdo e desreplicacdo de compostos] foram
realizados usando o fluxo de trabalho GC Library Search/Molecular Network no GNPS
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) (Wang et al., 2016). Isso gerou uma
tabela de “features” contendo a area do pico, o ion molecular (m/z), o tempo de reten¢do (TR) e a
anota¢ao putativa para cada composto. Um escore minimo de cosseno de 0,65 e uma janela de IRL
de 10 foram aplicados para anotar os compostos.

As anotagdes de metabolitos foram realizadas seguindo as diretrizes da Metabolomics
Standards Initiative (MSI) (Valli et al., 2019), usando os critérios de Nivel 2, ou seja, anotagao
apoiada por um banco de dados espectral. Portanto, o IRL dos compostos anotados foi comparado
com trés bancos de dados: Golm Metabolome Database (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de),
MassBank Europe (https://massbank.eu/MassBank/) e o National Institute of Standards and
Technology (https://webbook.nist.gov). Além disso, algumas anotagdes foram confirmadas por
uma biblioteca interna de tempos de retencao e espectros de massa de padrdes comerciais, sendo
o critério de Nivel 1. Devido ao fato das amostras da estagdo chuvosa e seca terem sido analisadas

em momentos diferentes, visando manter a integridade dos metabolitos das amostras, nds
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comparamos os espectros de massas dos metabolitos anotados para os dois momentos de analises,
principalmente no caso de diferengas nos tempos de retencdo. Esse procedimento possibilitou uma

anotacdo e comparagdo dos perfis metabdlicos das amostras com maior poder de confiabilidade.

Anadlises Metabolomicas

Uma matriz de dados foi construida utilizando o Microsoft Excel®, abrangendo as
intensidades de area de pico, ‘features” e metadados das amostras, estabelecendo a base para
andlises estatisticas subsequentes. Seguindo a metodologia descrita por Shah et al. (2023), as
variacdes bioldgicas nas amostras de plantas foram avaliadas. Um passo fundamental nesse
processo envolveu o refinamento dos dados, onde caracteristicas que apresentam uma razao de
abundéancia Branco/Amostra superior a 1:3 foram sinalizadas como contaminantes putativos e,
posteriormente, removidas. Outro passo envolveu a imputagdo de valores, substituindo zeros
através de uma andlise da frequéncia de distribui¢do da abundancia a partir da tabela de
quantifica¢do das caracteristicas e seguindo a estratégia de imputagdo conhecida como Abaixo do
Limite de Detecgao.

A tabela de quantificacdo de caracteristicas foi filtrada e normalizada (.csv) e carregada no
site do MetaboAnalyst versao 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (Pang et al., 2024) para realizar
andlises multivariadas utilizando o pacote MetaboAnalystR. A base de dados foi transformada em
raiz cubica e escalonada pelo método de Pareto para a Andlise Discriminante por Minimos
Quadrados Parciais (PLS-DA) (Szymanska et al., 2011). Para a andlise de metabdlitos diferenciais,
a selecdo de metabolitos significativamente diferentes foi baseada nos escores de importancia da
variavel na projecao (VIP) obtidos a partir do modelo PLS-DA (VIP > 1) (Szymanska et al., 2011).
No entanto, como a andlise PLS-DA ¢ uma técnica discriminante suscetivel a overfitting, a
robustez e o desempenho do modelo foram avaliados por meio de validagdo cruzada e testes de
permutacdo. Por fim, foi realizada uma analise de vias metabolicas utilizando o MetPA (Analise
de Vias Metabdlicas), uma funcionalidade integrada no conjunto de ferramentas do
MetaboAnalystR, aproveitando as vias metabdlicas estabelecidas no Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) (https://www.genome.jp/kegg/) para [Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(Brassicaceae)] como o principal recurso para elucidacdo de vias em plantas derivadas. As
representacdes graficas foram geradas nos Softwares MetaboAnalyst 6.0 e R Studio (R Core Team,

2024).
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Resultados
Metabdlitos polares detectados via GC-MS

A polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis coletados em diferentes
populacdes durante as estacdes seca e chuvosa analisada por GC-MS, permitiu a detec¢ao e
anotacao de 80 metabolitos na fase polar (Tabelas S1 e S2). Esses metabdlitos pertencem as classes
de acidos organicos, aminoacidos, compostos nitrogenados, feniletanoides, nucleosideos, entre os
derivados de agucar, acidos de agucares, fosfatos de acucares, alcoois de agucares (polidis), mono,
di e trissacarideos, e outros metabolitos.

Os resultados para essa analise de PLS-DA permitiram identificar diferencgas significativas
no perfil de metabdlitos da polpa funicular dos frutos (Figura 3a), evidenciadas pelos fatores da
estagdo e populagdo. A validagio cruzada apresentou um coeficiente de determinagio (R?) de 0,55,
demonstrando que o modelo conseguiu capturar de forma efetiva a variabilidade observada nos
dados. Além disso, o coeficiente de predigdo cruzada (Q?) foi de 0,4, indicando uma boa precisdo
preditiva (Figura S3a). O teste de permutagdo revelou um valor de p empirico de 5% (0/2000),
confirmando que a separacao gerada pelo modelo PLS-DA nao ocorreu ao acaso (Figura S3b). Os
valores dos VIPs foram considerados elementos essenciais nessa diferenciacdo, permitindo
identificar os metabolitos que contribuiram de forma crucial para a classificagdo e discriminagao
das amostras (VIP > 1) (Figura 3b).

As diferengas aqui observadas estdo diretamente relacionadas a sazonalidade, permitindo
variagdes intraespecificas entre as populagdes. Durante a estagdo chuvosa, o metabolismo de
carboidratos destacou-se como o mais regulado nas comparagdes entre as populacdes, com énfase
nas vias de biossintese de galactose, amido e sacarose, no ciclo do acido tricarboxilico (TCA), bem
como nos agucares amino e nucleosideos. Além disso, o metabolismo de aminoécidos e
glicerolipideos também se evidenciaram entre as amostras comparadas (Figura 4a).

Durante a estagdo seca, observou-se um impacto reduzido nas vias metabolicas destacadas
anteriormente (Figura 4b). Os metabolitos associados a via da galactose, ndo apresentaram
diferengas significativas nas concentragdes entre os frutos coletados nas populacdes da Caatinga e
da Restinga. Nas vias metabdlicas de glicerolipideos, ciclo do TCA e metabolismo de amido e
sacarose também ndo foram observadas alteragdes significativas nas concentragdes dos

metabolitos majoritarios detectados. Portanto, o impacto no metabolismo da polpa funicular dos
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frutos esta diretamente associado a sazonalidade, sendo a variagdo intraespecifica atribuida as

diferengas nas condi¢des ambientais as quais essas populagdes estdo expostas.

Metabdlitos ndo polares detectados via GC-MS

Na fase ndo polar, foram anotados 45 metabolitos (Tabelas S3 e S4), distribuidos entre as
seguintes classes quimicas: alcanos, 4acidos organicos, acidos graxos e seus derivados,
dissacarideos, flavonoides, fitoesterdis, polidis, polissacarideos, terpenos e outros compostos.

Os resultados para andlise de PLS-DA permitiu identificar diferengas significativas nos
perfis dos metabdlitos da polpa dos frutos entre os grupos comparados (Figura 5a), evidenciadas
pelos fatores da estagdo e populagdo. A validagdo cruzada apresentou um R? de 0,52, demonstrando
que o modelo conseguiu capturar de forma efetiva a variabilidade observada nos dados. No
entanto, O° foi de 0,22, indicando uma baixa precisdo preditiva, sendo influenciado pela
variabilidade entre as repeticdes e pelo baixo nimero de metabdlitos que auxiliaram nas
diferenciagdes entre os grupos (Figura S3c). Os resultados para o teste de permutagdo revelaram
um valor de p empirico de 5% (0/2000), confirmando que a separa¢do gerada pelo modelo PLS-
DA ndo ocorreu ao acaso (Figura S3d). Visto que o nosso modelo de PLS-DA, criado para analisar
o perfil de metabolitos na fase ndo polar, evidenciou uma discriminagdo significativa e confidvel,
mesmo com o baixo numero de metabodlitos que apresentaram VIP > 1 (Figura 5b).

Durante a estagdo chuvosa, observou-se um impacto significativo nas vias metabolicas
relacionadas a biossintese de cutina, suberina e ceras, além do metabolismo do acido linoleico e
dos 4acidos graxos (Figura 6a). Em contraste, na estagdo seca, o impacto nessas vias foi reduzido.
Nesse periodo, destacaram-se compostos tipicamente encontrados na fase polar, associados ao
metabolismo da galactose e ao metabolismo de amido e sacarose, que se mostraram os principais

influenciadores das vias metabdlicas analisadas (Figura 6b).

Discussao

Na polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis, foi possivel identificar
a presenca de diversos acucares em altas concentragdes, principalmente glicose e frutose. Durante
a fase inicial do desenvolvimento dos frutos, os aglicares sdo predominantemente transportados
para as células via simplasto, um processo facilitado pela presenca de plasmodesmos e conexdes

celulares (Zang & Turgeon, 2018). Nesse periodo, pequenas quantidades de sacarose sdo
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descarregadas no apoplasto e subsequentemente transportadas para o interior das células através
da acdo de transportadores de hexoses e invertases, que hidrolisam a sacarose em glicose e frutose
(Julius et al., 2017). Dentro das células, a sacarose também pode ser metabolizada por sacarose
sintases (SuSy), que catalisam sua conversdo em UDP-glicose e frutose. Esse processo ¢ crucial
para a sintese de polimeros de carboidratos, como amido, pectinas ou celulose e para a geragdo de
energia. Esses metabolitos sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento dos frutos,
além de contribuirem para a produgdo de compostos envolvidos na maturagdo e na dispersdo de
sementes (Braun et al., 2014).

Durante o processo de maturacdo dos frutos, ocorre uma série de mudangas metabolicas
significativas. O amido acumulado durante as fases anteriores do desenvolvimento comega a ser
degradado por enzimas amiloliticas, como a o e -amilase, gerando maltose, trealose e glicose
(Futon et al., 2008; Xiao et al., 2017). Esses agtcares tornam-se a principal fonte de carbono e
energia para o metabolismo celular, corroborando com os nossos resultados aqui encontrados, visto
que observamos na fase polar uma maior concentragdo e atividade do metabolismo de
carboidratos. Ao mesmo tempo, as células dos frutos intensificam a expressdo de proteinas e
enzimas envolvidas no ciclo do TCA (Vallarino & Osorio, 2019). Esse ciclo ¢ essencial para a
respiragdo celular, convertendo os produtos da degradacdo do amido em energia na forma de ATP,
além de produzir intermediarios metabdlicos necessarios para a biossintese de compostos
secundarios e precursores aromaticos (Zang & Fernie, 2018). E durante essa etapa que se observa
um aumento nas concentragdes de acidos organicos, como acido malico e 4cido citrico, que sdo
intermediarios no ciclo do TCA (Walker & Famiani, 2018), também observado em nossos
resultados. Esses compostos desempenham papel duplo: contribuem para a manutencdo da
respiragdo celular e influenciam as caracteristicas organolépticas dos frutos, como sabor e acidez
(Biais et al., 2014).

O glicerol e o glicerato, ambos estdo associados ao metabolismo de glicerolipideos,
desempenhando papéis interconectados nos frutos maduros, refletindo a complexidade das vias
metabolicas envolvidas. Isso ocorre porque durante a hidrolise de triacilglicerdis catalisada por
lipases, ocorre a liberacdo de acidos graxos livres e glicerol, que pode atuar como precursor para
varias vias metabdlicas (Xiu & Shanklin, 2016). O glicerol ¢ fosforilado pelo glicerol quinase,
formando glicerol-3-fosfato, que ¢ posteriormente oxidado pela glicerol-3-fosfato desidrogenase,

gerando diidroxiacetona fosfato (DHAP) (Xiu & Shanklin, 2016). Esse intermediario conecta
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diretamente o glicerol a via glicolitica e, indiretamente, ao ciclo do TCA, fornecendo energia e
precursores para outras biossinteses. Por outro lado, o glicerato pode surgir como intermediario
em processos metabolicos relacionados, como a oxidagdo do glicerol ou no metabolismo de
compostos derivados de carboidratos (Igamberdiev & Kleczkowski, 2018). A presenca simultanea
de glicerol e glicerato nos frutos sugere uma regulagdo dindmica no metabolismo de
glicerolipideos, equilibrando a utilizag@o de lipideos armazenados para energia, respiracdo celular
e formacdo de novos compostos bioquimicos essenciais para a maturagdo e dispersdo dos frutos
(Carrari & Fernie, 2006), sendo possivel observar a presenca desses compostos na polpa funicular
dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis.

