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Aspectos morfofisiologicos de quatro espécies deportancia econémica e bioldgica para

areas de restinga

RESUMO

Parametros como precipitacdo anual e variacao miendsidade influenciam nas caracteristicas
morfofisiolégicas de espécies arboreas tropicam. flbrestas de restinga estes parametros séo
intensificados ja que além da alta incidéncia lws& o solo é arenoso com baixa retencao hidrica
e pobre em nutrientes. Assim diante de um ambieate tantas limitagdes como as plantas
respondem aos diferentes niveis de precipitacmmobsidade? Para responder esta questdo foram
selecionadas quatro espécies lenhosas de impar@rmnomica e biologica para as restingas, onde
0s objetivos do estudo foram (a) analisar em andbieaitural as alteracdes morfofisiologicas destas
quatro espécies em dois niveis de precipitacdo @ebuvoso) e luminosidade (sol e sombra); e (b)
analisar em casa de vegetacao a capacidade dén@aildeManilkara salzmanni(A. DC.) H. J.
Lam. (Sapotaceae) submetidaliferentes regimes de déficit hidrico. Foram iadals medidas de
trocas gasosas, determinacdes bioquimicas do teegidal, fluorescéncia da cloroféee atributos
anatdbmicos (indice (IE) e densidade estomatica (BEgspessura do mesofilo (parénquimas
palicaddico e lacunoso). Em ambiente natural, dbwtrs fisiologicos e bioquimicos responderam
significativamente a variacdo de precipitacdo, antpu a luminosidade pouco influenciou nas
respostas das plantas nestes parametros, ja eg@daelas atributos anatémicos a luminosidade foi o
fator que mais influenciou nas respostas das Eamarante a estacdo seca as folhas de sol e
sombra, das quatro espécies, apresentaram redasAdaxas de fotossintese, transpiracdo e
condutancia estomatica, além de aumento na teroperfaiiar. Na estacdo seca independente da
luminosidadeAndira fraxinifolia pouco alterou seus parametros bioquimicos, entcetaas folhas

de sol ajustou praticamente todos os atributoséameds avaliadosHancornia speciosa M.
salzmanniireduziram clorofilas totais e aumentaram a prolpaede periclinal externa e DE, além
disso M. salzmanniitambém acumulou mais carboidratos sollUveis teasob alta incidéncia
luminosa reduziu sua area foliar (AF). Bi@tium heptaphyllunpara tolerar as condi¢des hidricas
limitantes da restinga precisou ajustar 10 atribdigiologicos além de reduzir nas folhas de sol a
AF, no entanto apesar de todos o0s ajustes reafizimica Unica espécie a apresentar danos as
membranas. Nossos resultados demostram a imp@t@laciavaliacgdo de multiplos atributos
biologicos, quando se estuda em seu habitat natwesposta das plantas ao estresse ambiental. Em
casa de vegetacdo as plantas jovend.dealzmannidesenvolveram diferentes ajustes metabdlicos
para proteger seu aparato fotossintétgmh estresse moderado (25% de hidratacdo) as planta

investiram na protecdo das organelas envolvidad®toasintese; ja as plantas sob estresse severo
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(0% de hidratacdo) buscaram proteger suas paredelsres, dissipando o excesso de energia
luminosa de forma térmica. Apds 48 h de reidratal@cubstrato todos os parametros avaliados
foram restabelecidos, sugerindo a capacidade dkémeg da espécie. Estes resultados sao
importantes, pois demonstram que os individuosn®¥e salzmanniiconseguem se aclimatar em

ambientes passiveis de seca, caracteristica comuracessistemas de restinga, e por ser uma
espécie nativa e de ampla distribuicdo na costldira pode inclusive ser utilizada em programas

voltados a recuperacdo e manejo dessas areas.
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Morphophysiological aspects of species of econonand biological importance to coast
vegetation (restinga)

ABSTRACT

Parameters such as annual rainfall and variatiobrightness influence the morphological and
physiological characteristics of tropical tree specin coast vegetation forests (restinga forest)
these parameters are already intensified that ditiad to high light incidence, the soil is sandy
with low water retention and poor in nutrients. I8dore an environment with so many limitations
as plants respond to different levels of precimtatand light? To answer this question have been
selected four woody species of economic and biowgimportance to the restinga, where the
objectives of the study were (a) to analyze nataralironment in the physical and physiological
changes of these four species in two levels ofipitaton (dry and wet) and brightness (sun and
shade); and (b) to analyze in the greenhouse atsifenceManilkara salzmannii(A. DC.) HJ
Lam. (Sapotaceae) under different water stressmegyi Gas exchange measurements were
evaluated biochemical studies of plant tissue, rlsoence of chlorophyll a and anatomical
attributes (index (SI) and stomatal density (SDY @hickness of the mesophyll (palisade and
spongy parenchyma). In natural environment the iplogical and biochemical attributes answered
significantly the variation of precipitation, whitbée light had little influence in plant responses
these parameters, as compared to anatomical &sitbal light was the factor that most influenced
the responses of plants. During the dry seasonlethees of sun and shade, the four species,
decreased the rates of photosynthesis, transpiraiid stomatal conductance, and increase in leaf
temperature. In the independent brightness dryoseasdira fraxinifolia little changed their
biochemical parameters, however the sun leaveslsaist all evaluated anatomical attributes;
Hancornia speciosandM. salzmanniireduced total chlorophyll and increased prolirexaplinal
external wall and SD, alshl. salzmanniialso accumulated more total soluble carbohydrates
under high light incidence reduced its leaf ared)(lHave Protium heptaphyllumo tolerate the
limiting water conditions of the restinga neede¢ustd10 physiological attributes and reduce the
sun leaves the LA, however despite all adjustmentgle was the only species to submit
membranes damage. Our results demonstrate the tamper of evaluating multiple biological
attributes, when studying in their natural habite plant response to environmental stress. In the
greenhouse, the seedlingshdf salzmannideveloped different metabolic adjustments to mtots
photosynthetic apparatus under moderate stress (@6%ture) plans invested in protecting the
organelles involved in photosynthesis; The plamsgen severe stress (0% moisture) sought to
protect their cell walls, dissipating excess lighergy thermal shape. After 48 h of rehydration of
the substrate all parameters were restored, suggete kind of resilience. These results are
important because they show that young individlssalzmanniican acclimate likely in dry
environments, a common characteristic in spits ystems, and for being a native and widely
distributed in the Brazilian coast can even be usgatograms directed recovery and management
of these areas.
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1. INTRODUCAO

Em florestas tropicais, a luminosidade € um impueaparametro no processo de
aclimatacdo, uma vez que esta envolvida em ajdisiesdogicos e morfolégicos no sentido de
maximizar o ganho total de carbono (OSUNKOYA al. 1994, LEEet al. 1997). Sob alta
intensidade luminosa as principais caracteristi@senvolvidas pelas plantas sdo: aumento na
espessura foliar e densidade estomética, maioaglocde biomassa para as raizes, variacdo na
altura do caule e orientagcéo das folhas (DdtAl. 2004). A luminosidade pode inclusive explicar
padrdes de distribuicdo ecoldgica e geografica efgmecies, visto que as plantas apresentam
respostas distintas a variagdo de luz em ambidr@Esogéneos como o das florestas tropicais
(PETIT et al 1996, DUZet al. 2004). Varios autores destacam que a maioria @dedas tem a
capacidade de desenvolver folhas distintas, quamrdscem sob variacdo de luminosidade
(NUNEZ- OLIVEIRA et al. 1996, LEEet al. 2000), logo uma ampla variacdo foliar tem sido
descrita para varias espécies do complexo floAgtdatica brasileira submetidas a diferentes niveis
de luminosidade (SCARANG@t al. 1999; 2002).

Além da luz, o déficit hidrico é o fator ambientgie mais limita o crescimento e a
produtividade de uma espécie vegetal (BOYER 1982yeducdo no crescimento do vegetal
induzido pelo déficit hidrico é fortemente rela@da com o fechamento estomético em resposta a
baixa disponibilidade hidrica do solo, com efeitegativos diretos sobre a captacéo de didxido de
carbono (CQ atmosférico e, como resultado, queda na fotasséntiquida (OSMONDet al
1997). Uma consequéncia da diminuicdo da fotossnteduzida pelo fechamento estomatico é a
exposicao da planta ao excesso de energia lumiaagegl se ndo for efetivamente dissipada, pode
ser danosa ao complexo fotossistema Il (PSIl) (PEMP et al. 2010b, TAIZ & ZEIGER 2013)
podendo levar a morte do vegetal. A fotossinteggarficularmente sensivel as variacdes de

potencial hidrico da planta (POMPELLI &t 2010a), uma vez que a medida que os estdbmatos se
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fecham para economizar agua, priva a planta deac@aptde C@ atmosférico e o balanco de
carbono na planta passa a ser negativo, aumensapamlucao de radicais livres (OSMONDal
1997, NOCTORet al 2002). Assim a presenca de peroxido de hidrogéti®,) nos tecidos do
vegetal € um indicativo de quedas nas taxas fotigsgias em decorréncia do estresse ambiental,
sendo o déficit hidrico um dos mais importantes meggdes tropicais no mundo. Em geral, as
plantas respondem a seca através de alteracOesorfalogia, na fisiologia, em processos
bioquimicos e metabdlicos que coletivamente podemiliam a tolerar a seca (LONG &
HUMPHRIES 1994, BRAYet al. 2000). Apesar da importancia de estudos quentrd@potencial
hidrico e adaptacdes ao estresse ambiental, aisndims estudos ecofisioldgicos, contudo, estdo
centrados em culturas de importancia econémica consafé, cana-de-acucar, milho, etc (DA
MATTA 2003, SILVA et al. 2003, CHAVESet al. 2004) e ainda faltam informacfes sobre muitas
espécies nativas que possam ou hao apresentartamgarecondémica, especialmente em areas de
restinga.

Na regido nordeste do Brasil, as restingas ap@sealta riqueza e diversidade de espécies,
entretanto o aspecto geral da vegetacao estaamdaln a fatores abidticos, tais como solos pobres
em nutrientes, com baixa retencdo hidrica e elevadacentracbes salinas, além de elevadas
temperaturas e exposicao luminosa (KLEINI. 2007). Estes fatores ambientais podem auxiliar na
manifestacdo da plasticidade fenotipica das plaf@&bAGAS et al. 2008). Nos ultimos anos,
porém, a fragmentacdo da vegetacdo de restingadaugrincipalmente, pela intensa exploracéo
antropica (ZICKELet al. 2004) tem provocado varias alteracdes biologicas espécies que
compdem estas areas. Somado a isso 0 aumento diagdmp humana no entorno dos poucos
remanescentes de restinga tem agravado a situagée dcossistema. Assim, para a recuperacao e
manejo de areas degradadas se faz necessaridradegdo de plantas que possam proporcionar
além de certo grau de diversidade as florestapostss de sustentabilidade as atividades
econbmicas da populacdo humana do entorno dos dragsl Todavia, as espécies lenhosas da

restinga ainda ndo estdo bem caracterizadas, faltdonmacdes ecoldgicas, fisioldgicas e
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morfoanatdmicas, principalmente, aquelas relati@aglentificacdo das estruturas funcionais e
ambientais que auxiliem na conservacido desse stasi (ARAUJO & HENRIQUES 1984).
Assim, a proposta deste estudo foi responder agsndeg questdes: (a) Quais SGo 0S mecanismos
fisiologicos utilizados pelas plantas da restingeagolerar a baixa disponibilidade hidrica do solo
comum nesse ecossistema? (b) Nas espécies ardaresstinga as caracteristicas morfoanatémicas
das folhas estdo associadas a diferentes inteesidachinosas? Para responder estas perguntas
foram selecionadas as espéciasdira fraxinifolia Benth.,Hancornia specios&omes Manilkara
salzmannii (A. DC.) H. J. Lam eProtium heptaphyllum(Aubl.) Marchand, que além de
representativas de areas de restinga, demonstrapotgmcial econdmico interessante, ainda a ser

explorado, contudo, com poucos dados cientificogprovados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Aspectos Morfoanatdémicos

A anatomia foliar vem sendo estudada com diver§pstigos, no entanto, poucos estudos
utilizam estas caracteristicas sob o ponto de Yistalogico (AOYAMA & SAJO 2003). A
necessidade de trabalhos incluindo aspectos matiaimcos e fisioldgicos vem crescendo, uma
vez que a fragmentacao da vegetacao causadappiimente, pela intensa exploracéo das florestas
tropicais nos ultimos anos tem provocado variasagbes fisicas e biologicas nestas areas, como
resultado da reducdo dos ambientes naturais e mherda da incidéncia luminosa (CORREA
2007). Para Nascimené al. (1999) as modificagdes microclimaticas, ocasioagudo surgimento
de bordas florestais, tém acarretado mudancas mgasicdo das espécies e na estrutura dos
ambientes, com consequente alteracdes do micrtahaiterferindo na riqueza e composicédo das
espécies.

Durante o processo de aclimatacdo das espéciethad o 6rgdo da planta que responde
mais facilmente as condicdoes do ambiente e apeesemfeneticamente, uma amplitude de
tolerancia a essas variagdes que sdo capazesmdevamorespostas as mudancas no microambiente,
em maior ou menor grau (CHAGA& al 2008). Varios estudos indicam que 0s principais
mecanismos desenvolvidos pelos vegetais na teataly mitigar os efeitos danosos do meio
ambiente sdo principalmente mudancas na sua armaitmwmo presenca de cuticula, tricomas e
ceras e em sua area foliar (TAIZ & ZEIGER 2013).

Para a maioria das espécies vegetais, a supetfsigdolhas constitui a principal defesa
fisica contra estresses ambientais bioticos eiab8(CORREAet al.2008). Nas folhas das plantas
pode-se observar uma estrutura multiestratificadaetlas e hidrocarbonos denominada de cuticula
(DICKSON 2000). A cuticula ocupa toda a area sugialfdas folhas atuando como uma barreira
mecanica de protecdo contra 0 excesso de energiadsa (ao refletir a luz), além de agir na

restricdo da difusdo de agua e gases, e na peietds; patdbgenos como os fungos e insetos
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herbivoros (CORRE/t al. 2008, TAIZ & ZEIGER 2013). Além da cuticula, a egithe também
confere fundamental protecédo a &rea foliar daggdaprincipalmente pela barreira de protecao que
proporciona, constituindo uma maior rigidez as dsINTURNERet al. 1995). Essa rigidez
conferida as folhas é constituida por algumas Edades da epiderme juntamente com células de
parede espessada, como a hipoderme ou feixesrde flBURNERet al. 1995).

Muitas espécies vegetais sdo revestidas por agsndmdérmicos chamados tricomas, que
sdo projecOes das células da epiderme e apresémtian@s bastante variadas, podendo inclusive
acumular substancias como terpenos, gomas e/onofaiMEDEIROS & MORRETES 1995,
TURNER et al. 1995). Os tricomas séo estruturas adaptativagjesals para espécies vegetais de
ambientes secos ou com incidéncia luminosa intemsainda em ambientes onde os individuos
estdo expostos ao efeito direto dos ventos, jaimeedensa camada de tricomas controla a perda de
agua pela transpiracdo (MEDEIROS & MORRETES 1998RKBOURNIOTIS et al. 1999). As
plantas que apresentam tricomas dispostos densamansua superficie foliar sdo capazes de
preservar sua maquinaria fotossintética, uma vez ap tricomas tém a funcdo de reduzir a
temperatura foliar além de refletir a radiacéo rsolaidente (FAHN & CUTLER 1992, TAIZ &
ZEIGER 2013). Nesse contexto, algumas caractasstais como folhas espessas, textura coriacea,
presenca de cuticula, tricomas e hipoderme, alémndemesofilo mais espesso (células mais
alongadas do parénquima palicadico ou com um maionero de camadas) sdo consideradas
vantajosas para a adaptacéo das plantas ao espreisseeduzem a perda de agua e o excesso de luz
nas células dos tecidos foliares, além da acadedsvoros (CORREA 2007, TAIZ & ZEIGER
2013).