Este trabalho ¢ o segundo a reportar metabolitos relacionados ao metabolismo de acidos
graxos, incluindo acido estearico (Cis.o), acido cis-oleico (Cls.1;9), acido trans-oleico (Cis:1.9),
acido linoleico (Cis:2), acido palmitico (Cis:0) € acido araquidico (Cao0) em frutos de cactos. O
primeiro relato desses compostos em frutos de Cactaceae foi realizado em Opuntia ficus-indica
(L.) Mill. (Andreu-Coll et al., 2019). O metabolismo dos 4cidos graxos desempenha papéis
fisioldgicos fundamentais nas células, atuando tanto na geracao de energia quanto na formacgao de
estruturas relacionados a membrana celular. Esses metabolitos sdo compostos por uma cadeia de
hidrocarbonetos e um grupo carboxilico, que geralmente se liga ao glicerol, formando
acilglicerideos (mono-, di- ou triglicerideos). Além disso, os 4acidos graxos podem ser classificados
como saturados ou insaturados, dependendo das caracteristicas da cadeia de hidrocarbonetos
(Mornar et al., 2014). Outros lipideos detectados na polpa funicular dos frutos de P. catingicola
subsp. salvadorensis foram os esterdides. Esteroides sao lipideos anfipaticos produzidos a partir
da acetil-coenzima A e estdo presentes nas membranas das células vegetais (Bradford & Awad,
2007). O unico registro de esteroides em cactos foi em O. ficus-indica, onde foram identificados
B-sitosterol e B-campesterol em cladodios (Pragasam et al., 2013; Boz, 2015).

Nossos resultados mostram que os metabdlitos presentes na fase polar e ndo polar da polpa
funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis coletados durante a estacdo chuvosa
apresentaram concentragdes significativamente maiores na populagao da Caatinga em comparagao
com os frutos da Restinga. Essa diferen¢a pode ser atribuida as condigdes climéaticas contrastantes
entre os dois ecossistemas, sendo que a Restinga registrou maior indice de precipitagdo em relacao
a Caatinga no mesmo periodo. Por outro lado, durante a estagdo seca, foi observada uma

estabilidade nas concentragcdes dos metabolitos detectados, sem diferencas significativas entre as
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populacdes de ambos os ecossistemas. Esse padrdo reflete as condigdes climaticas semelhantes,
particularmente em relacdo a precipitagdo e temperatura, registradas para os dois ambientes nesse
periodo.

Essas variagdes nas concentracdes dos metabolitos refletem expressdes fenotipicas das
diferentes populacdes, resultado da combinagdo de caracteristicas funcionais especificas de cada
espécie. Esse ajuste permite a modulacdo do metabolismo para assegurar fungdes bioquimicas e
fisiologicas otimizadas, mantendo um estado homeostatico frente a disponibilidade de recursos no
ambiente (Gargallo-Garriga et al., 2020; Pang et al., 2021). Além desse ajuste metabolico, cada
espécie ou populacdo dentro de uma mesma espécie apresenta um grau de plasticidade fenotipica,
essencial para lidar com mudancas ambientais, como as variagcdes sazonais no clima (Pefiuelas et
al., 2018). Como genotipos singulares, moldados pelo processo evolutivo para sobreviver em
condi¢des ambientais especificas, as espécies exibem combinacdes exclusivas de estratégias para
utilizagdo eficiente de recursos. Esse comportamento ¢ regulado por multiplas vias metabdlicas
que operam em diferentes niveis, otimizando o uso de nutrientes, luz e agua, promovendo uma
aclimatagdo eficiente as condi¢des ambientais dinamicas, garantindo os mecanismos de defesa
contra os fatores de estresses ambientais (Pefiuelas et al., 2018).

Nesse sentido, as variagdes aqui observadas, na sintese e degradagdo de metabolitos
desempenham um papel fundamental no ajuste do metabolismo das plantas as adversidades
ambientais (Sardans et al., 2020). Espécies com populagdes distribuidas em ecossistemas
semiaridos, como a Caatinga, que enfrentam historicamente eventos climaticos de secas devido as
condi¢des de baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas que caracterizam o ecossitema.
Nessas condicdes, ¢ esperado um aumento significativo nos metabdlitos relacionados ao
metabolismo de carboidratos, especialmente durante periodos de seca mais intensa, acompanhado
por aumentos nas concentracdes de acidos organicos derivados do metabolismo do ciclo do TCA
(Feng & Fu, 2013; Ullah et al., 2017; Llanes et al., 2018). Esse comportamento ocorre como
resposta ao déficit hidrico, quando diversas plantas ativam vias metabolicas da glicose para
produzir compostos como xilulose, xilose, inositol e varios polidis (Bianco et al., 2000). Os polidis
por sua vez, desempenham papéis cruciais como osmoprotetores €, em alguns casos, como 0
manitol, atuam como protetores enzimaticos, preservando enzimas reguladas por tiol contra a
inativacdo causada pelas espécies reativas de oxigénio (Shen et al., 1997), o qual é observado em

nossos resultados a sua presenga durante os frutos coletados na estacdo seca, independente da
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populacao estudada. Esse mecanismo ¢ especialmente importante para combater o aumento do
radical hidroxila, que se torna mais abundante durante o estresse oxidativo induzido pela seca
(Chaves et al., 2003).

Além disso, durante a estagdo seca, foi detectada na polpa funicular dos frutos de P.
catingicola subsp. salvadorensis a presen¢a de monoacilglicerdis saturados derivados dos acidos
palmitico e estearico, como 1 e 2-monopalmitina e 1 e 2-monoestearina. Sob condi¢des de déficit
hidrico, ocorre um aumento na saturagcdo dos acidos graxos da membrana plasmatica, resultando
em maior rigidez da membrana (Lopez-Perez et al., 2009). Os &cidos graxos saturados
desempenham um papel essencial na modulagdo da fluidez da membrana em resposta a condi¢des
ambientais adversas, enquanto o aumento nas quantidades desses acidos graxos, como o acido
palmitico, esta relacionado tanto 8 manuten¢ao da fluidez da membrana quanto a sintese de lipidios
complexos, funcionando como uma estratégia adaptativa frente ao estresse causado pela seca

(Ullah et al., 2022).

Conclusao

Com os resultados do presente estudo € possivel concluir que as condi¢cdes ambientais
influenciam diretamente o metabolismo da polpa funicular dos frutos de P. catingicola subsp.
salvadorensis em diferentes ecossistemas. As variacdes aqui observadas estdo relacionadas a
sazonalidade, resultando em diferencas entre as populacdes de uma mesma espécie. Durante a
estacdo chuvosa, o metabolismo de carboidratos ¢ ajustado, com destaque para as vias de
biossintese de galactose, amido e sacarose, o ciclo do TCA e os actcares amino e nucleosideos.
Também se evidenciaram alteragdes no metabolismo de aminoécidos e glicerolipideos, além de
um impacto significativo nas vias relacionadas a biossintese de cutina, suberina e ceras, bem como
no metabolismo do acido linoleico e dos dcidos graxos. Em contraste, na estacao seca, o impacto
nessas vias foi reduzido, com predominancia de compostos da fase ndo polar associados a presenca
de monoacilglicerdis. Assim, o metabolismo da polpa funicular dos frutos da espécie estudada esta
diretamente associado a sazonalidade em que foram produzidos, com a variacdo intraespecifica
refletindo as diferengas nas condi¢des ambientais enfrentadas pelas diferentes populacdes, o que

corrobora as hipdteses apresentadas neste estudo.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Mapa de precipitagdo (mm) para o Estado de Sergipe, Brasil, nos meses de junho e
dezembro do ano 2023. Os frutos de [Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] foram coletados nos municipios de Nossa Senhora
da Gléria, um ambiente de Caatinga, e no municipio de Aracaju, um ambiente de Restinga. Mapa
elaborado no software QGIS a partir da interpolacio de dados de precipitacdo das bases
meteoroldgicas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMT) (QGIS Development Team 2024;
INMT, 2024).

Figura 2. Mapa de temperatura média para o Estado de Sergipe, Brasil, nos meses de junho e
dezembro do ano 2023. Os frutos de [Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] foram coletados nos municipios de Nossa Senhora
da Gléria, um ambiente de Caatinga, e no municipio de Aracaju, um ambiente de Restinga. Mapa
elaborado no software QGIS a partir da interpolacdo de dados de temperatura média das bases
meteoroldgicas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMT) (QGIS Development Team 2024;
INMT, 2024).

Figura 3. Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) da fase polar dos
metabolitos presentes na polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles &
Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)], coletados no ecossistema da
Caatinga durante as estagdes chuvosa (CC) e seca (CS) e na Restinga durante as estagdes chuvosa
(RC) e seca (RS) (a). (b) Resultados para a Importancia das Variaveis na Projecao (VIP > 1), dados
expressos em mg/g de material vegetal escalonados em logio.

Figura 4. Vias metabdlicas (MetPA) mapeadas a partir dos metabolitos diferenciais detectados na
fase polar da polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley
subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] coletados nos ecossistemas de Caatinga e
Restinga durante a estagdo chuvosa (a) e seca (b). O eixo Y (-log (p)) representa o valor de p da
analise de enriquecimento de vias metabolicas (cores mais escuras indicam o nivel de significancia
do enriquecimento), enquanto o eixo X denota o fator de impacto da andlise topologica (circulos
maiores indicam maior impacto).

Figura 5. Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) da fase nao polar
dos metabolitos presentes na polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles

& Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)], coletados no ecossistema da
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Caatinga durante as estagdes chuvosa (CC) e seca (CS) e na Restinga durante as estagdes chuvosa
(RC) e seca (RS) (a). (b) Resultados para a Importancia das Variaveis na Projecao (VIP > 1), dados
expressos em mg/g de material vegetal escalonados em logio.

Figura 6. Vias metabdlicas (MetPA) mapeadas a partir dos metabolitos diferenciais detectados na
fase ndo polar da polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley
subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] coletados nos ecossistemas de Caatinga e
Restinga durante a estagdo chuvosa (a) e seca (b). O eixo Y (-log (p)) representa o valor de p da
analise de enriquecimento de vias metabolicas (cores mais escuras indicam o nivel de significancia
do enriquecimento), enquanto o eixo X denota o fator de impacto da andlise topologica (circulos

maiores indicam maior impacto).
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.
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Apéndice S1, Figura S1. Cromatogramas da fase polar gerados a partir de Cromatografia a Gés
acoplada a Espectrometria de Massas da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a

estacdo chuvosa (a) e seca (b) nas populagdes que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e

Restinga.
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Apéndice S1, Figura S2. Cromatogramas da fase ndo polar gerados a partir de Cromatografia a
Gas acoplada a Espectrometria de Massas da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a

estacdo chuvosa (a) e seca (b) nas populagdes que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e

Restinga.
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Apéndice S1, Figura S2. Valida¢des do modelo PLS-DA para a selegdo de metabolitos com base
nos escores de Importancia da Variavel na Projecao (VIP). (a) Grafico de validagdo LOOCYV para
fase polar e (¢) para ndo polar. (b) Grafico de validagao por permutagdo do PLS-DA avaliado pela
distancia de separacdo entre os grupos (nimero de permutagdes = 2000) para fase polar e (d) para

fase ndo polar.
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Apéndice S2, Tabela S1. Metabdlitos detectados via GC-MS na fase polar da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a estagdo chuvosa nas populagdes que

ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto Cosseno IRL IRL IRL IRL Nivel
(Nist) (GMD) (MassBank)
1 9,42 Aminoacidos Alanina 0,87 1110,5 1095,3 1087,4 1108,0 2
2 14,67 Aminoéacidos Leucina 0,88 1279,3 1279,3 1264.,4 1280,0 1
3 15,23 Aminoacidos Prolina 0,96 1298,5 1293,8 1295,8 1294,1 1
4 17,27 Aminoacidos Serina 0,85 1377,7 1380,0 1345,0 1379,4 2
5 21,36 Aminoacidos Acido y-aminobutirico 0,90 1541,9 1541,0 - 1543,0 1
6 9,36 Acidos Organicos Acido 2- 0,75 1108,7  1099,0 - - 2
hidroxiisobutirico
7 10,50 Acidos Organicos Acido oxalico 0,87 11434 1145,0 - - 2
8 10,76 Acidos Organicos Acido 3- - 1151,3 1150,0 1148,3 - 2
hidroxiisobutirico®
9 12,68 Acidos Organicos Acido metilmalénico 0,86 1211,0 1225,0 1207,6 1207,6 2
10 15,54 Acidos Organicos Acido Maleico - 13104 13140 1300,7 1309,0 2
11 15,78 Acidos Organicos Acido succinico 0,94 1319,7 1321,0 1311,0 1317,0 2
12 16,70 Acidos Organicos Acido fumarico 0,87 1355,5 1358,0 1347,0 1349,0 2
13 17,04 Acidos Organicos Acido pipecolico 0,76 1368,7 1366,4 1364,6 1363,3 2
14 17,44 Acidos Organicos Acido metilmaleico® - 1384,0  1386,2 1345,1 - 2
15 20,11 Acidos Organicos Acido citramalico 0,80 1489,8 1487,0 1464,4 1486,0 2
16 20,60 Acidos Organicos Acido malico 0,96 1509,9 - 1479,3 1498,0 1
17 21,14 Acidos Organicos Acido piroglutdmico 0,95 1532,7 1529,0 1521,7 1535,0 2
18 27,18 Acidos de Agticar Acido ribonico® - 1804,0 1799,0 - - 2
19 28,15 Acidos Organicos Acido citrico 0,91 1851,8 1853,0 - 1853,9 2
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20
21
22
23
31
32
33
34
35

36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49

28,83
29,05
33,83
33,33
16,48
22,13
23,42
23,92

29,55

29,76
31,90
35,61
13,65
14,42
42,53
42,60
42,79
44,08
4427
46,20
46,63

32,48
39,18

Acidos Organicos
Acidos Organicos
Fenois
Aminoagucares
Acidos de Agticar
Acidos de Agticar
Acidos de Agticar
Acidos de Agticar

Acidos de Agticar

Acidos de Agticar
Acidos de Agticar
Fosfatos de Ac¢ucar
Compostos Nitrogenados
Compostos Nitrogenados
Dissacarideos
Dissacarideos
Dissacarideos
Dissacarideos
Dissacarideos
Dissacarideos

Dissacarideos

Glicosideos

Nucleosideo

Acido quinico
Acido mandélico
Acido caféico
N-Acetil-D-glucosamina
Acido glicérico
Acido eritronico®
Acido tartarico®
Arabonolactona®
Acido Glucénico
Lactona®
Acido Glucurénico y-
lactona®
Acido gluconico®
Fosfato a-Glucopiranose®

Ureia
Etanolamina
Lactose?
Lactose™
Sacarose
Maltose
Trealose
Melibiose®
Melibiose”
Metil beta-D-
galactosideo®

Uridina

0,72
0,70
0,91
0,77
0,86

0,81
0,83

0,85
0,89
0,93

0,85

0,83

1885,3
1896,0
2151,4
21233
1347,0
1574,0
1630,5
1654,2

1921,9

1933,0
2045,2
2253,6
12443
1270,7
2685,0
2690,4
2704,9
2803,0
2817,1
2960,0
29914

2076,5
24722

1900,0
1894,0
2151,0
2137,0
1347,0
1569,0
1622,4

1924,0

1940,0
2043,0
2258,0
1249,0
1269,0
2675,0
2691,0
2700,0
2804,0
2816,0
2933,0
2950,0

2056,0
2470,0

21334

1319,9

1628,9
1636,0

1234,6
1261,0
2671,0
2686,5

2467,7

2135,6

1341,0

1620,9

1238,3
1261,5
2670,0
2687,7

2448.,9

— N

NN NN
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50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

42,20
43,67

24,36
28,98
17,92
22,77
23,65
24,61
24,97
2531
25,94
26,30
26,61
26,79
2733
2821
28,36
29,13
29,45
29,66
29,95
30,06
30,25
30,40
28,61

Nucleosideo

Nucleosideo

Acidos de Agticar
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Alcool de Agticar
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos

Acido Graxo

Adenosina
Aucubina®
Acido ribbnico-1,4-
lactona®
Talose®
Eritrofuranose®
Xilulose
Lixofuranose®
Xilose®
Arabinose
Ribose
Lixose®
Adonitol”
Sorbofuranose®
Frutofuranose®
Tagatofuranose®
1,5-Anidroglucitol®
Sorbose?
Tagatose®
Frutose
Frutose®”
Glicose
Galactose
Glicose”
Galactose”

Acido sorbosonico?

0,76

0,97

0,95
0,94
0,97
0,90

2660,0
27719

1672,5
1892,7
1405,0
1601,5
1641,0
1685,0
1699,7
1715,7
1745,0
17623
1776.8
17853
1811,3
1854,7
1862,0
1900,0
1916,7
19275
1942,5
1948.0
1958,0
1965.8
1874,5

2668,0
2768,9

1677,3
1894,0
1398,5
1603,0
1640,5
1669,0
1690,0
1691,0
1751,1
1766,0
17788
1792,1
1813,0
1843,0
1862,0
1904,5
19250
19334
1937,0
1945,0
1955,0
1965,0

1872,0

NN N O
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75
25,74
76 22,25
77 29,80
78 33,43
14,91
21,26
26,20
28,71
30,52
30,66
30,94
79 52,50
80 14,81

Acidos Organicos

Feniletandides
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis
Polidis

Trissacarideos

Outros

Fumarato 3-
aminopropionitrila
Tirosol
Glucitol?
Mio-inositol
Glicerol
Eritritol
Arabinitol
Arabinitol**
Iditol
Manitol*
Altritol®
Rafinose

Acido fosforico

0,82
0,76

0,96
0,98
0,74
0,97

0,97

0,78
0,84

1735,9
1579,5
1935,3
2128,9
1287,5
1537,7
1757,6
1879.,4
1972,0
1979,2
1994,2
3514,8
1284,1

1568,7
1935,1
2129,0
1289,0
1535,0
1760,0
1880,0
1988,0
1975,0
1993,0
3505,0
1286,0

1262,0

1580,0

1283,0
1525,0

1282,0

[NCREEN NS TR (SR S I S I S \S I S

—_—

NS NS T 8]

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

®Padrio interno.

IRL: indice de retengdo linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: Estereoisdmeros produzidos pela reagdo de metoximacao.
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Apéndice S2, Tabela S2. Metabdlitos detectados via GC-MS na fase polar da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a estagdo seca nas populacdes que

ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto  Cosseno IRL IRL (Nist) IRL (GMD) IRL (MassBank) Nivel
1 20,47 Acidos Organicos Acido mélico 0,87 1.511,7 - 1479,3 1498,0 1
2 14,78 Alcoois de Agucar Glicerol 0,89 - 1289,0 1262,3 1283.,0 2
3 21,11 Alcoois de Agucar Eritritol® 1.537,7 1535,0 - 1525,0 2
4 28,57 Alcoois de Agucar Pinitol? - 1.879,4 1880,0 - - 2
5 30,53 Alcoois de Agucar Manitol? - 1.980,0 1975,0 - - 1
6 30,80 Alcoois de Agucar Altritol* - 1.994,2 1993,0 - - 2
7 16,36 Acidos de Agucar Acido glicérico® - - 1347,0 1319,9 1341,0 2
8 Acido Glucénico

29,39 Acidos de Agucar Lactona?® - 1.920,0 19240 - - 2
9 Acido glucurénico y-

29,61 Acidos de Agucar lactona® - 1.931,5 1940,0 - - 2
10 42,65 Dissacarideos Sacarose 0,74 27152 2700,0 - - 1
11 44,13 Dissacarideos Trealose 0,73 2.819,2 2816,0 - - 1
12 44,50 Dissacarideos Melibiose 0,73 2.846,0 2850,0 2837,5 28394 1
13 27,85 Monossacarideos Talose? - - 1894,0 1892,0 - 2
14 26,16 Monossacarideos Adonitol® 0,86 1.762,3 1766,0 - - 2
15 28,79 Monossacarideos Manose 0,83 1.889,4 1900,0 1885,2 1887,0 2
16 29,30 Monossacarideos Frutose 0,82 1.915,3 1.925,0 - - 1
17 29,51 Monossacarideos Frutose” 0,81 1926,3 19334 - - 1
18 29,80 Monossacarideos Glicose 0,79 1941,0 1937.0 1910,8 1903,0 1
19 29,90 Monossacarideos Galactose 0,77 1947.0 1945.0 - - 1
20 30,11 Monossacarideos Glicose” 0,77 1958,0 1955.0 - - 1
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21 30,21 Monossacarideos Galactose” 0,76 1963,0 1965.0 - -
22 28,46 Acido Graxo Acido sorbosénico? - 1873,3 - 1872,0 -
23 52,40 Trissacarideo Rafinose? - 3514,8 3505.0 - -
24 33,29 Alcoois de Agucar Mio-inositol 0,75 2128,9 2129.0 - -

NN

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

"Padrio interno.

IRL: indice de retengdo linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: estereoisdmeros produzidos pela reagao de metoximagao.
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Apéndice S2, Tabela S3. Metabolitos detectados via GC-MS na fase ndo polar da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola

(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a estagdo chuvosa nas populagdes que

ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto Cosseno IRL IRL (Nist) IRL(GMD) IRL (MassBank) Nivel
1 14,5 Alcanos n-Pentadecano (Cis) 0,75 1.486,0 - 1.500,0 - 2
2 2,6,10-
15,6 Alcanos Trimetiltetradecano® (Ci7) - 1.531,0 1.535,0 - - 2
3 19.21 Alcanos n-Heptadecano (Ci7) 0.72 1685 - 1698 - |
4 19,5 Alcanos n-Heptadecano® (Ci7) - 1.699,0 - 1.698,0 - 2
5 20.36 Alcanos 1-Tetradecanol (C14-OH) 0.79 1737 1754 1762 - 2
6 20,5 Alcanos 8-Metilheptadecano® (Cis) - 1.738,0 1.742,0 - - 2
7 24,8 Alcanos 2- Metilnonadecano (Czo) 0,80 1.953,7 1.962,0 - - 2
8 28,7 Alcanos 2- Metilhenicosano® (Cz2) - 2.165,7 2.166,0 - - 2
9 37,0 Alcanos n-Heptacosano (Cz7) 0,74 2.686,7 - 2.699,2 - 2
10 13,6 Acidos Organicos Acido citrico 0,73 1.451,0 1.442,0 - - 2
11 14,2 Acidos Organicos Acido mélico 0,73 1.475,6 - 1.479,0 1.478.0 2
12 14.80 Acidos Organicos Acido mélico 0.91 1498 - 1479 1498 1
13 24,4 Acidos Organicos Acido p-cumarico 0,88 1.936,0 1.942,0 1.947,5 1.945,0 2
14 25,1 Acidos Organicos Acido galico 0,74 1.971,7 1.978,6 1.946,0 1.943,0 1
15 Acidos graxos e
26,4 derivados Acido palmitico (Cie:0) 0,94 2.037,7 2.037,0 2.045,0 2.038,4 2
16 Acidos graxos e Acido linoléico, éster
27,3 derivados metilico 0,82 2.088,0 2.089,0 2.089,2 - 2
17 Acidos graxos e Acido estearico, éster
27.80 derivados metilico 0.78 2114 2112 - - 2

87



Artigo |

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

29,4

29,5

29,6

29,9

30,9

31,8

32,5

32,6

32,8

33,2

29,4

35,65

36,2

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e

derivados

Acido Linoleico (Cis:29,12)

Acido cis-oleico (Cis:1,9)
Acido trans-oleico

(Cis:159)

Acido estearico (Cis:0)
Acido 9,12-
octadecadiindico® (Cisg)
Acido araquidénico®
(Ca0:4;5,8,11,14)
Acido eicosapentaendico®

(C20:5;5,8,11,14,17)
1-Monomiristina
Acido eicosadiendico®
(Ca0:2511,14)

Acido araquidico (C20:0)
Acido linoléico (Cis:29,12)

1-Monopalmitina

Acido beénico (C22:0)

0,94

0,91

0,74

0,94

0,79

0,94

0.77

0,80

2.202,0

2.208,0

2.214,1

2.234,0

2.295,0

2.345,2

2.388,0

2400

2.410,0

2.431,0

2.202,0

2594

2.630,0

2.208,0

2.208,0

2.218,0

2.234,1

2.311,2

2.359,0

2.380,0

2418

2.413,2

2.432,6

2.208,0

2606

2.632,0

2.209.9

2.216,3

2.225.4

2.243,5

2.382,0

2.391,0

2.453.,8

2.209.9

2.650,0

2.209,6

22174

2.223,7

2.236,0

2.209,6

2.637,5
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31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

38,44
34,9
36,1
39,9
44,5
45,6
36,7
225
223

24.07

24.88

25.92
23,1
474
19,7
38,8
42,4

Acidos graxos e
derivados
Dissacarideos
Dissacarideos
Flavonoides
Fitoesterois
Fitoesterois
Nucleosideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Alcoois de Agucar
Trissacarideos
Terpenos
Terpenos

Outros

2- Monomiristina
Lactulose®
B-D-Lactose
Catequina
Campesterol
[-Sitosterol
Adenosina
Fructose
Psicose
Glucose?
Glucose”
Glucose™
Inositol
Maltotriose
Pristano (Ci9)
Supraeno (Cso)

Stigmastan-3,5-diene®

0.77

0,72
0,77
0,87
0,84
0,70

0.75

0,76
0,80
0,77
0,70

2788
2.546,0
2.621,4
2.892,8
3.257,0
3.350,0
2.664,0

1841

1831

1917

1958

2012
1.866,0
3.505,0
1.706,0
2.814,0
3.077,0

2772
2.586,7
2.624,8
2.912,0
3.253,0
3.348,0
2.668,0

1842

1837

1922

1955

2012
1.872,0
3.550,0
1.707,0
2.8120
3.040,0

3.507,6

2.824,5

[NCREEN \C T (ST S 2 2 S I (S R (O R S I S

—

NN NN NN

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

IRL: indice de retengdo linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: estereoisdmeros produzidos pela reagao de metoximagao.