A éarea foliar € um importante parametro utilizadogpdeterminar o uso da agua pelas
plantas, sendo frequentemente considerada comaasgpasta fisiologica aos estresses ambientais,
especialmente o déficit hidrico (CIRILO & ANDRADEA6, BRITOet al. 2013). Sob condicdes
de limitacdo hidrica, o equilibrio entre a producde assimilados e a demanda para o

desenvolvimento dos oOrgaos reprodutivos é intenstamafetado pela reducdo na area foliar
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fotossinteticamente ativa, assim quando um ve@eéadposto ao déficit hidrico o seu potencial de
produtividade é severamente inibido (FERNANDE&Zal. 1996). No entanto, a limitacio da area
foliar pode ser considerada como uma das resptetiatipicas das plantas em relagdo ao déficit
hidrico, visto que a agua exerce papel fundamergamanutencdo da turgescéncia das células
(SANTOS & CARLESSO 1998). Alteracdes na forma folimmplica em uma area reduzida
diminuindo, portanto, a perda de agua e mantentlmgor das células por periodos mais longos
(BRITO et al. 2013). Ao manter o turgor em suas células as ggacbnseguem dar continuidade
aos processos de crescimento vegetal, mantendpaasdo e divisdo celular, consequentemente a
fotossintese (SANTOS & CARLESSO 1998). Mudancasonantacdo da area foliar, estando
perpendiculares aos raios solares pela manhd &lpasaestes a tarde, reduzem a exposicao a
radiacdo (PASTENES®t al 2005, LIZANA et al. 2006). Outra estratégia para evitar a perda de
agua € o enrolamento foliar que ocorre em virttalprésenca de células buliformes, muito comuns
em gramineas (INMAN-BAMBER & SMITH 2005). Sob défihidrico, a presenca de células
buliformes na epiderme das gramineas pode sepiatada como uma estratégia de tolerancia a
seca, visto que ao enrolar a folha vai ocorrer uhimainuicdo da superficie de transpiracao,
diminuindo assim as perdas de agua, além do exakssmergia luminosa (TAIZ & ZEIGER

2013).

Algumas caracteristicas xeromorficas sdo considsrach mecanismo de tolerancia a seca,
como folhas apresentando uma elevada relacdo vedupexficie, ou seja, pequenas e compactas,
com mesofilo espesso, parénquima palicadico masmelvido que o lacunoso, cujas ceélulas tém
grandes vacuolos para armazenar agua, pequeno e/alemespaco intercelular, rede vascular
compacta e, algumas vezes, com ceélulas pequermas, déso, a localizacdo dos estbmatos em
depressbes e na face abaxial pode auxiliar na deduta perda de agua pelas plantas

(VALLADARES & NIINEMETS 2008).
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2.2 —Folhas de sol e sombra

A luz é um fator fundamental no estabelecimentmed@senvolvimento das plantas em
florestas tropicais (SOUZAt al 2009, ROSSATTCet al. 2010). Sob diferentes condi¢gbes de
luminosidade, as plantas apresentam a capacidase agéaptarem, crescendo como plantas de sol
ou como plantas de sombra (TAIZ & ZEIGER 2013).mldisso, no dossel das arvores ocorre a
troca de energia e matéria através da superfidiar,fdogo a intensidade luminosa induz a
alterages na estrutura das folhas resultando #rasfale sol e de sombra no mesmo individuo
(HOLBROOK & LUND 1995). Este 6rgdo tem vasta vaddd de formas e tamanho, além de
ampla capacidade adaptativa aos diferentes ambjesgado geneticamente determinada para o
crescimento em baixa ou alta intensidade lumin8€dJZA et al 2009).

Em florestas tropicais, as folhas estdo diretamerpostas as variagbes do ambiente, tais
como: luz, temperatura, precipitacdo e nutrientessao. Estas caracteristicas sdo responsaveis
pelas variacdes morfoanatdmicas e fisiologicasasqstintas (TAIZ & ZEIGER 2013). Em estudos
de anatomia ecoldgica, as alteracdes na estrutliea flecorrente da variagdo ambiental é de
fundamental importancia na determinacdo das pmipstratégias envolvidas no processo de
aclimatacao e tolerancia das plantas ao estressierstal (SOUZA et al. 2009, TAIZ & ZEIGER

2013).

A folha é altamente especializada para a absorgdiozd apresentando propriedades morfo-
estruturais contrastantes entre os parénquimagsagdalo e lacunoso, resultando em uma absorcao
de luz mais uniforme (TAIZ & ZEIGER 2013). No ger&blhas expostas a maior intensidade
luminosa apresentam caracteristicas xeromorfieés,como: reducdo da area foliar, aumento na
guantidade e no comprimento das células do pamagpialicddico, conferindo a essas folhas
maiores taxas fotossintéticas, aumento na espedsuraesofilo e na concentracédo de cloroplastos
(VALLADARES & NIINEMETS 2008, SOUZAet al. 2009, ROSSATTt al. 2010). Ja as folhas

de sombra, apresentam uma éarea foliar maior, redogéspessura do mesofilo e diminuicdo na
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concentracdo de cloroplastos, granas mais largos de uma maior quantidade de clorofila b,
auxiliando assim numa melhor captacéo de luz difiesambiente (CARELLét al 2006).

Sendo assim, compreender a capacidade de respsgidadtas as variacdes locais quanto a
disponibilidade de recursos é fundamental para tendimento do equilibrio e dindmica das
comunidades florestais, especialmente para progetaggcuperacdo e manejo de areas degradadas.
Estes projetos devem ser embasados a partir des dant@os em estudos sistematizados de
caracteristicas das espécies vegetais que podel@azar as areas a serem recuperadas (DIAS

2005).

2.3 —Estratégias de tolerancia ao déficit hidrico: retes hidricas

Desde o inicio do século passado varios pesquissd@m investigado as diferentes
estratégias de tolerancia e adaptacdo das plaseEmRdKUDOYAROVAet al 2013), uma vez que
o déficit hidrico € uma condicdo periédica em divsr ecossistemas apresentando um impacto
negativo substancial no crescimento e desenvoltondas plantas (LECOEUR & SINCLAIR
1996). A limitacdo hidrica do solo promove um cbofentre a conservagdo da 4gua na planta e a
taxa de assimilacdo de g@ara producdo de carboidratos (TAIZ & ZEIGER 20183sim, as
plantas desenvolveram diversos mecanismos modifgicos auxiliando as mesmas a
sobreviverem em periodos de menor disponibilidadeda no solo.

Para a compreensdo das respostas das plantas iaib Wigfrico, € de fundamental
importancia avaliar a capacidade de armazenamentagda no solo e analisar a influéncia dos
mecanismos de aclimatacdo das plantas a reducabsplanibilidade hidrica. Uma vez que a
guantidade de agua disponivel as plantas variaatemtura e as caracteristicas fisicas do solo e,

em face desta variagcdo, as plantas apresentamerdder respostas em Seus mecanismos

morfofisiolégicos de tolerancia a seca (KIEHL 1979)
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Solos argilosos com textura mais fina retém aguarmaior quantidade que os solos de
textura arenosa, devido a maior area superficial goros menores entre particulas (TAIZ &
ZEIGER 2013). A medida que disponibilidade de agaasolo é reduzida, aumenta a sua forca de
retencdo pelas particulas do solo, consequenteraeatifieuldade de absor¢cdo de agua pelas plantas
€ intensificada (PIMENTEL 2004).