&9



Artigo |

Apéndice S2, Tabela S4. Metabolitos detectados via CG-MS na fase ndo polar da polpa funicular dos frutos de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) coletados durante a estagdo seca nas populacdes que

ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto Cosseno IRL IRL (Nist) IRL (GMD) IRL (MassBank) Nivel

1 Acidos graxos e

29,21 derivados Acido Linoleico (Cis:2:9,12) 0.90 2217 2214 2210 2210 2
2 Acidos graxos e

29.,30 derivados Acido cis-oleico (Cis:1:0) 0.92 2222 2220 2222 2217 2
3 Acidos graxos e

29,41 derivados Acido trans-oleico (Cis:1) 0.77 2228 2227 2225 - 2
4 Acidos graxos e

29,76 derivados Acido estearico (Cis:0) 0.94 2250 2250 2243 2236 2
5 Acidos graxos e

29,87 derivados Acido 17-octadecindico® - 2255 2257 - - 2
6 Acidos graxos e

30,79 derivados Acido 9,12-octadecadiindico® - 2309 2295 2311 - 2
7 Acidos graxos e 9,12-Octadecadienal, dimetil

32,69 derivados acetal® - 2425 2422 - - 2
8 Acidos graxos e Acido 13-docosendico, éster

33,50 derivados metilico 0.76 2477 2459 - - 2
9 Acidos graxos e

35,49 derivados 1-Monopalmitina 0.77 2608 2606 - - 2
10 Acidos graxos e

38,29 derivados 1-Monoestearina 0.76 2800 2806 - - 2
11 Acidos graxos e

26,25 derivados Acido palmitico (Cie:0) 0.94 2052 2050 2045 2038 2
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12

13

14

15
16
17
18
19
20
21

32,51

35,00

37,81
37,01
44,33
45,41
22,18
22,35
23,93
25,78

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Dissacarideos
Fitoesterois
Fitoesterois
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos

Monossacarideos

1-Monomiristina®

2- Monopalmitina

2- Monoestearina
Sacarose
Campesterol
[-Sitosterol
Frutose
Galactose
Glicose®

Glicose*

0.76

0.73
0.83
0.88
0.86
0.82
0.89

2414

2575

2767
2712
3269
3364
1842
1850
1930
2027

2418

2576

2772
2712
3253
3348
1842
1848
1930
2012

3298
3386
1830
1876

1851
1848

[NO R SO R S S S "I S S

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

IRL: indice de retengdo linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: estereoisdmeros produzidos pela reagao de metoximagao.
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Resumo — A polpa funicular dos frutos presentes em algumas Cactaceae ¢ conhecida por inibir a
germinagdo de suas proprias sementes. No entanto, ainda ndo foi descrito na literatura como as
condi¢des ambientais podem influenciar a dindmica desse efeito autoalelopatico. Portanto, nosso
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da autoalelopatia da polpa funicular de Pilosocereus
catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) no
comportamento germinativo em duas diferentes populagdes durante a estacdo seca e chuvosa. Nos
coletamos frutos maduros durante a estacdo chuvosa (junho) e seca (dezembro) de 2023 nos
municipios de Nossa Senhora da Gléria (Caatinga) e Aracaju (Restinga) no Estado de Sergipe,
Brasil. Produzimos os extratos a partir de extracdo seriada com Hexano (Hex), Acetato de Etila
(AcOEt), Metanol (MeOH) e Agua (H20). N6s conduzimos um ensaio de germinagio com as
sementes da propria espécie nas concentragdes de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 mg/mL e controle
(agua). Utilizamos cinco repeti¢des contendo 20 sementes cada, colocadas para germinar em
placas de Petri de 5 cm de didmetro contendo duas camadas de papel filtro com 1 mL de extrato.
Caracterizamos o comportamento germinativo a partir da germinabilidade (%), t50% Farooq,
velocidade média de germinagdo, coeficiente de variagdo de tempo, sincronia e incerteza.
Realizamos uma Analise de Componentes Principais para identificar os padrdes multivariados e
suas relagdes entre os parametros que caracterizam o comportamento germinativo, seguidos de
PERMANOVA. As sementes produzidas na estacdo chuvosa, em ambas as populagdes,
apresentaram maior germinabilidade, menor tempo para germinagdo e maior sincronia, com menor
incerteza e variagdo no processo germinativo. No entanto, os extratos de menor polaridade (AcOEt
e Hex) influenciaram negativamente o comportamento germinativo a medida que as concentragdes
aumentaram durante a estacdo chuvosa, para ambas as populagdes. Portanto, podemos concluir
que o efeito da autoalelopatia ¢ dindmico na natureza, sendo influenciado pelas estacdes de

producdo dos frutos e pelo ecossistema em que essas populagdes estio inseridas.

Palavras-chave: comportamento germinativo, metaboldmica nao alvo, condigdes ambientais.
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Introduciao

A alelopatia ¢ definida como a capacidade que algumas plantas tém de liberar metabdlitos
conhecidos como aleloquimicos, que sao produzidos a partir do metabolismo secundério e afetam
outras plantas ou organismos ao seu redor (Hierro & Callaway, 2021). Além disso, as plantas
também podem produzir esses compostos € inibir o crescimento ou desenvolvimento de suas
proprias sementes ou plantulas (autoalelopatia), com o objetivo de reduzir a competi¢do
intraespecifica por recursos limitados, como nutrientes e 4agua (Wang et al., 2022). Esses
metabolitos afetam a germinagdo, o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das plantas
receptoras. Além disso, a capacidade alelopatica ¢ influenciada por diversos fatores, como a
concentragdo e o tipo de aleloquimico, a sensibilidade da planta receptora e as condi¢des
ambientais (Harborne, 2014).

Os estudos sobre alelopatia e autoalelopatia sdo tradicionalmente focados na avaliagdo das
atividades fitotoxicas de residuos vegetais ou extratos brutos (Weston, 1996; Santos et al., 2019).
Contudo, avangos recentes nas técnicas de separacdo e elucidacdo estrutural de compostos
permitem grandes progressos, possibilitando a detec¢do, o isolamento e a caracterizagdo dos
compostos responsaveis pelos efeitos alelopaticos (Scavo et al., 2019). Apesar disso, fatores
ambientais, como a sazonalidade ou a influéncia de populacdes distribuidas em multiplos
ecossistemas ainda sd3o pouco considerados, mesmo sendo amplamente reconhecido que as
condi¢des ambientais afetam significativamente a biossintese de metabdlitos secundarios (Rowan
et al., 2009; Penuelas & Staudt, 2010). Fatores como luz, temperatura, precipitacao, fertilidade do
solo e salinidade podem atuar sinergicamente na capacidade das plantas de sintetizar metabolitos
secundarios, resultando em alteragcdes nos perfis fitoquimicos e na producdo de substincias
bioativas (Yang et al., 2018).

Essas variagdes na sintese de metabolitos secundarios estdo diretamente relacionadas aos
compostos alelopaticos, que sdo classificados com base em suas estruturas quimicas e nos efeitos
que exercem sobre os organismos receptores, como substincias fendlicas, acidos organicos,
alcaloides, ligninas e terpenoides (Macias et al., 2007). Esses metabolitos podem ser produzidos
por diferentes o6rgaos das plantas, incluindo raizes, caules, folhas, flores e frutos (Bachheti et al.,
2020), e sua biossintese ¢ influenciada por estresses ambientais, sinais hormonais e fatores de
desenvolvimento (Akula & Ravishankar, 2011; Yang et al., 2018). Além disso, estimulos

ambientais ativam a expressao de genes associados a produgdo desses compostos, controlada por
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fatores de transcrigdo especificos e outros mecanismos genéticos (Liu et al., 2021). Por fim, os
compostos sdo liberados por meio de processos como volatilizagdo, lixiviagdo, exsudagdo radicular
e decomposicdo de residuos vegetais, contribuindo para a dindmica ecologica da alelopatia por
influenciar o processo germinativo no ambiente (Latif et al., 2017).

O processo germinativo ¢ sensivel a mudanca ambiental externa, sendo frequentemente
utilizado para analisar efeitos de alelopatia e autoalelopatia (Kato-Noguchi & Kurniadie, 2020;
Zhang et al., 2021). Neste trabalho, investigaremos os efeitos da autoalelopatia sendo influenciada
por fatores ambientais sob o comportamento germinativo. Para isso, serd utilizado como modelo
de estudo a espécie de Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis
(Werderm.) Zappi (Cactaceae), devido ao fato das suas populacdes estarem distribuidas em
ecossistemas de Caatinga e Restinga, na regido Nordeste do Brasil, e por produzirem frutos
continuamente ao longo do tempo, mesmo sob diferentes sazonalidades (Lima & Meiado, 2017;
2023; Lavor et al., 2020). Além disso, foram utilizados os frutos como 6rgao autoalelopatico
devido ao fato dessas estruturas serem capazes de produzir metabdlitos toxicos ou dissuasivos,
frequentemente presentes em concentragdes e com maior diversidade em comparagdo a outros
6rgdos da planta, o que pode afetar a germinacdo de suas proprias sementes (Whitehead et al.,
2013; Whitehead et al., 2016; Santos et al., 2019).

O processo germinativo das sementes ¢ amplamente utilizado como método bioldgico para
avaliar os efeitos da alelopatia e da autoalelopatia, tornando crucial a forma como esse processo ¢
mensurado (Rice, 2012). Diversos métodos e expressdes matematicas para quantificar a
germinagao tém sido propostos e debatidos ao longo do tempo (Ranal & Santana, 2006), sendo a
germinabilidade o parametro mais utilizado para representar a capacidade germinativa (Ranal &
Ferreira, 2023). Além da germinabilidade, outros aspectos do processo germinativo como, por
exemplo, o tempo, a velocidade, a homogeneidade, a sincronia e a incerteza também sdo
fundamentais para compreender a dindmica comportamento germinativo (Ranal & Santana, 2006;
Lima et al., 2025). Esses parametros ndo s6 auxiliam a prever o sucesso germinativo ao longo do
tempo, como também fornecem informagdes sobre o estabelecimento das plantulas no ambiente
(Ranal & Santana, 2006; Lima et al., 2025).

Além de avaliar os efeitos da autoalelopatia, ¢ fundamental identificar os metabdlitos
potencialmente responséaveis por influenciar o processo germinativo. Para isso, a utilizagdo de

ferramentas sensiveis como a espectrometria de massas ¢ essencial, pois oferece informagdes
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estruturais sobre os compostos, proporcionando uma compreensao abrangente de metabdlitos de
baixo peso molecular (Peters et al., 2021). Além disso, essa técnica facilita a diferenciagdo quimica
entre linhagens de plantas diversas e at¢ mesmo a diversidade intraespecifica (Miiller et al., 2020).
A medida que essa tecnologia avanga, o desenvolvimento de softwares de bioinformética tornou-
se indispensavel para explorar e analisar os extratos vegetais utilizando bancos de dados espectrais
(Tsugawa, 2018), permitindo anotacdes, construcdo de redes moleculares (Pilon et al., 2021) e
analises quimiométricas (Krumsiek et al., 2016). Esses esfor¢os combinados aceleram a
interpretacdo e identificacdo de padrdes quimicos, alcangando assim uma compreensdo mais
abrangente dos metabolitos presentes nas amostras, os quais podem exercer uma acao alelopatica
e influenciar o processo germinativo (Mannochio-Russo et al., 2022).

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar como a sazonalidade e o ecossistema de
ocorréncia influenciam a autoalelopatia exercida pela polpa funicular dos frutos de P. catingicola
subsp. salvadorensis no comportamento germinativo de suas sementes. As hipdteses que norteiam
este trabalho preveem que (i) o comportamento germinativo das sementes ¢ afetado pela
sazonalidade e pelo ecossistema de ocorréncia das populacdes onde os frutos foram coletados,
resultando em variagdes no efeito autoalelopatico. Além disso, (ii) os metabolitos presentes na
polpa funicular dos frutos variam em concentragdo em funcdo da sazonalidade e do ecossistema
de ocorréncia, influenciando de maneira distinta o efeito autoalelopatico no processo germinativo

das sementes.

Materiais e Métodos
Coleta dos frutos

Os frutos maduros de P catingicola subsp. salvadorensis foram coletados em dois
ecossistemas distintos localizados na regido Nordeste do Brasil, durante o periodo de alta e baixa
precipitacdo, no ano de 2023. Os frutos foram coletados no municipio de Nossa Senhora de Gléria,
localizado no Alto Sertdo do Estado de Sergipe, representando uma éarea de Caatinga, um
ecossistema pertencente a Floresta Tropical Sazonalmente Seca. O segundo local de coleta foi no
municipio de Aracaju, Sergipe, um ambiente que pertence as Restingas da Costa Atlantica, que sao
Florestas Costeiras Arenosas Unicas, localizadas na Costa Leste do Brasil. As coletas foram
realizadas entre os meses de junho de 2023, momento de maior precipitagdo para ambos o0s

ecossistemas, variando entre 200.6 mm para Restinga e 85.6 mm para Caatinga; e no més de
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dezembro, com precipitacdes de 34.6 mm para Restinga ¢ 6.8 mm para Caatinga (Figura 1)

(INMET, 2024).

Preparacgdo dos extratos

Foi realizada uma extracgao seriada crescente de polaridade dos solventes organicos para a
producdo dos extratos utilizados no experimento de autoalelopatia. Para isso, a polpa funicular dos
frutos foi congelada e triturada em nitrogénio liquido, separando-se a polpa das sementes. A
extragdo seriada foi realizada com os solventes: Hexano (Hex), Acetato de Etila (AcOEt), Metanol
(MeOH) e Agua (H20), respeitando a ordem de polaridade. Foi utilizada a proporgio de 1:2 (m/v)
de polpa para solvente, em uma unica etapa, conforme descrito por Sadraei et al. (2003) e Wang et
al. (2023). Os extratos foram filtrados e o solventes removidos em evaporador rotativo sob pressao
reduzida a 50 rpm, em temperatura constante de 50 °C. Os extratos foram recuperados do baldo,

solubilizados em &gua ultrapura, congelados e, em seguida, liofilizados.