O déficit hidrico pode causar na vegetacdo pertdds primarias como a reducdo do
potencial hidrico, desidratacdo celular e resis#éharaulica; e perturbacbes secundarias como
reducdo da condutancia estomatica e das atividadtgbolicas, inibicdo fotossintética, diminuicao
da expansao foliar, abscisdo foliar, desestabdizage proteinas e membranas, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e morte ce{(Ql@LEY 1967, CAKMAK & HORST 1991,
GARAU et al 2008, PEREIRAet al 2009).

Quando o potencial hidrico do solo estd muito haim geral as plantas respondem
reduzindo ou inibindo o seu crescimento (BHARGAVA SAWANT 2013). A reducdo do
crescimento da parte aérea da planta, ndo impegl® gqueristema das raizes continue funcional
durante o periodo mais limitante, e logo que aslicdes hidricas do solo sejam restabelecidas, a
planta possa retomar seu processo de crescimertARBAVA & SAWANT 2013). Assim, a
inibicdo ou retardo no crescimento vegetal, poderiseo como uma resposta adaptativa do vegetal
as condicoes do ambiente (XIONGal 2006).

Além disso, a baixa disponibilidade hidrica do sameulta na perda de turgescéncia das
células, assim para evitar danos ao aparato fotéisb, uma das primeiras respostas fisiologicas
das plantas a seca é a reducdo de sua condutivielstdenatica (FLEXASet al. 2004,
MAFAKHERI et al. 2010). No entanto, o fechamento dos estdbmatos puogkcar tanto em
respostas positivas quanto negativas para as pIRtEDOYAROVA et al. 2013). A diminuicao
da condutividade estomatica traz como beneficiosdacdo na perda de agua por transpiracao (E)
e um aumento na eficiéncia do uso da agua (EUA)L{(EAet al. 2011, POMPELLIet al. 2010a,

RIVAS et al. 2013, SOUZAet al. 2010). Em geral, quando os estdmatos se fechamnspiracao
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declina mais rapidamente e em maior grau do qoéadintese (KUDOYAROVAt al 2013). No
processo de transporte de agua do sistema soltaq@mosfera, a transpiracdo desempenha um
importante papel, pois é a responsavel pela trigefidal do movimento de vapor de dgua e de ions
através da folha até a atmosfera, além de contpifama reduzir a temperatura foliar durante o dia
(PIMENTEL 2004). Assim, quanto mais baixas as ta@sranspiracdo na planta, menos agua sera
absorvida pelas raizes e transportada para asfifislENTEL 2004).

Se por um lado o fechamento dos estdbmatos eviasidrdtacdo das plantas submetidas a
limitacdo hidrica, por outro lado pode ocasionan& condutividade hidraulica das raizes até as
folhas (XIONGet al 2006), aléem da reducéo na captacdo de dioxidoadsno (CQ) essencial
para o processo fotossintético (MAFAKHERY al. 2010). A ma condutividade hidraulica pode
implicar na formacao de embolia nos vasos de xildinabolia consiste na formacéao de bolhas de
ar ao longo dos vasos xilematicos, com consequieteteupcao da passagem da agua para as partes
superiores do vegetal (PIMENTEL 2004). Ja a linditagle CQ, devido ao prolongamento do
fechamento dos estdématos, implica na formacao dieaia livres como as espécies reativas de

oxigénio (ERO), extremamente danosas ao aparaiquirhico (GILL & TUTEJA 2010).

2.4 — Estratégias de tolerancia ao déficit hidrifloorescéncia

Apesar da importancia das medidas de trocas gago€a® ) na determinacédo das taxas
fotossintéticas, no entanto, para avaliar os efeiteletérios nos cloroplastos, ocasionados pelas
diversas formas de estresse abiético, especialnoehi@inoso associado ao hidrico, apenas essas
medidas nédo sao eficientes (TAGIBA & PEZZOPANE 20®ara contornar essa problematica,
uma alternativa seria a avaliacdo da eficiénciagiwimica da fotossintese, obtida por meio das
diversas variaveis da fluorescéncia da clordiléSILVA-JR. et al.2012). Este método € aceito
dentre as analises uma vez que ndo destroi o tamdetal. Além disso, o rendimento da
fluorescéncia da clorofila revela o nivel de ex@m@mda energia no sistema de pigmentos que dirige

a fotossintese e fornece subsidios para avali@bigdo ou 0 dano no processo de transferéncia de
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elétrons do fotossistema Il (PSIl) (TAGIBA & PEZZARE 2007, YANG et al. 2007). Sob
condigBes ambientais extremas, eventos nos tilasgiddem ser seriamente afetados, inativando o
PSIl e a cadeia transportadora de elétrons queadiey@m ao ATP e NADPH interferindo, assim,
na eficiéncia da fotossintese (COS@&ttal. 2003, YANGet al. 2007).

Os principais parametros de fluorescéncia da dlarafavaliados nas plantas sob estresse
séo: fluorescéncia inicial {f; fluorescéncia maxima (fy, fluorescéncia variavel (Je rendimento
guantico maximo do PSIl ({F,), além dogjuenchinggotoquimico (qP) e ndo fotoquimico (NPQ)
(SCHREIBERet al. 1986). A fluorescéncia com todos os centros dgdeéabertos” € representada
por F referindo-se a emissao de fluorescéncia pelascmale de clorofilaa do complexo coletor
de luz do PSIl (KRAUSE & WEISS 1991). G, kndica a completa reducdo da quinona A)@
partir da incidéncia de um pulso de luz no cengoahcdo @ gerando fluorescéncia maxima. A
diferenca entre e k resulta na fluorescéncia variave| XFA F, representa o fluxo de elétrons do
centro de reacdo do PSII (P680) ate a plastoqui(ie@Qat) (TAGIBA & PEZZOPANE 2007). O
rendimento quéantico maximo € calculado comgFk = (Fq-Fo)/Fm (TAGIBA & PEZZOPANE
2007). Foi constatado para clones de eucaliptdlyptus- Myrtaceae) que quando a planta esta
com seu aparelho fotossintético intacto, a raz#e,Fleve variar entre 0,75 e 0,85, quando ocorre
gueda nesta razédo pode-se inferir que houve daomifutorio nos centros de reacédo do PSII
(KRAUSE & WEISS 1991). Logo os parametros de flgoéncia sdo importantes ferramentas na
deteccdo de danos ou da inibicdo do processo nigfdréncia elétrons do PSII (LASSOUANIE
al. 2013).

Mesmo sob limitacdo hidrica do solo a captacdo ute pelas plantas € um processo
continuo, assim para proteger e evitar danos sew&soproteinas dos fotossistemas as plantas
dissipam o excesso de energia luminosa sob a fdencalor através dguenchingnao-fotoquimico

(NPQ) (CHAVESet al.2002).



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para areas de restinga 27

2.5 — Estratégias de tolerancia ao déficit hidriooetabolismo antioxidante

Em climas tropicais, o déficit hidrico geralmentea@mpanhado de excesso de energia
luminosa, com consequente aumento do dano oxidptiveespécies reativas de oxigénio (ERO)
(UZILDAY et al 2012). O déficit hidrico, sobretudo, tende a aausm desequilibrio entre a
atividade fotoquimica e bioquimica da fotossintésegrecendo a geracdo de ERO (CHANDRA &
DUBEY 2010, MAFAKHERI et al. 2010). As plantas continuamente sintetizam as cespé
reativas de oxigénio como um subproduto de vaii@s metabdlicas, seja pela reducdo parcial de
moléculas de @ ou pela transferéncia de energia para eles (UZNXD&t al 2012). ERO
desempenham um papel significativo na protecaorzqratdogenos prejudiciais, sendo também
importantes na formacéo de elementos terciarion g&ios outros processos de desenvolvimento
(HAYAT et al.,2012). No entanto, niveis excessivos de ERO comgiem a integridade celular
podendo, inclusive, levar a morte da planta (GILLTRITEJA 2010). O aumento nos niveis de
ERO pode ser mensurado através da quantificacawatiendialdeido (MDA), que é um produto da
peroxidacao lipidica da membrana produzido nagtgdasob estresse hidrico severo (CAKMAK &

HORST, 1991).