Ensaios de germinacgdo

Para verificar a acdo autoalelopatica dos extratos, foi utilizado ensaios de germina¢do como
modelo. Para isso, 20 mg dos extratos foram solubilizados em agua destilada e mantidos sob
agita¢do constante em vortex por 10 minutos e, em seguida, fracionados nas concentracdes de 2,0;
1,0; 0,5; 0,25; 0,125 mg/mL, e um controle composto apenas por agua destilada (Wang et al.,
2023).

Para cada concentragdo do extrato avaliado foram utilizadas cinco repeti¢des contendo 20
sementes postas para germinar em placas de Petri de 5 cm de didmetro com duas camadas de papel
filtro umedecido com 1 mL de extrato nas concentracdes mencionadas anteriormente. As placas
de Petri foram seladas com plastico parafilme e mantidas sob luz branca (fotoperiodo de 12 horas)
em temperatura de 30 °C em sala de crescimento vegetal. O nimero de sementes germinadas foi
contabilizado diariamente, durante o periodo de 15 dias, e a protrusdo radicular foi utilizada como

o critério para se considerar a germinagdo (Meiado et al., 2016).

Pardmetros germinativos e andlise de dados
Com os dados avaliados da germinagdo didria e utilizando o ambiente de programacio R

com o pacote “germinationmetrics”, foram calculados os parametros de germinagdo que
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caracterizam o comportamento germinativo (Aravind et al., 2019; Lima et al., 2025). A germinagao

foi caracterizada utilizando a Germinabilidade (%) como parametro de capacidade germinativa

N . , . . ,
G(%) = N—gx100, onde N, € o nimero de sementes germinadas € N; € o nlimero total de sementes
t

(ISTA, 2015). Além disso, foi utilizado o tsg,, como medida de tempo de germinagdo, sendo

representado em dias para obter 50% da germinagdo amostrada através da formula: tsg, = t; +

N

——n; (tj—ti) , ) )

(2 n—) n 5 sendo N o numero final de sementes gellnmadas cn; € le sendo 0S Numeros
j—g

acumulados de sementes germinadas por contagem adjacentes nos tempos t; € t;, sendo n; < g <
n; (Farooq et al., 2005).

A velocidade média de germinagdo (7:dias™!) foi utilizada como uma medida de
velocidade do processo germinativo, representada pela formula v = lf, onde £ ¢ o tempo médio de

k
Yizq Nicti

erminacdo t =
g 9 Zleni

, t; ¢ o periodo desde do inicio da primeira contagem até a n observacgao,

n; € o nimero de sementes germinadas no tempo i (ndo sendo um valor acumulado) e k equivale
ao ultimo tempo de germinagdo (Labouriau, 1983). O coeficiente de variagdo de tempo CV;: % foi

utilizado como parametro germinativo para representar a uniformidade da germinagdo CV, =
s . . ~ o 1 o
(?t) 100, no qual S; ¢ o desvio padrdao da germinagdo e t o tempo médio de germinacdo (Ranal &

Santana, 2006).

A sincronizagdo do processo germinativo foi mensurada a partir do parametro de sincronia,

Cn ni(n;—1) xni(Xn;—1)
2

utilizando a férmula o indice Z: Z = le ,sendo Cp; 5 = eN = ,onde Cp;, €

a combinacdo das sementes germinadas no tempo i (Ranal & Santana, 2006). Por fim, a incerteza

da germinagao foi representada pelo pardmetro incerteza (U: bit), o qual representa uma adaptagao

do indice de Shannon que mede o grau de incerteza na previsdo da entropia informativa, sendo
ni

calculado U = —Y¥ . fi log,f;, onde f; = S representacdo relativa da germinacao (Ranal &
i=1"

Santana, 2006).

Inicialmente, para avaliar de forma isolada o efeito dos fatores [Populagdo (Caatinga e
Restinga); Estacdo (Chuvosa e Seca); Extratos (Hex, AcOEt, MeOH e H»O); Concentragdo (2,0;
1,0;0,5; 0,25; 0,125 mg mL"! e controle)] para cada parimetro de germinagdo mensurado, os dados

foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias pelos
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testes de Shapiro-Wilker e Levene, respectivamente. Em seguida, as médias foram comparadas
por uma ANOVA Fatorial com teste de Tukey a posteriori. Por fim, foi realizada uma Anélise de
Componentes Principais para identificar os padrdes multivariados e suas relacdes entre os
parametros que caracterizam o comportamento germinativo, buscando compreender agrupamentos
e correlagdes entre as variaveis e os fatores e suas respectivas contribui¢des. Além disso, também
foi realizada uma Analise de Variancia Permutacional Multivariada (PERMANOVA) com 999
permutacdes para avaliar a sensibilidade a dispersao multivariada dos dados e, com o intuito de
verificar se as diferencas observadas estdo relacionadas a dispersdao multivariada dos dados, foi
realizada uma andlise especifica de dispersao multivariada, conhecida como Betadisper (R Core

Team, 2024).

Andlises quimicas dos extratos por GC-MS

Os extratos foram derivatizados e analisados por Cromatografia a Gas Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS). As reagdes de derivatizagdo quimica para os extratos foram
realizadas, partindo de uma aliquota de 35 pL do extrato e adicionamos 25 pL de piridina e 25 pL
de N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida ¢ submetidas a banho seco durante 1 hora, a uma
temperatura constante de 70 °C. Foi injetado 1 pL das amostras no GC-MS Agilent Technologies®
com uma coluna capilar HP-SMS (Agilent, comprimento de 30 m x 250 pm x 0,25 um), sendo
utilizado gas hélio como fase movel (ImL min'), a uma temperatura programada como isotérmico
durante 5 minutos, a 70 °C, seguida de uma rampa de 5 °C por minuto, até 320 °C. As temperaturas
do injetor, fonte de ions e quadrupolo foram de 230 °C, 200 °C e 150 °C. Os picos detectados
foram fragmentados pela razao m/z via impacto de elétrons utilizando o potencial de ionizagdo de

70 eV.

Processamento de dados por GC-MS

O processamento de dados dos espectros de massa para cada conjunto [deconvolugao,
alinhamento de picos e calculo do indice de retencdo linear (IRL) utilizando o padrio de alcanos
(Cg a C40), juntamente com a anotagdo e desreplicacdo de compostos] foram realizados usando o
fluxo de  trabalho  GC  Library = Search/Molecular =~ Network no  GNPS
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) (Wang et al. 2016). Isso gerou uma

tabela de “features” contendo a area do pico, o ion molecular (m/z), o tempo de reten¢do (TR) e a
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anota¢do putativa para cada composto. Um escore minimo de cosseno de 0,50 e uma janela de IRL
de 10 foram aplicados para anotar os compostos. As anotagdes dos metabolitos foram realizadas
seguindo as diretrizes da Metabolomics Standards Initiative (MSI) (Valli et al. 2019), usando os
critérios de Nivel 2, ou seja, anotagcdo apoiada por um banco de dados espectral. Portanto, o IRL
experimental dos compostos foi comparado com trés bancos de dados: Golm Metabolome
Database (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de), MassBank Europe (https://massbank.eu/MassBank/)
e o National Institute of Standards and Technology (https://webbook.nist.gov). Além disso,
algumas anotagdes foram confirmadas por uma biblioteca interna de tempos de retencdo e

espectros de massas de padrdes comerciais, sendo o critério de Nivel 1.

Andlises estatisticas dos constituintes

Uma matriz de dados foi construida utilizando o Microsoft Excel®, abrangendo as
intensidades de area de pico, ‘features” e metadados das amostras, estabelecendo a base para
andlises estatisticas subsequentes. Seguindo a metodologia descrita por Shah et al. (2023), as
variacdes bioldgicas nas amostras de plantas foram avaliadas. Um passo fundamental nesse
processo envolveu o refinamento dos dados, onde caracteristicas que apresentam uma razao de
abundancia Branco/Amostra superior a 1:3 foram sinalizadas como contaminantes putativos e,
posteriormente, removidas. Por fim, as variacdes nas amostras foram ajustadas utilizando a
normaliza¢do pelo Total Ion Current (TIC) ou normalizagdo pela soma total.

A tabela de quantificacdo de caracteristicas foi filtrada (.csv) e carregada no site
MetaboAnalyst versdo 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (Pang et al., 2024) para realizar
andlises multivariadas utilizando o pacote MetaboAnalystR. A base de dados foi transformada em
logio e escalonada pelo método de Pareto para a Andlise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) (Szymanska et al., 2011). No entanto, como a analise PLS-DA ¢ uma técnica
discriminante suscetivel ao overfitting, a robustez e o desempenho do modelo foram avaliados por
meio de validagdo cruzada (Szymanska et al., 2011). Para a anélise de metabolitos diferenciais, a
selecdo de metabdlitos significativamente diferentes foi baseada nos escores de importancia da
variavel na projecao (VIP) obtidos a partir do modelo PLS-DA (VIP > 1) (Szymanska et al., 2011).
As representacdes graficas foram geradas no Softwares MetaboAnalyst 6.0 e R Studio (R Core
Team, 2024).
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Resultados
Comportamento germinativo

Os resultados deste estudo evidenciaram diferengas significativas nos parametros de
germinagdo avaliados, refletindo o comportamento germinativo das sementes de P. catingicola
subsp. salvadorensis em fun¢do da sazonalidade. Sementes produzidas e dispersas durante a
estagdo chuvosa apresentaram maior germinabilidade [gl = 1; F = 1133,82; Pr(>F) < 2-!¢] (Figura
2), velocidade média de germinagdo [gl = 1; F = 5467,875; Pr(>F) < 2-'¢] (Figura 3), uniformidade
[gl = 1; F = 211,133; Pr(>F) < 2] (Figura 4) e sincronia [gl = 1; F = 974,475; Pr(>F) < 219]
(Figura 5), quando comparadas as sementes produzidas na estacdo seca. Além disso, essas
sementes apresentaram menor tempo de germinagdo [gl = 1; F = 3106,321; Pr(>F) < 2-'¢] (Figura
6) e menor incerteza [gl = 1; F = 669,366; Pr(>F) < 21%] (Figura 7).

As sementes produzidas e dispersas nos ecossistemas de Restinga demonstraram
desempenho superior em termos de pardmetros germinativos em comparagdo as sementes da
Caatinga. Foi possivel observar que as sementes da Restinga apresentaram valores
significativamente maiores na germinabilidade [gl = 1; F = 20,359; Pr(>F) = 8,55%] (Figura 2),
velocidade média de germinacao [gl = 1; F = 5,416; Pr(>F) = 0,020478] (Figura 3), uniformidade
[gl = 1; F = 59,993; Pr(>F) = 8,61"'%] (Figura 4) e sincronia [gl = 1; F = 24,128; Pr(>F) = 1,34°%]
(Figura 5). Além disso, essas sementes completaram o processo germinativo em menos tempo [gl
=1; F =9,085; Pr(>F) = 0,002749] (Figura 6) e apresentaram menor nivel de incerteza [gl = 1; F
=7,954; Pr(>F) =0,00505] (Figura 7), indicando maior eficiéncia no estabelecimento inicial. Esses
resultados refletem diferencas ecoldgicas entre os dois ambientes que podem influenciar
diretamente a qualidade fisiologica das sementes produzidas, que sera abordado no tépico de
Discussao deste artigo.

Os extratos Hex e AcEOt produzidos a partir da polpa funicular dos frutos de P. catingicola
subsp. salvadorensis demonstraram um efeito negativo no comportamento germinativo das
sementes, evidenciando uma influéncia autolalelopatica. Esses extratos reduziram de forma
significativa a germinabilidade [gl = 3; F = 84,705; Pr(>F) < 2-'¢] (Figura 2), a velocidade média
de germinagio [gl = 3; F = 282,349; Pr(>F) < 2°!6] (Figura 3), a uniformidade [gl = 3; F = 8,574;
Pr(>F) = 1,60°°] (Figura 4) e a sincronia [gl = 3; F = 21,548; Pr(>F) = 6,45'%] (Figura 5).

Adicionalmente, sementes expostas a esses extratos levaram mais tempo para completar o processo
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germinativo [gl = 3; F = 9,696; Pr(>F) = 3,51-°%] (Figura 6) e apresentaram maior incerteza durante
a germinagdo [gl = 3; F = 4,581; Pr(>F) = 0,00364] (Figura 7). Em contraste, os extratos H>O e
MeOH nao mostraram influéncia significativa sobre o comportamento germinativo, sugerindo que
o efeito inibidor ¢ especifico aos compostos presentes nos extratos Hex e AcEOL.

Os extratos de Hex e AcEOt demonstraram um efeito inibitério significativo no
comportamento germinativo das sementes de P catingicola subsp. salvadorensis nas
concentragdes de 1,0 e 2,0 mg mL"!'. Nessas condigdes, houve uma redugdo expressiva na
germinabilidade [gl = 5; F = 82,724; Pr(>F) < 2-'%], na velocidade média de germinagdo [gl = 5; F
=207,266; Pr(>F) < 2°'], na uniformidade [gl = 5; F = 12,202; Pr(>F) = 5,48 !'] e na sincronia [gl
=5; F=31,446; Pr(>F) < 2°'°]. Além disso, as sementes postas para germinar nessas concentragdes
apresentaram maior tempo para completar a germinagéo [gl = 5; F = 51,250; Pr(>F) < 2°!6] e niveis
mais elevados de incerteza durante o processo [gl = 5; F = 18,294; Pr(>F) = 2,72°!¢]. Ao contrario
das sementes expostas as diferentes concentracdes dos extratos H>O e MeOH.