As plantas frequentemente lidam com o excesso d@ taRendo a “desintoxicacdo” dos
radicais livres recém formados, através de sistematsoxidantes complexos, mas, bem
desenvolvidos, que sdo compostos de defesa namndita, tais como o acido ascérbico,
glutationa, tocoferol, etc, e eliminadores enziowitais como superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (APX), glutationa redeitdGR) etc. (UPADHYAYAet al 2008,
CHANDRA & DUBEY 2010). Estas enzimas desempenhampamel fundamental no equilibrio
redox das plantas. A resposta das enzimas antitesleéSOD, CAT e APX foi relacionada a
tolerancia ao déficit hidrico em vérias espéciés camo soja Glycine max(L) Merr), cana-de-
acucar $accharum officinarum .}, pinhdo mansoJétropha curcas 1), acafrdo Carthamus

tinctorius L.), café Coffea arabical.) entre outros (VILLALOBOS-RODRIGUEZ & SHIBLES
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1985, CAKMAK & HORST 1991, WILLADINO et al 2011, ARCOVERDEet al 2011,
POMPELLI et al. 2010b, HOJATIet al. 2011). Sob estresse hidrico, a enzima SOD é uma da
primeiras a entrar em atividade catalisando a dsgdio do anion superoxido £ com grande
eficiéncia, resultando na producédo de peréxido ideogénio (HO,) e oxigénio molecular (£
(GILL & TUTEJA 2010, KOSKEROGLU & TUNA 2010). Em seguida as enzimas CAT e APX
convertem o BLO, em agua e oxigénio molecular, evitando o danolaelam condi¢cdes

desfavoraveis, como a seca (GILL & TUTEJA 2010).

2.6 — Estratégias de tolerancia ao déficit hidridefesa ndo enzimatica

Nos mecanismos de tolerancia a seca, maior acudwilamido nos periodos de menor
disponibilidade hidrica é considerado como umacteristica adaptativa das plantas a desidratagédo
(MCCREEZet al. 1990). Outro mecanismo € o acumulo ativo de gslosmoticamente ativos na
célula, denominado de ajustamento osmdético, quenipeera manutencdo da turgescéncia,
crescimento e fotossintese, sob baixos valoreotingial hidrico na folha (MORGAN 1984). Os
solutos responsaveis por esse ajustamento comgraeridns inorganicos (K NOs, CI, SQ)),
acidos organicos (malato, aspartato), carboidraoiveis (sacarose, frutose e glicose), e
aminoacidos livres (prolina, glutamina) (HANSON &TH 1982).

O acumulo de muitos outros compostos tem efeittefmopara a célula sob a desidratacdo
como ascorbato, glutationa, tocoferol e xantofitlessintoxicando a célula das espécies reativas de
oxigénio (NOCTORet al. 2002, LOGANEet al 2006, ASHRAF 2009); proteinas LEAS, que ativam
os sistemas de reparo de danos nas membranas (XIE&N@&. 2002); acido jasmdnico,
brassinosterdides e acido salicilico, que protegantegridade das membranas e do DNA e RNA
(MITTLER 2002, DAVIES 2010, UZILDAYet al 2012).

A eliminacdo do excesso de ERO nas plantas tambée ser realizada através do acumulo
de solutos compativeis ou osmolitos tais como aeg8casollveis, compostos terciarios,

guartenarios, prolina (Pro) e glicina-betaina (§BHARGAVA & SAWANT 2013). Solutos
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compativeis sdo compostos organicos que, ajudaamgemo equilibrio do potencial hidrico dentro
da célula sem interferir nas fungfes das enzimBABGAVA & SAWANT 2013, LASSOUANE

et al. 2013, TAIZ & ZEIGER 2013). Nas plantas os solutos comas sdo acumulados no citosol,
estes compostos vao permitir que as células possgmtar a pressao de turgescéncia e extrair a
agua do solo em condi¢des de déficit hidricQ$KEROGLU & TUNA 2010, TAIZ & ZEIGER
2013). Os osmolitos também ajudam a manter a esirula membrana ao atuarem como
captadores de ERO, impedindo assim a peroxidagadicda e regulando canais iGnicos nos
estbmatos (CHANDRA & DUBEY 2010).

Entre os pesquisadores € bem aceito que sob lanithfdrica uma das mais frequentes
respostas fisiolégicas das plantas é o acumulo mding (UPADHYAYA et al 2008,
KOSKEROGLU & TUNA 2010, MAFAKHERI et al 2010). Upadhyayat al (2008) observaram
um aumento de 10% no teor de prolina em cloneSateellia sinensigL.) Kuntze submetidos ao
déficit hidrico por 20 dias, quando comparadas e@snplantas totalmente irrigadas sendo esta
diferenca anulada logo apds a reidratacdo do substbe forma semelhante Mafakheti al
(2010) constataram aumentos em torno de 10 vezésonale prolina de plantas de gréo de bico
(Cicer arietinumL.) submetidas a déficit hidrico. Embora seja piael que o acumulo de prolina
possa estar envolvido na tolerancia das plantagsa@sse hidrico, seu papel neste processo
permanece incerto (ZAN@t al. 2013). Visto que para muitas plantas o acumulprdéna pode
ocorrer em resposta a uma ampla gama de estradsegse abidticos (HARE & CRESS 1997).

E discutido na literatura que a prolina pode anes plantas sob estresse de diferentes
formas, tais como ajustamento osmotico, estabidizade membranas e eliminador de radicais
livres, juntamente com as enzimas do complexo adatvo (HARE & CRESS 1997,
MAFAKHERI et al 2010, HAYAT et al.,2012). A controvérsia no papel da prolina estarada
justamente em sua capacidade para mediar todas gstEmetros, uma vez que o pool de prolina
observado em plantas sob estresse € insuficierm@ @eplicar todos os efeitos biofisicos

pronunciados. Para Hare & Cress (1997) o papecdmalo de prolina, em plantas sob estresse, é
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auxiliar as mesmas fornecendo a energia necegsidaa sua recuperacdo. De acordo com estes
autores o0s niveis elevados de sintese de prolimantdu o estresse pode manter taxas de
NAD(P)'/NAD(P)H em valores compativeis com o metabolismooendicées ndo estressantes. A
atuacao da prolina na reducgéo de danos fotoinib#doi constatada em plantasBiassica juncea
(L.) Coss. submetidas a déficit hidrico (Adibal. 1991). Estes autores argumentam que a prolina so
foi capaz de atuar na reducéo destes danos degida lbaixa reatividade com as ERRO (Atiaal.
1991).

Porém, ndo basta apenas conhecer 0s principaisnim@os ou respostas de tolerancia
existentes entre as plantas, deve-se principalniersigar quais os mecanismos, dentre 0os muitos ja

conhecidos, séo utilizados pelas espécies em estud®u processo de aclimatacao.
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Resumo

Gradientes ambientais, como precipitacao anuangnade de luz e fertilidade do solo, modulam a
funcionalidade morfolégica da folha, bem como amdaristicas fisiolégicas das plantas de
florestas tropicais. No ecossistema restinga agao nestes gradientes é intensificada ja que além
da alta incidéncia luminosa o solo € arenoso e algabretencdo hidrica. Assim, quais 0s
mecanismos utilizados pelas plantas da restinga fmderar as condicdes ambientais limitantes
desse ecossistema? Para responder esta questdosklerionadas quatro espécies lenhosas de
importancia econémica e biologica para restingascada espécie foi avaliado nas folhas de sol e
sombra e nos periodos seco e chuvoso: trocas gafdaga liquida de assimilacdo de @),
condutancia estomaticag(gtranspiracéo (E), Eficiéncia do uso da agua (UWémperatura foliar
(Ts)] e andlises bioquimicas do tecido vegetal, alérindice e densidade estomética e espessura do
mesofilo. Nas quatro espéciesgde E foram maiores no periodo chuvoso e aolperiodo seco,
independente da luminosidade. A EUA foi maior nahds de sol déManilkara salzmannie
Protium heptaphyllumno periodo seco, neste periodo os compostos bigopd, prolina,
superoxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogétO,) e malondialdeido (MDA)
apresentaram maiores valores, excecdo apenas uwilafo totais e carotendides que foram
reduzidos. Dos atributos morfoanatdémicos, com é@elgHancornia speciosas demais espécies
apresentaram folhas menores e mais espessas adgpseico e sob maior nivel de luminosidade.
Maior densidade estomatica ocorreu nas folhas dens@ambos os periodos avaliados exceto para
P. heptaphyllungue n&o apresentou variacdo neste parametro.sOsados demonstram que em
ambientes naturais se faz importante a analiseadesvatributos, bem como da interacdo entre os
mesmos para a compreensao das respostas das plantasresse ambiental, especialmente em
relacdo as variacdes de luminosidade e precipitacédo

Palavras-chave folhas de sol, folhas de sombra, trocas gasas@stos anatdmicos, restinga.
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Introducao

A luminosidade e a disponibilidade hidrica sdoateres abidticos que mais influenciam no
desenvolvimento e na produtividade vegetal (Liwalet 2011; Rossato et al., 2010; Rodriguez-
Calcerrada et al., 2008). Nas florestas tropicarmdd@acdo luminosa e a disponibilidade hidrica
alteram de forma significativa a estrutura e o Imgiamo das plantas (Dickison, 2000; Rodriguez-
Calcerrada et al., 2008; Souza et al. 2009, Rostaab, 2010), onde as respostas ecofisiologicas
dessas plantas podem variar de acordo com a idéslesie a duracdo do estresse (Flexas et al.,
2004, Chaves et al., 2009).

Em resposta as condi¢cdes ambientais limitantedaadag fazem diversos ajustes no seu
metabolismo, tais como: alteracées no conteudatakeeiguladores, abertura estomatica, potencial
hidrico, contetudo de pigmentos cloroplastidicasteana antioxidante enzimatico e ndo enzimatico
(Gil e Tuteja, 2010; Suzuki et al., 2012; Lichteadér et al., 2013; Keunen et al., 2013; Rivas et al
2013; Oliveira et al. 2014), além de alteracdedamoanho e espessura foliar, densidade e indice
estomatico (Valladares e Niinemets, 2008; Ross#ttal. 2010). Em conjunto estes ajustes vao
auxiliar a manter o equilibrio redox das plantagiaedo danos irreversiveis ao seu aparato
fotossintético (Hayat et a2012; Krasensky e Jonak, 2012; Lassouane et(dl3; 2.ichtenthaler et
al., 2013).

S&o varias as estratégias utilizadas pelas plaatastolerar as adversidades ambientais, e
apesar da importancia de estudos que tratam da@sagdas e tolerancia das plantas ao estresse
ambiental, a maioria dos estudos ecofisiologicamtudo, estdo centrados em culturas de
importancia econdbmica como o café, cana-de-actaa#rp, etc (DA MATTA 2003, SILVAet al.
2003, CHAVESet al. 2004), ainda faltam informacdes sobre muitas espétwtivas que possam
ou ndo apresentar importancia econémica, especitdneen areas de restinga.

No Brasil, a restinga € um importante ecossisterogstezo que apresenta grande
heterogeneidade de condi¢cdes ambientais, sendadorpor diferentes fisionomias que vai desde

herbaceo reptante praiano até floresta fechadagi@li Filho e Carvalho, 1993). No nordeste
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brasileiro as restingas apresentam alta riquezaegsilade de espécies, apesar das limitagdes do
ambiente, tais como solos arenosos com baixa agubcide retencdo hidrica e pobres em
nutrientes, associados a temperaturas elevadas m@téncia luminosa (Scarano, 2002; Klein et
al., 2007; Chagas et al., 2008). Logo, quais samesanismos ecofisiolégicos utilizados pelas
plantas da restinga para tolerar as limitacdesedasbiente? O conhecimento desses mecanismos
bem como a interacdo dos mesmos se faz importardeopentendimento da dindmica das plantas
em seu habitat natural, e assim propor estraté@giastas para 0 manejo e a preservacado desse
importante ecossistema. Portanto, este traballeger objetivo investigar em um ecossistema de
restinga as respostas fisiologicas e morfoanat@mea folhas déndira fraxinifolia, Hancornia
speciosa, Manilkara salzmanmiProtium heptaphyllumgspécies de importancia econémica e com
ampla distribuicdo ao longo da costa brasileirante as variacbes de radiacdo luminosa e
disponibilidade hidrica. Tendo por hipotese queimirdiicdo da disponibilidade hidrica ira
promover nas folhas de sol e sombra uma reducadroeas gasosas, metabolismo dos solutos
organicos e aumento da atividade do sistema adtoi, sendo esperado que ocorra: 1) reducao
na estacdo seca da taxa de assimilacao liquid®gec@ndutancia estomatica, transpiracéo, amido,
aminoacidos, proteinas e pigmentos cloroplastidizbsaumento na estacdo seca da temperatura
foliar, eficiéncia do uso da agua, concentracdocasoidratos, malondialdeido, perdoxido de
hidrogénio, atividade da superoxido dismutase elinaro Aléem disso, acredita-se que a
luminosidade promova alteracfes significativas pasametros anatémicos das quatro espécies,
logo esperamos encontrar que sob alta radiacdondisai ocorra uma reducdo na area foliar,
aumento na espessura do mesofilo (parénquima @ialicé& lacunoso), epiderme (face adaxial e

abaxial), parede periclinal externa e densidadelieeé estomatico.

Materiais e Métodos
Area de estudo e selecédo das espécieslividuos adultos das quatro espécies seleciorfadas

amostrados em uma floresta de restinga localizadaumicipio de Ipojuca no estado brasileiro de
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Pernambuco (08°31'48"S e 35°01'05"W). O solo da aaré composto por Neossolos
Quartzarénicos, o clima é do tipo As’ tropical cbsw (Kdppen, 1948), com verao seco (~ 60 mm
de chuva) e com precipitacdo pluviométrica anuabdmada de 2.000 mm. Maio, junho e julho
SA0 0S meses mais chuvosos; enquanto que 0s maseserDs sao outubro, novembro e dezembro
(Medeiros et al., 2007).

Andira fraxinifolia Benth (Fabaceae) € uma espécie arborea, peranddielitfita, folhas
alternas, compostas imparipinadas, com 7 a 1l1ldsliopostos, com aplicacbes na marcenaria,
construcao civil, paisagismo e industria farmac@upiode ser encontrada em planicies arenosas da
costa brasileira e floresta Atlantica (Silva ef 2006; Carvalho-Filho et al., 2004; Lorenzi, 1998)
Hancornia specios&omes (Apocynaceae) é uma espécie arboreo-arbustivadecidua, helidfita
e xerofita, lactescente, folhas simples e glalmass frutos sdo consumidiosnatura e usados na
fabricacdo de doces e sorvetes (Villachica et1896; Lorenzi, 1998), apresenta distribuicdo na
Caatinga, Cerrado e restingas (Lorenzi, 1998; Adméir et al., 2009Manilkara salzmanni(A.