Sob uma abordagem multivariada, nossos resultados mostram que a sazonalidade ¢ o
principal fator que influencia o comportamento germinativo das sementes de P. catingicola subsp.
salvadorensis. Sementes produzidas e dispersas durante a estagdo chuvosa apresentam
desempenho superior, com maiores valores de germinabilidade, velocidade, uniformidade e
sincronia, além de menor tempo e incerteza no processo germinativo (Figura 8a). Essas diferencas
estdo associadas a dispersdo multivariada dos dados entre as estagcdes (Tabela 1), evidenciando o
impacto significativo da sazonalidade nos padrdes germinativos. Além disso, as sementes da
estacdo chuvosa exibem menor variagdo nos parametros germinativos, indicando maior
uniformidade no comportamento germinativo em comparagao com as da estagdo seca (Tabela 2).
As populagdes provenientes dos ecossistemas de Caatinga e Restinga apresentaram
comportamento germinativo semelhante, indicando que as condigdes sazonais desempenham um
papel mais relevante do que as diferengas entre as populacdes na determinacdo dos parametros
germinativos (Figura 8b). Esse padrdo ¢ corroborado pelos resultados da dispersdo multivariada
dos dados, que ndo identificou diferengas estatisticamente significativas na estrutura multivariada
dos dados entre os ecossistemas (Tabela 1). Além disso, a andlise de dispersdo multivariada revelou
que nao houve variagdes significativas na dispersao dos dados entre as populacdes, reforcando que
os padrdes germinativos sdo uniformes entre os dois ecossistemas, independentemente de suas

caracteristicas ecologicas especificas (Tabela 2).
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Os extratos de menor polaridade, Hex e AcOEt, impactaram negativamente o
comportamento germinativo das sementes, conforme evidenciado pela alteragdo significativa na
estrutura multivariada dos parametros germinativos (Tabela 1) (Figura 8c). Apesar de ndo
identificar diferencas significativas na dispersao dos dados entre os grupos, os efeitos observados
estdo associados as diferencas médias nos padrdes germinativos, como a reducdo de
germinabilidade, uniformidade e sincronia (Tabela 2). Dessa forma, os extratos de Hex e AcOEt
atuam como inibidores, alterando de forma consistente os pardmetros germinativos das sementes.
As concentragdes dos extratos influenciam significativamente o comportamento germinativo das
sementes, refletindo diferencas na estrutura multivariada dos parametros germinativos entre as
concentragdes avaliadas (Tabela 1) (Figura 8d). Além disso, as variacdes na dispersdo dos dados
indicam maior ou menor consisténcia nos efeitos das concentragdes, sugerindo que a variabilidade
no comportamento germinativo depende da concentragdo aplicada (Tabela 2). Esses resultados
destacam que o efeito inibitorio dos extratos ¢ determinado tanto pela magnitude da concentragao

quanto pela sua capacidade de gerar respostas menos uniformes nos pardmetros avaliados.

Composicio quimica dos extratos

Os extratos de Hex e AcOEt foram os Unicos que influenciaram negativamente o
comportamento germinativo das sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis, promovendo um
efeito de autoalelopatia. No extrato de AcOEt, foram anotados 66 metabolitos, pertencentes as
seguintes classes quimicas: amidas, aminas, dcidos organicos, aminodcidos, lactonas,
niacinamidas, monossacarideos, feniletanoides, acidos organicos aromaticos, polidis, acidos
graxos e derivados, nucleosideos, dissacarideos e esteroides (Tabela 3).

Com os resultados da PLS-DA, foi possivel observar diferencas significativas nas
abundancias relativas dos metabolitos detectados no extrato de AcOEt, produzidos a partir dos
frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis coletados nos dois ecossistemas durante as estagdes
chuvosa e seca (Figura 9a). A validagdo cruzada apresentou um coeficiente de determinagio (R?)
de 0,99, demonstrando que o modelo conseguiu capturar de forma efetiva a variabilidade
observada nos dados. Além disso, o coeficiente de predi¢do cruzada (Q?) foi de 0,61, indicando
boa precisdo preditiva (Figura S3a). Como o modelo de PLS-DA, criado para analisar o extrato de
AcOEt, evidenciou uma discriminagdo significativa e confidvel, empregamos a abordagem dos

VIPs. Os valores de VIP, sdo considerados elementos essenciais para essa diferenciagdo,
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permitiram identificar os metabolitos que contribuiram de forma crucial para a classifica¢do e
discriminacao das amostras (VIP > 1) (Figura 9b).

Para o extrato de Hex, foram anotados 38 metabolitos, os quais pertencem as classes de
alcoois, terpenos, acidos graxos e derivados, acidos organicos, polidis, alcanos, esteroides,
aminoacidos, gliceraldeidos e hidroxiacidos graxos (Tabela 4). Observamos com os resultados para
PLS-DA que houve diferengas significativas nas abundancias relativas dos metabolitos detectados
no extrato de Hex, produzidos a partir dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis coletados
nos dois ecossistemas durante as estagdes chuvosa e seca (Figura 10a). Apresentando um R’ de
0,90, demonstrando que o modelo conseguiu capturar de forma efetiva a variabilidade observada
nos dados (Figura S3b). Além disso, o O foi de 0,70, indicando boa precisdo preditiva. Os VIPs
permitiram identificar os metabolitos que contribuiram de forma crucial para a classificacdo e

discriminacao das amostras (Figura 10b).

Discussao

As diferencas no comportamento germinativo das sementes de P. catingicola subsp.
salvadorensis em relacdo a sazonalidade refletem sua capacidade de produzir frutos e sementes
continuamente ao longo do tempo. Essas diferengas sdo evidentes, uma vez que sementes
produzidas durante a estacdo chuvosa apresentam um melhor comportamento germinativo em
comparagdo as produzidas na estacdo seca. Considerando que a espécie habita diferentes
ecossistemas, caracterizados por variagdes nas precipitagdes, sendo as chuvas concentradas em
poucos meses do ano (Santos et al., 2023), ¢ provavel que as diferentes estratégias de germinagao
tenham sido selecionadas ao longo do processo evolutivo para garantir o sucesso reprodutivo e a
manutencdo da dinamica populacional da espécie nos seus ecossistemas de ocorréncia (Lima &
Meiado, 2023).

Os resultados deste estudo indicaram que as sementes dispersas durante a estagdo seca
apresentaram um comportamento germinativo caracterizado por baixa germinabilidade,
velocidade, sincronia e uniformidade. Contudo, isso ndo significa que as sementes dispersas sejam
inviaveis, pois ¢ frequentemente observada a formacdo e expressdo de uma “memoria de
hidrata¢do” nas sementes dessa espécie, o que pode influenciar sua germinagdo em condig¢des
desfavoraveis. De acordo com Lima & Meiado (2017; 2023), apds a passagem pelos ciclos de

hidratacdo e desidratacdo (ciclos de HD), as sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis
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aumentam sua taxa de germinagdo, podendo alcancar até 90% de germinabilidade. Portanto, as
sementes ndo sdo dispersas inviaveis, mas requerem condi¢des especificas para germinarem no
ambiente. Nesse sentido, Lima & Meiado (2023) concluiram que as sementes produzidas na
estacdo seca sdo submetidas a ciclos naturais de HD, mesmo durante a estacdo chuvosa, devido a
disponibilidade hidrica limitada nas camadas superficiais do solo onde essas sementes sdo
dispersas. Durante esse processo, as sementes aumentam sua capacidade germinativa e
desenvolvem maior tolerdncia a condigdes de déficit hidrico, melhorando suas chances de
estabelecimento e sobrevivéncia na estacdo seca seguinte. Em contrapartida, as sementes
produzidas na esta¢do chuvosa passam por ciclos de HD também durante a estacdo seca, quando
ainda ha baixa precipitagdo, 0o que aumenta suas taxas de germinagdo e suas chances de
estabelecimento na estagdo chuvosa subsequente, uma vez que essas sementes S0 menos
tolerantes ao déficit hidrico (Lima & Meiado, 2023).

Além disso, a germinacdo das sementes de P. catingicola subsp. salvadorensis varia de
acordo com a populacdo estudada. Medeiros et al. (2015), ao analisarem a germinacdo das
sementes dessa espécie em trés populacdes localizadas na Caatinga, no interior da Paraiba,
observaram que as sementes coletadas no municipio de Arara (80,5%) e Boa Vista (79,2%)
apresentaram taxas de germinacao superiores as de Areial (56,7%) quando testadas em condi¢des
controladas. Lima & Meiado (2017), ao compararem a germinacao das sementes de P. catingicola
subsp. salvadorensis em duas populagdes localizadas nos ecossistemas de Caatinga e Restinga, no
estado de Sergipe, observaram que as sementes produzidas na Caatinga apresentaram 20% de
germinagdo, enquanto as sementes da Restinga alcangcaram 80%. Os autores atribuem essas
diferengas no comportamento germinativo da espécie entre as populacdes a diversos fatores: (1) a
ampla distribuicdo da espécie, que ocorre desde o Reconcavo Baiano até o Ceard e conta com
populagdes de centenas de individuos (Lavor et al., 2020); (2) a autoincompatibilidade, que exige
polinizagdo cruzada entre diferentes individuos para a producao de sementes (Rocha et al., 2007);
(3) a idade dos individuos, uma vez que frutos foram coletados de plantas com diferentes idades,
o que pode afetar a quantidade e a qualidade das sementes produzidas (Lima & Meiado, 2017); e
(4) ao padrdo continuo de floracdo e frutificacdo ao longo do ano, que expde os individuos as
variagdes sazonais do ambiente durante seu periodo reprodutivo (Lima & Meiado, 2017).

A presenca de flavonoides, taninos, acidos organicos, antocianinas, esteroides e

terpenoides ja foi detectada em frutos de algumas espécies de cactos colunares como, por exemplo,
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em Pilosocereus arrabidae (Lem.) Byles & G.D. Rowley (Gongalves et al., 2015), Pilosocereus
pachycladus F. Ritter (Souza et al., 2015; Brito-Filho et al., 2017) e Xiquexique gounellei (F.A.C.
Weber) Lavor & Calvente subsp. gounellei, que apresentam alta concentragdo de compostos
fenolicos (Nascimento et al., 2011; Maciel et al., 2016). Essas caracteristicas sdo possiveis
indicadoras de respostas alelopaticas, como observado por Santos et al. (2019), que demonstraram
em seu estudo que a polpa funicular dos frutos de X. gounellei subsp. gounellei afeta
significativamente a germinagdo das sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae), bem como das
sementes da propria espécie, causando, assim, um efeito de alelopatia e autoalelopatia,
respectivamente.

Neste estudo, foi observada a presenca de alguns metabolitos responsaveis por inibir ou
retardar o processo germinativo. A nicotinamida, presente no extrato de AcOEt, ¢ um precursor da
vitamina B3 e, em sementes, esse composto ¢ conhecido por inibir o crescimento embrionario
(Zheng et al. 2005). As lactonas, também encontradas nos frutos, podem desempenhar um papel
semelhante, inibindo o processo germinativo (Oster et al.1997). No extrato de AcOEt, foram
detectados compostos como: acido trednico, 1,4-lactona; lactona e 4cido ribonico-1,4-lactona.
Outros metabolitos que podem atuar como aleloquimicos retardando ou até mesmo bloqueando o
processo germinativo a depender da concentragdo, sdo os acidos graxos e seus derivados, que
foram encontrados nas nossas amostras para os extratos de AcOEt e Hex. Esses compostos podem
atuar sinergicamente a depender do comprimento da cadeia carbdnica, o nimero de insaturagdes
e as posicdes das ligagdes duplas (C=C) (Charoenying et al., 2022). Os esteroides como
campesterol, estigmasterol e B-sitoesterol foram detectados no extrato de Hex como sendo os
compostos que mais contribuiram para diferenciagdo entre os fatores. Na literatura ¢ possivel
observar que esses compostos mostram varios graus de atividade alelopatica em ervas daninhas
comuns ¢ leguminosas (Land et al., 2017; Erida & Saidi, 2019). Dessa forma, descartamos a
possibilidade do efeito autoalelopatico tenha sido causado por um potencial osmoético negativo das
solugdes aplicadas nos testes de germinagdo (Tabela S1).

E importante destacar que fatores abi6ticos, como temperatura e precipitacio, influenciam
diretamente o potencial alelopatico das plantas (Pedrol et al., 2006). Isso ocorre porque o tipo e a
quantidade de aleloquimicos sintetizados e liberados no ambiente pelas plantas sdo regulados pelas
condi¢des ambientais em que estdo inseridas (Van Donk & Van de Bund, 2002). Em nossos

resultados, foi possivel observar variagdes nas abundancias relativas dos metabolitos detectados
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nos extratos de AcOEt e Hex, produzidos a partir da polpa funicular dos frutos de P. catingicola
subsp. salvadorensis, coletados em diferentes ecossistemas e sob distintas condi¢des sazonais.
Essas variagdes nas abundancias relativas resultaram em respostas autoalelopaticas distintas entre
as populagdes ao longo das diferentes estacdes do ano, o que corrobora a primeira hipotese
proposta neste estudo. Durante a estagdo chuvosa, foi observado um efeito autoalelopatico mais
intenso, associado as maiores abundancias dos metabolitos presentes nos extratos. Em contraste,
na estagdo seca, esses compostos foram detectados em menores concentragdes, o que reduziu
significativamente o efeito da autoalelopatia.