DC.) H. J. Lam (Sapotaceae) € uma espécie arbjpeeanifdlia, heliofila, secundaria, lactescente,
folhas simples e coriaceas, € utilizada na cordtrugvil e seu latex na producdo de gomas,
apresenta distribuicdo em planicies arenosas dia dwssileira, floresta Atlantica e floresta
Amazonica (Lorenzi, 1998; Almeida Jr et al., 200Bjotium heptaphyllum(Aubl.) Marchand.
(Burseraceae), € uma espécie arbodrea, perenifali@emidecidua, aromatica, folhas alternas,
compostas, pinadas, com 3 a 7 pares de foliolostagoé explorada na confeccdo de artesanato,
fabricacdo de tintas, vernizes, cosméticos e nasind farmacéutica e apresenta distribuicdo em
planicies arenosas da costa brasileira, florestan#ita e floresta Amazoénica (Lorenzi, 1998;
Vieira-Junior et al., 2005; Costa et al., 2006; Aida Jr et al., 2009).

Foram marcados de forma aleatéria cinco individadsltos de cada uma das quatro
espécies para a realizacédo das coletas em amhegntal, sendo as medidas de trocas gasosas e as
coletas de material vegetal para analises biogasrobtidas entre 8:30 e 11:30 h, durante dois dias

na estacao seca e dois dias na estacao chuvoam Faalizadas quatro coletas de dados, no entanto
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devido a irregularidade na distribuicdo da preafdib na area de estudo, os dados foram agrupados
em meses com maior precipitagdo (maio e agostoj2®IBenor precipitacdo (novembro/2012 e
fevereiro/2013) com base na precipitagéo total atada durante cada més (CPTEC, 2014). De
cada individuo, das quatro espécies, dois ramasnfadentificados: um do dossel, exposto a altas
intensidades luminosas ao meio dia (~1700-2&86I m*s?) e o outro localizado abaixo do dossel,
onde ndo havia exposicéo direta a luz (~40-26@1 m?s™), conforme a afericdo obtida com o

Analisador de Gases a Infravermelho (IRGA) (LI 640COR, Lincoln, USA).

Variaveis fisiologicas -As trocas gasosas foram mensuradas utilizando uBAIRom uma
densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (DF@é)L800umol m?s* para folhas de sol e 200
umol m?s? para folhas de sombra (Fig. 1A) sob temperaturdiemte, em folhas/foliolos
visualmente sadias, completamente expandidas ser@scentes. Foram registrados os valores de
taxa liquida de assimilacdo de £@), condutancia estomaticas(gtranspiracao (E), temperatura
foliar (Ts), para obter a eficiéncia do uso da agua (EUA) divgli A por E (Osmond et al., 1980).

Imediatamente apds as medicbes de trocas gasomasiras do tecido vegetal foram
coletadas e prontamente congeladas em nitrogénad e armazenadas em freezer a -20°C até
serem analisadas.

Para a extracdo e mensuracdo de carboidratos soliotais (CST), aminoacidos livres
(AA) e amido foliar, 30 mg de tecido foliar foi ukmna preparacdo do extrato etandlico. Os CST
foram medidos de acordo com Dubois et al. (1956)zando-se D (+) - glucose com leitura de
absorbancia a 490nm. As analises de AA foram i@ddiz de acordo com Moore e Stein (1948),
utilizando uma solucéo 1 mM de glicina, acido ghutéo, fenilalanina e arginina como um padréo,
as solucdes foram analisadas em espectrofotonoetmojeitura de absorbancia a 570nm. A fracao
insoluvel da extracdo dos hidratos de carbono fitizada para determinar o teor de amido; o
sedimento foi hidrolisado por uma hora com 10 wiedade amiloglucosidase, e os acUcares

resultantes analisados uma segunda vez (Duboils, €i9&86), usando D (+) - glucose como um
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padréo, a absorbancia das solu¢cbes das amosteas folas em espectrofotdmetro a 490nm. O
conteudo de clorofila a, b e carotendides foranlisadas por maceracdo de 40 mg de tecido de
folha em 2 ml de acetona (80%), e com aproximadten@h por cento de CaG@ara impedir a
atividade da clorofilase. Apés maceracao, as seki@dm as amostras foram filtradas e as suas
absorbancias foram medidas em 470,0, 646,8, e 663 @Q.ichtenthaler e Buschmann, 2001).

Para determinar o teor de proteinas soluveis tdesdolhas (PST), foram extraidas 100 mg
de tecido foliar em tampéao fosfato de potassio JT&KOOMM e EDTA 2 mM. O teor de PST das
folhas foi estimado de acordo com o método de Brddfl976), usando soro de albumina bovina
como padrdo, sendo as absorbancias lidas em edp#mtnetro a 595nm. O teor de prolina foi
medido através do método da ninidrina-acida (Bettes., 1973), usando 100 mg de tecido foliar, as
absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro arb2@ara avaliar o dano celular, foi medido o
de malondialdeido (MDA) e o peroxido de hidrogé0,), usando 100 mg de tecido foliar. O
conteado MDA foi avaliado com o teste de acido drbiturico (TBA), que mede MDA como
produto final da peroxidacéao lipidica. A quantidaldecomplexo (pigmento vermelho) MDA-TBA
foi calculada usando um coeficiente de extincdaEEmM* cm*, sendo as absorbancias lidas em
espectrofotometro a 532 nm (Cakmak e Host, 1991)acOmulo de kD, foi medida por
espectrofotometria a 390 nm apos reagir com Kixiglea et al., 2001). Para medir a atividade da
Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi extraidoartir de 100 mg de tecido foliar em um
tampéao que consiste em fosfato de potassio (TFR)MEI, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol 5 mM, 10
mM de 2-mercaptoetanol, 0,1 por cento (v/v) de ofritX-100 e 30 por cento de
polivinilpirrolidona. A atividade foi determinadaedindo inibicdo da reducéo fotoquimica de nitro-
azul de tetrazolio (NBT) a 560 nm (GiannopolitiReis, 1977). Todas as analises foram expressas

com base no peso seco (MymDW).

Variaveis anatdbmicas -Em novembro de 2012 (periodo seco) e em maio d& ZPériodo

chuvoso), foram coletados fragmentos foliares dm®os marcados de cada um dos cinco



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 48

individuos por espécie, nas diferentes condi¢coesunhnosidade (sol e sombra). Amostras da
regido mediana foram imediatamente fixadas em wha&&@ de FAA, (formol, acido acético
glacial, etanol 50%, 1:1:18, v/v) (Krauss e Arduir®97) por 48 horas. Estas amostras foram
transferidas e armazenadas em etanol 70%. Amasdrgorcao mediana da lamina foliar foram
desidratadas em série etilica até o etanol 95%ltracfas e incluidas em historresina
(hidroxietilmetacrilato, Jung’'s Historesin—Lefda Secdes transversais, comn®d de espessura,
foram obtidas com o auxilio de um micrétomo rotatde avanco automatico (modelo RM2265,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA), utilizandavalhas de vidro. Os cortes foram corados
com azul de toluidina 0,25% em tampao Mcllvainad@citrico e fosfato dibasico sédico) a pH
4,4 e as laminas montadas com agua no momentoséavalgdo ao microscopio, em seguida foram
montadas de forma permanente com EntBli&stas laminas foram utilizadas para a caractgiza
anatdbmica e mensuracoes. Partes das amostragdasléaam submetidas a técnica de dissociacao
epidérmica (Arnott, 1959, com modificacdes), o matedissociado foi corado com fucsina
alcodlica a 50%.

A obtencdo das imagens foi realizada em um micmecde luz (modelo AX70TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japéo) equipado com sistéifdhoto e com camera digital acoplada
(Axio Carm HRc — Carl Zeiss — Gottingen, Germamyg.medidas foram realizadas com auxilio do
software ANATI-QUANTIversao 2.0 para Windows @guiar et al., 2007). Foram mensurados 0s
seguintes parametros: densidade estomatica (DHigeirestomatico (IE), espessura da parede
periclinal externa (PPE), altura da epiderme da fabaxial (EPab) e da face adaxial (EPad),
espessura do mesofilo (EM), parénquimas palicadgikB) e lacunoso (PL). Na espédte
fraxinifolia devido a dificuldades na diferenciacédo dos parn@émagi ndo foi realizada a medida de
PP e PL.