Além disso, observamos variagdes intraespecificas nas concentracdes de metabolitos
associados as respostas autoalelopaticas, corroborando a segunda hipotese deste estudo. Essas
diferengas sdo atribuidas a plasticidade fenotipica das populacdes em resposta as condig¢des
abidticas especificas dos ecossistemas onde as populagdes se desenvolvem (Pardo et al., 2018). A
variacdo geografica nas caracteristicas quimicas das plantas ¢ influenciada ndo apenas pelas
condi¢des ambientais, mas também pelos padrdes filogeograficos. Isso ocorre porque populagdes
localizadas ao longo da distribui¢ao de uma espécie podem diferir em termos de tempo desde a
colonizagdo e parentesco genético, refletindo variacdes adaptativas e historicas especificas (Eckert
et al., 2008). Esses fatores ajudam a explicar as respostas autoalelopaticas distintas observadas
entre as populacdes em diferentes ecossistemas e condi¢des sazonais aqui estudados.

Nesse sentido, a dispersdo das sementes por animais frugivoros ¢ de suma importancia para
remogao desses compostos pelo trato digestivo. Ao atingirem a maturagdo completa, os frutos de
P. catingicola subsp. salvadorensis se abrem e expdem a polpa funicular magenta. Essa polpa ¢
consumida por diversos animais frugivoros, como o lagarto Tropidurus semitaeniatus (Spix, 1825)
(Squamata: Tropiduridae) (Lima-Silva et al., 2021) e varias espécies de aves, incluindo Forpus
xanthopterygius (Spix, 1824) (Psittacidae), Mimus saturninus (Lichtenstein, 1823) (Mimidae),
Paroaria dominicana (Linnaeus, 1758) (Thraupidae), Tangara sayaca (Linnaeus, 1766)
(Thraupidae) e Tachyphonus rufus (Boddaert, 1783) (Thraupidae) (Santos et al., 2019). Esses
animais podem contribuir para a dispersdo das sementes, embora sejam necessdrios estudos
especificos para avaliar a eficidcia da germinacdo das sementes apds a passagem pelo trato
digestivo, a fim de identificar quais espécies realmente promovem uma dispersao eficiente (Gomes
et al., 2017). Assim, os animais frugivoros, ao consumirem a polpa como recurso alimentar,

desempenham um papel essencial na rede de interagdes troficas, contribuindo para a dispersao de
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sementes das plantas carnosas nos diferentes habitats em que atuam (Romeu et al., 2020), além de

removerem a barreira quimica que podem causar um efeito autoalelopatico.

Conclusao

Com os resultados deste estudo ¢ possivel concluir que ha um efeito autoalelopatico da
polpa funicular dos frutos de P catingicola subsp. salvadorensis e esse efeito ¢ influenciado tanto
pela sazonalidade quanto pelo ecossistema de ocorréncia das populagdes. Os extratos de menor
polaridade, Hex e AcOEt, destacaram-se como os principais inibidores, alterando de forma
consistente os parametros germinativos e impactando negativamente o comportamento
germinativo das sementes. Além disso, a intensidade desse efeito varia de acordo com a
concentragdo dos extratos aplicados. Essas respostas negativas a germinagdo estdo associadas a

presenga de metabolitos pertencentes as classes quimicas das lactonas, esteroides e acidos graxos.
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TABELAS
Tabela 1. Valor de grau de liberdade (gl), R?, Valor de Fisher (F) e de Pr(>F) para Anélise de
Variancia Permutacional Multivariada para os fatores estacao, populagao, extragdo e concentragao

para os parametros que caracterizam o comportamento germinativo.

gl R? F Pr(>F) Sig?
Estacao 1 0,3248 248,84 0,001 *H*
Ecossistema 1 0,0060 2,9244 0,083
Extrato 3 0,0752 12,896 0,001 roxk
Concentragao 5 0,1213 13,069 0,001 ok

2 Caodigo de significancia: 0 “***>0.001 “***0.01 “**0.05 <."0.1 “’ 1
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Tabela 2. Valor de grau de liberdade (gl), Valor de Fisher (F) e de Pr(>F) para Andlise de

Betadisper para os fatores estacdo, populagdo, extragdo e concentracdo para os pardmetros que

caracterizam o comportamento germinativo.

gl F Pr(>F) Sig®
Estacao 1 15.518 0.39405 *okok
Ecossistema 1 1.1405 0,2862
Extrato 3 2,1359 0,0984
Concentragao 5 7,6583 6,16907 3k

2 Cddigo de significancia: 0 “***>0.001 “**’0.01 “**0.05 <.”0.1 ~’
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Tabela 3. Metabdlitos detectados via GC-MS para o extrato de Acetato de Etila (AcOEt) produzidos a partir da polpa funicular dos

frutos de [Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] coletados durante a

estacdo chuvosa e seca nas populagdes que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga na regido Nordeste do Brasil.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto Cosseno IRL IRL (Nist) IRL(GMD) IRL (MassBank) Nivel
1 8,84 Amidas Ureia® 0,83 - 1237,0 1235,0 1238,0 2
2 9,71 Aminas Etanolamina 0,80 1271,0 1269,0 1261,0 1262,0 2
3 10,98 Acidos Orgéanicos Acido succinico 0,93 1321,2 1321,0 1311,0 1317,0 2
4 11,34 Acidos Organicos Acido metilsuccinico 0,85 1334,0 1333,0 1325,0 1330,0 2

11,43 Pirimidinas Uracil® - 1350,0 1346,0 1335,0 1333,0 2
5 11,68 Acidos Orgéanicos Acido glicérico® - 1347,0 1347,0 1320,0 1341,0 2
6 11,88 Acidos Organicos Acido fumarico 0,75 1354,0 1353,0 1347,0 1349,0 2
7 11,97 Acidos Organicos Acido fumarico® 0,81 1357,0 1358,0 1347,0 1349,0 2
8 12,49 Aminoacidos Serina 0,72 1376,0 1380,0 1352,9 1379,4 2
9 12,72 Lactonas Acido treénico, 1,4-lactona - 1385,0 1385,0 1373,0 - 2
10 13,54 Acidos Organicos Acido glutérico 0,81 1415,0 1410,0 1401,4 1406,0 2
11 14,13 Aminoacidos B-Alanina 1439 1439 1426 - 2
12 Acido eritrénico-1,4-

14,24 Lactonas lactona - 1443,0 1427,0 1432,0 - 2
13 14,81 Acidos graxos e Acido caprico (Cio0) 0,81 1465,0 1462,0 1456,1 - 2

derivados

14 15,29 Niacinamidas Nicotinamida 0,78 1483,0 1478,0 14743 - 2
15 15,52 Acidos Organicos Acido citramalico - 1492.0 1487,0 1464,0 1486,0
16 15,98 Acidos Organicos Acido malico 0,97 1511,0 - 1479,0 1498,0 2
17 16,27 Monossacarideos B-2-Desoxi-D-ribose? - 1523,0 1530,0 - - 2
18 16,59 Aminoéacidos 5-Oxo-L-prolina 0,92 1535,9 1529,0 1521,0 1535,0 2
19 16,65 Polidis meso-Eritritol 0,89 1538,4 1535,0 - 1525,0 2
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20
21
22
23

24
25

26
27
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

17,52
17,63
17,96
18,13

18,87
19,10
19,32
19,50
19,53

19,80
20,05
20,11
20,28
20,46
22,45
22,81
2333
23,61
25,43
25,91
26,53
26,68
27,01
27,42

Acidos de Agticares
Feniletantides
Acidos Orgéanicos
Acidos organicos
aromaticos
Acidos Orgéanicos
Aminoacidos
Fendlicos
Fendlicos

Monossacarideos

Acidos de Agticares
Monossacarideos
Piranos
Monossacarideos
Monossacarideos
Polidis
Acidos de Aglicares
Fenolicos
Monossacarideos
Monossacarideos
Monossacarideos
Acidos de Agticares
Polidis
Monossacarideos

Acidos de Aglicares

Acido tredénico?
Tirosol
Acido eritronico®

Acido fenilatico?

Acido tartarico®

Fenilalanina

Acido 4-hidroxifenilacético

Protocateualdeido®
Fucopiranose
Acido Ribonico-1,4-
lactona®
Ribose?
Acido kéjico
Arabinose®
Fucose?
Glicerol 3-fosfoato
Acido ribonico
Acido protocatecdico
Frutofuranose®
Glicose
Galactose
Acido galacturénico
Iditol
Glucopiranose®

Acido gluconico®

0,79

0,75
0,79

1574,1
1578,0
1592,0
1599,0

1629,8
1639.,0
1648,0
1624,0
1657,0

1672,5
1678,0
1681,0
1688.,0
1696,0
1785,0
1793,0
1829,0
1844.,0
1940,5
1964.,0
1996.,4
2004,0
2022,0
2044,0

1568,7
1567,0
1602,0

1622,4
1636,0
1648,0
1618,0
1658,6

1677,3
1680,1
1686,2
1690,0
1700,0
1787,0
1799,0
1828,0
1842,0
1937,0
1965,0
1956,5
1988,0
2025,0
2043,0

1546,0
1575,3

1628,9
1629,6

1678,9
1665,0
1685,0

1714,0
1750,5

1580,0

1599.,0

1620,9
1626,7

NN NN NN NN

— NN

[NCREEN \C T (SR S 2 I S I (S R (S (ST S T S
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44
45
46
47
48
49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59
60

27,91
27,96
28,93
29,46
29,82
30,26

30,51

30,60

30,71

31,06

34,31

34,74

35,82

36,80

37,07

37,75
39,23

Acidos Organicos

Glicosideos

Polidis

Acidos de Agticares

Monossacarideos

Fenolicos

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Nucleosideos
Dissacarideos
Acidos graxos e
derivados
Dissacarideos
Nucleosideos
Acidos graxos e

derivados

Acido dodecanodioico
Metil beta-D-galactosideo
Mio-inositol
Acido glucurdnico®
Xilose®
Acido 5-
hidroxiindolacético®

Acido linoléico (Cis:29,12)
Acido cis-oleico (Cis:1:9)
Acido trans-oleico (Cis:19)
Acido estearico (Cis:0)
Acido araquidico (C20:0)
Uridina
Lactulose®
1-Monopalmitina
Lactose

Adenosina

1-Monolinoleina®

0,69
0,71
0,72

0,94

0,94

0,77

0,94

0,81

0,79

0,76

0,68
0,86

2070,2
2072,9
2126,0

2155,7
2200,6

2215,0

22204

2227,0

2246,6

24440

2471,0

2540,0

2605,0

2623,0

2669,0
2772,0

2060,0

2129,0

2063,0

2157,0

2200,0

2214,0

2220,0

2229,0

2247,0

24420

2470,0

2587,0

2606,0

2625,0

2668,0
2780,0

2215,0

2209,9

2221,7

22254

2243,5

2453,8

2468,0

22129

2209,6

22174

2223,7

2236,0

2454,0

N =N NN
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61

62
63

64
65
66

39,23

39,47
40,18

41,75
45,80
46,88

Acidos graxos e
derivados
Iridoide
Acidos graxos e
derivados
Dissacarideos
Esteroides

Esteroides

1-Monolinoleina®

Aucubina®

Acido lignocérico (Cas0)

Melibiose®
Campesterol

[-Sitosterol

0,74

0,90
0,88

2772,0

2789,0
2840,0

2960,0
3274,0
3364,5

2780,0

2768,9
2835,0

2950,0
3263.,0
3356,0

28344

3298.,0
3385,8

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

IRL: indice de retengdo linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: estereoisdmeros produzidos pela reagao de metoximagao.
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Tabela 4. Metabolitos detectados via GC-MS para o extrato de Hexano (Hex) produzidos a partir da polpa funicular dos frutos de

[Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)] coletados durante a estacio

chuvosa e seca nas populagdes que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga na regido Nordeste do Brasil.

Pico TR (min) Classe Provavel Composto Cosseno IRL IRL (Nist) IRL (GMD) IRL (MassBank) Nivel
1 10,20 Polidis Glicerol 0,81 1287,5 1289,0 1262,3 1283,0 2
2 10,25 Polidis Glicerol” 0,97 1287,5 1289,0 1262,3 1283,0 2
3 Acidos graxos e

11,02 derivados Acido 2-octendico 0,84 1323,0 1313,0 - - 2
4 Acidos graxos e

11,06 derivados Acido 2-octendico” 0,85 1324,0 1313,2 - - 1
5 11,14 Acidos Orgéanicos Acido succinico 0,86 1327,0 1321,0 1311,0 1317,0 2
6 Acidos graxos e

11,20 derivados Acido mevalénico, lactona 0,70 1329,4 1359,0 1378,7 - 2
7 Terpenos 4,4,6-Trimetil-ciclohex-2-en-

11,77 1-ol® - 1350,0 - - - 2
8 Acidos graxos e

12,26 derivados Acido nonanéico? (Co:0) - 1368,0 1355,0 1361,0 1361,0 2

13,34 Aminoacidos Arginina 0,74 1408,5 1386,0 - - 2
9 15,45 Acidos Organicos Acido malico 0,83 1487,0 - 1479,0 1476,0 1
10 Acidos graxos e

17,55 derivados Acido 10-undecinoico - 1576,0 1568,7 - - 2
11 18,73 Acidos Organicos Acido tartarico® - 1624,0 1622,4 1628,9 1621,0 2
12 18,83 Acidos Organicos Acido pimélico 0,70 1630,0 1612,0 1596,6 1606,0 2
13 Acidos graxos e

20,64 derivados Acido subérico (Cs:o) 0,81 1703,3 1710,0 1699,0 1700,0 2
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14

15

16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

22,73

24,69
26,17

27,12

27,53

30,50

30,60

30,72

34,32

34,78

35,17

36,31

36,8

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Polidis
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e

derivados

Acidos graxos e
derivados
Alcanos
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e

derivados

Acido azelaico (Cs:0)

Acido sebacico (Cie:0)
Manitol?

Acido palmitoléico
Acido palmitico (Ce0)
Acido linoléico (Cis:2:9,12)
Acido cis-oleico (Cis:1:9)
Acido trans-oleico (Cis:1.9)
Acido araquidico (C20:0)
Acido 10,16-
dihidroxihexadecandico,
éster metilico®
n-Pentacosano (Cas)

2-Monopalmitina®

1-Monopalmitina

0,77

0,93

0,81

0,94

0,94

0,93

0,93

0,78

0,89

0,79

1797,6

1903,0
1978,0

2028,8

2049,0

2214,6

22204

2227,0

24440

2472,0

2498,0

2570,3

2605,0

1807,0

1904,0
1975,0

2030,0

2050,0

2214,0

2220,0

2229,0

24420

2470,0

2576,0

2606,0

1790,7

1885,6

2029,7

2045.,4

2209,9

22217

2225,0

2454,0

2499,3

1900,0

2025,0

2038,4

2209,6

2217,4

22240
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27

28
29

30
31

32

33
34
35
36
37

37,35
38,17

39,27
39,37

39,6

40,18
40,97
45,80
46,18
46,88
47,01

Acidos graxos e
derivados
Alcanos
Acidos graxos e
derivados
Glicerideos
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Alcanos
Esteroides
Esteroides
Esteroides

Esteroides

Acido beénico (Ca2:0)

n-Heptacosano (C27)

1-Monolinoleina®

1-Monooleoilglicerol

1-Monostearina

Acido lignocérico? (Cas)
n-Nonancosano® (Cz9)
Campesterol
Estigmasterol
[-Sitosterol

Estigmastanol

0,80
0,88

0,71

0,75

0,90
0,83
0,88
0,70

2642,0
2698,0

2774,0
2781,3

2797,2

2840,0
2893,0
3274,0
33054
3364,5
3376,1

2644,0

2780,0

2788,0

2806,0

2835,0

3263.,0

3305,0

3356,0
3349,0

2650,6
2699,2

2754,1

2834.,4
2893,9
3298.,0
3319,3
3385,8
3365,8

2637,5

NN DN NN

TR (min): tempo de retengdo em minutos.

*Anotacao considerando a biblioteca de espectrometria de massas NIST 2.0.

IRL: indice de retengao linear.

GMD: Banco de Dados de Metaboloma de Golm.

(-): indice de retengdo linear ndo encontrado no banco de dados.

Reisdorph et al. (2020) explica como 1: Compostos identificados (anotacdo corroborada pela biblioteca interna) e 2: Compostos putativamente anotados.

*: estereoisdmeros produzidos pela reagao de metoximagao.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Localizagdo das areas de coleta dos frutos de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles &
Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) no municipio de Nossa Senhora de
Gloria, localizado no Alto Sertdo do Estado de Sergipe, area de Caatinga e no municipio de Aracaju
ambiente que pertence as Restingas da Costa Atlantica. As coletas foram realizadas entre os meses
de junho de 2023, momento de maior precipitagdo para ambos os ecossistemas, variando entre
200.6 mm para Restinga e 85.6 mm para Caatinga, e no més de dezembro com precipitagdes de
34.6 mm para Restinga e 6.8 mm para Caatinga (INMET, 2024).

Figura 2. Germinabilidade (%) das sementes de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles &
Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da polpa funicular
dos frutos da propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOEt), Hexano
(Hex), Metanol (MeOH) e Agua (H20), nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg
mL!. Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de significincia de p < 0,05.
Figura 3. Velocidade Média de Germinagdo (dias) das sementes de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da
polpa funicular dos frutos da préopria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila
(AcOEt), Hexano (Hex), Metanol (MeOH) e Agua (H.0) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25;
0,50; 1,0 e 2,0 mg mL"!. Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de
significancia de p < 0,05.

Figura 4. Coeficiente de Variacdo de Tempo CVt (%) das sementes de Pilosocereus catingicola
(Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da
polpa funicular dos frutos da préopria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila
(AcOEt), Hexano (Hex), Metanol (MeOH) e Agua (H20) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25;
0,50; 1,0 e 2,0 mg mL"!'. Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de
significancia de p < 0,05.

Figura 5. Sincronia das sementes de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da polpa funicular dos frutos da
propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOEt), Hexano (Hex),
Metanol (MeOH) e Agua (H20) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg mL-1.

Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de significancia de p < 0,05.
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Figura 6. ts0) Farooq das sementes de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da polpa funicular dos frutos da
propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOEt), Hexano (Hex),
Metanol (MeOH) e Agua (H20) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg mL™".
Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de significancia de p < 0,05.

Figure 7. Incerteza (bit) das sementes de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp.
salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) frente a extratos da polpa funicular dos frutos da
propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOET), Hexano (Hex),
Metanol (MeOH) e Agua (H20) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg mL".
Dados expressos em média + intervalo de confianga com nivel de significancia de p < 0,05.

Figura 8. Comportamento germinativo de sementes de Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles &
Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae) caracterizados pelos pardmetros de
Germinabilidade (%), tso%) Farooq, Velocidade Média de Germinacdo (VMG), Coeficiente de
Variacao de Tempo (CVt), Sincronia e Incerteza, frente a extratos da polpa funicular dos frutos da
propria espécie produzidos a partir dos solventes Acetato de Etila (AcOEt), Hexano (Hex),
Metanol (MeOH) e Agua (H20) nas concentragdes de 0,0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg mL™".
Os extratos foram produzidos a partir de frutos coletados no municipio de Nossa Senhora da Gloria
(Ecossistema de Caatinga) e em Aracaju (Ecossistema de Restinga) do Estado de Sergipe, Brasil,
durante os meses de junho de 2023, momento de maior precipitagdo e em dezembro, momento de
menor precipitacdo. Resultados para (a) Estacdo, (b) Ecossistema, (¢) Extrato e (d) Concentragdo.
Figura 9. Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) dos metabdlitos
presentes no extrato de AcOEt realizado a partir da polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus
catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)],
coletados no ecossistema da Caatinga durante as estagoes chuvosa (CC) e seca (CS) e na Restinga
durante as estacdes chuvosa (RC) e seca (RS) (a). (b) Resultados para a Importancia das Variaveis
na Proje¢do (VIP > 1), dados expressos em mg g'!' de material vegetal escalonados em logjo.

Figura 10. Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) dos metabdlitos
presentes no extrato de Hex realizado a partir da polpa funicular dos frutos de [Pilosocereus
catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi (Cactaceae)],

coletados no ecossistema da Caatinga durante as estagdoes chuvosa (CC) e seca (CS) e na Restinga
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durante as estacdes chuvosa (RC) e seca (RS) (a). (b) Resultados para a Importancia das Variaveis

na Proje¢do (VIP > 1), dados expressos em mg g'!' de material vegetal escalonados em logio.
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Figura 2.
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Figura 3.

Caatinga Restinga
10.04
7.54
Q
=
5.0 g
2
o
254
g Extrato
5 001 & AcOEt
o 4 H20
S 10.0 !
§ ‘@ Hex
= ‘@ MeOH
7.54
ow
5.0 @
8
254
0.0
=) & Q 8 o o o & Q 3 o o
=] S S S - o =) S S S - o

Concentragao (mg/mL)

130




Artigo 11

Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 7.
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Figura 8.
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Figura 9.
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Figura 10.
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Apéndice S1, Figura S1. Cromatogramas gerados a partir de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas dos extratos produzidos a partir da polpa funicular dos frutos de
Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi
(Cactaceae) em Acetato de Etila (AcOEt) coletados durante a estacao chuvosa (a) e seca (b) nas

populacdes que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.
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Apéndice S1, Figura S2. Cromatogramas gerados a partir de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas dos extratos produzidos a partir da polpa funicular dos frutos de
Pilosocereus catingicola (Glirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.) Zappi
(Cactaceae) em Hexano (Hex) coletados durante a estagao chuvosa (a) e seca (b) nas populagdes

que ocorrem nos ecossistemas de Caatinga e Restinga.
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Apéndice S1, Figura S2. Valida¢des do modelo PLS-DA para a selegdo de metabolitos com base
nos escores de Importancia da Variavel na Projecao (VIP). (a) Grafico de validagdo LOOCYV para
o extrato de Acetato de Etila (AcOEt) e (B) para o de Hexano (Hex)
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Apéndice S2, Tabela S1. Potencial osmotico (¥s), expresso em MPa, calculado a partir da
condutividade elétrica (uS-cm™) de solugdes preparadas com os extratos da polpa funicular dos
frutos de Pilosocereus catingicola (Giirke) Byles & Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.)
Zappi (Cactaceae). As solugdes foram diluidas em dgua destilada na concentra¢do de 2 mg-mL™"
e medidas a 25 °C. Os extratos foram obtidos com Hexano (Hex), Acetato de Etila (AcOEt),
Metanol (MeOH) e Agua (Hz0) dos frutos que foram coletados durante as estagdes chuvosa e seca

nas populacdes dos ecossistemas de Caatinga e Restinga.

Populacao Estacio Extrato pS-em™ MPa
Caatinga Chuvosa H-0 172,9 0,006
Caatinga Chuvosa MeOH 113,9 0,004
Caatinga Chuvosa AcEOt 131,0 0,004
Caatinga Chuvosa Hex 25,1 0,000
Restinga Chuvosa H-0 291,0 0,010
Restinga Chuvosa MeOH 145,7 0,005
Restinga Chuvosa AcEOt 74,3 0,002
Restinga Chuvosa Hex 17,2 0,000
Caatinga Seca H»0 318,0 0.011
Caatinga Seca MeOH 212,0 0.007
Caatinga Seca AcEOt 212,0 0.007
Caatinga Seca Hex 57,8 0.002
Restinga Seca H»0 337,0 0.012
Restinga Seca MeOH 236,0 0.008
Restinga Seca AcEOt 201,0 0.007
Restinga Seca Hex 26,9 0.000

*Os dados em MPa foram calculados com base no trabalho de Villela et al. (1991).
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta o primeiro registro de metabdlitos identificados na polpa funicular
dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis, oferecendo contribui¢des relevantes para o
entendimento do metabolismo dessa espécie. Os resultados obtidos elucidaram as adaptagdes
ecofisiologicas da espécie aos diferentes ecossistemas em que ocorre, considerando as variagdes
da sazonalidade. Durante a estagdo chuvosa, observou-se um ajuste significativo no metabolismo
de carboidratos, com destaque para as vias de biossintese de galactose, amido e sacarose, o ciclo
do TCA e os aclcares amino e nucleotideos. Além disso, ocorreram alteragdes marcantes no
metabolismo de aminoacidos e glicerolipideos, acompanhadas por mudancas significativas nas
vias de biossintese de cutina, suberina e ceras, bem como no metabolismo do acido linoleico e dos
acidos graxos. Em contrapartida, durante a estagdo seca, houve uma reducdo no impacto dessas
vias metabdlicas, com maior predominancia de compostos da fase ndo polar, especialmente
monoacilgliceréis. Esses achados fornecem uma visao abrangente das respostas metabolicas dessa
espécie as condi¢des ambientais, destacando sua capacidade adaptativa e o papel das condi¢des
sazonais no direcionamento de seu metabolismo.

Nesse contexto, as extragdes realizadas com diferentes solventes organicos revelaram
variag0es significativas nas concentracdes dos compostos entre as estagdes e as populagdes,
demonstrando que a sazonalidade ndo apenas regula a sintese metabdlica, mas também influencia
a distribui¢cdo e a predominancia dos metabolitos, ajustando-os as condi¢des ambientais de cada
periodo. Esse ajuste metabolico estd diretamente relacionado ao efeito autoalelopatico da polpa
funicular dos frutos de P. catingicola subsp. salvadorensis, que ¢ modulado tanto pela sazonalidade
quanto pelo ecossistema de ocorréncia das populagdes. Os extratos de menor polaridade, como
Hex e AcOEt, destacaram-se como os principais agentes inibidores, alterando consistentemente os
parametros germinativos e prejudicando o comportamento germinativo das sementes. Ademais, a
intensidade desse efeito varia conforme a concentragdo dos extratos aplicados. As respostas
negativas a germina¢do foram associadas a presenga de metabdlitos pertencentes as classes
quimicas das lactonas, esteroides e acidos graxos, reforcando o papel dessas substancias na

regulacdo das interacdes ecologicas dessa espécie.
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