Para cada uma das quatro espécies a area foliarfgABbtida através da coleta de 100
folhas (10 folhas de 10 diferentes individuos)ltoente expandidas e visualmente saudaveis, para

cada nivel de luminosidade (sol e sombra) e pitagfd (seco e chuvoso). Todas as folhas foram
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scaneadas e com auxilio do software Imagé&-Flus (versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver
Spring, USA) foi mensurado nas imagens obtidast fniéar, comprimento e largura.

Andlise estatistica -A analise estatistica considerou individuos difesgrcomo repeti¢cdes. Foi
testada a normalidade de todos os dados coletadosseguida os dados foram submetidos a
Factorial ANOVA considerando como variaveis indefmres luminosidade (sol e sombra) e
disponibilidade hidrica (seco e chuvoso). As médiasdas foram contrastadas pelo teste de

Student Newman-Keuls (ao nivel de significancids.

Resultados

As condicbes ambientais diferiram significativaneergntre os meses avaliados nos
parametros de precipitacdo e Déficit de pressdwager (DPV). A precipitacdo apresentou uma
média mensal acumulada de 13, 138, 284 e 161 mangsameses de novembro/2012, fevereiro,
maio e agosto/2013, respectivamente (CPTEC, 20Hdletanto, devido a irregularidade na
distribuicdo das chuvas, os parametros fisiologeE@natomicos foram analisados considerando a
precipitacdo dos 10 dias que antecederam as cadstm temos precipitagdes acumuladas de 6, 1,
152 e 85 mm para os meses de novembro/2012, feyenehio e agosto/2013, respectivamente. O
DPV do ar apresentou valores médios de 3,00 e RFR&8 nos periodos seco e chuvoso,

respectivamente, ndo diferindo quanto ao ambiesternaior ou menor luminosidade (Fig. 1B).

Variaveis fisiologicas:

No geral, a precipitacdo influenciou significativame os parametros fisiologicos e
bioquimicos induzindo diferentes respostas nas rquaspécies estudadas, enquanto que a
luminosidade pouco influenciou nestas respostas.erarelagdo as analises anatdmicas a
luminosidade foi quem mais influenciou nas resposlas plantas avaliadas, principalmente nos

parametros de AF, DE, EM e PPE.
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No periodo seco foram observadas reducdes nas daxAsparaA. fraxinifolia (67%), H.
speciosa66%) e P. heptaphyllun{47%), entretanto ndo houve diferencas quantorénhsidade
em ambos os periodos avaliados (Figs. 2A-B, D}a&as de A enM. salzmanniforam superiores
nas folhas de sol (44%) em relag&o as folhas dérsono periodo chuvoso, no entanto ao reduzir a
disponibilidade hidrica houve uma diminuicdo ngséeéametro para as folhas de sol (67%) e
sombra (54%) (Fig. 2C). A taxa de mp periodo seco foi reduzida el fraxinifolia (48%), H.
speciosa(26%), M. salzmannii(52%) eP. heptaphyllum{46%), entretanto ndo houve diferencas
guanto a luminosidade nos periodos avaliados (RBsH). A E emA. fraxinifolia diferiu no
periodo chuvoso entre folhas de sol e sombra, dozirea disponibilidade hidrica houve uma
reducao neste parametro para as folhas de sol (3&9ojliferindo quanto a luminosidade (Fig. 2I).
Em H. speciosaas folhas de sol apresentaram maiores taxas desEperiodos seco (33%) e
chuvoso (51%) (Fig. 2J); ja eM. salzmannii(52%) e P. heptaphyllun{57%) este parametro foi
reduzido exclusivamente no periodo seco ndo dderiporém, quanto a luminosidade nos periodos
avaliados (Figs. 2K, L).

Em relacdo as folhas de sombra, as folhas de sd\. deaxinifolia e M. salzmannii
apresentaram maior EUA nos periodos seco (35 e #9&hluvoso (17 e 28%), respectivamente
(Figs. 2M,0), enH. speciosaste parametro néo diferiu quanto a luminosidageepitacao (Fig.
2N), e emP. heptaphylluna EUA foi maior no periodo seco (28%), néo diféoincontudo quanto
a luminosidade nos periodos avaliados (Fig. 2P)terperatura foliar ndo diferiu quanto a
luminosidade nos periodos avaliados, entretanéalacéo da disponibilidade hidrica promoveu um
aumento neste parametro pa#afraxinifolia (3%), H. speciosa4%), M. salzmannii(7%) e P.
heptaphyllun{8%) (Figs. 2Q-T).

No metabolismo dos solutos organicos a concentrdeamarboidratos sollveis totais (CST)
de A. fraxinifolia e H. speciosando diferiu para a disponibilidade hidrica ou daamndiferenca de
luminosidade (Figs. 3A-B); no periodo seco houveaumento neste parametro p&tasalzmannii

(47%) e P. heptaphyllum(21%), ndo havendo, porém diferencas quanto anhsidade nos



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e biolégica para dreas de restinga 51

periodos avaliados (Figs. 3C-D). A concentracdardelo foliar foi maior enA. fraxinifolia (54%)

e H. speciosg38%) no periodo seco, ndo diferindo quanto anosidade nos periodos avaliados
(Figs. 3E-F). EmM. salzmanniia concentracdo de amido foliar foi maior no peyisdco, ndo
diferindo quanto a luminosidade, entretanto nogakrichuvoso a maior concentracdo de amido
ocorreu nas folhas de sol (40%) em relacdo as derso (Fig. 3G). EmP. heptaphylluma
concentracdo de amido foliar ndo diferiu quantaraihosidade no periodo seco, entretanto no
periodo chuvoso as folhas de sol apresentaram esingdo de 36% neste parametro (Fig. 3H).

A concentracdo de aminoacidos (AA) énfraxinifolia, H. speciosae M. salzmanniindo
diferiram quanto a luminosidade e precipitacdo {FRJ-K). A concentracdo de AA no periodo
chuvoso foi maior nas folhas de sol (42%) em relagd folhas de sombra, ao reduzir a
disponibilidade hidrica houve uma diminuicdo de liéste parametro, nao diferindo quanto a
luminosidade (Fig. 3L). A concentracdo de proteis@giveis totais (PST) er. fraxinifolia ndo
diferiu quanto a disponibilidade hidrica e lumimtzgle (Fig. 3M). No periodo seco houve uma
reducdo na PST ei. speciosg25%) e um aumento erll. salzmanni(13%) eP. heptaphyllum
(60%), ndo havendo diferencas para as trés esppciedo a luminosidade nos periodos avaliados
(Figs. 3N-P).

A concentracdo de clorofilas totais (chl a+b) Amfraxinifolia foi reduzida em 33% nas
folhas de sol no periodo seco, ndo diferindo quantgminosidade no periodo chuvoso (Fig. 4A).
No periodo seco chl a+b foi reduzido émspeciosg41%) e M. salzmannii(15%) (Figs. 4B-C) e
aumentado enk. heptaphyllum(34%) (Fig. 4D), ndo havendo diferencas para as égpécies
guanto a luminosidade nos periodos avaliados. Eapde a concentracdo de carotendides (Car) no
periodo seco houve reducéo pararaxinifolia (31%), H. speciosg32%) e M. salzmannii(18%)
(Figs. 4E-G), e aumento paPa heptaphyllun{47%) (Fig. 4H); para as quatro espécies nao foram
observadas diferencas quanto a luminosidade no®dper avaliados (Figs. 4E-H). EmRA.
fraxinifolia a relacdo clorofila a/b (chl a/b) foi 11% maior periodo seco (Fig. 41) nao diferindo

guanto a luminosidade em ambos os periodos avaliaoH. speciosae P. heptaphyllumeste
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parametro ndo diferiu quanto a luminosidade e digiladade hidrica (Fig. 4J, L), ja eml.
salzmanniia chl a/b foi 11% maior nas folhas de sol em éaags folhas de sombra em ambos os
periodos avaliados (Fig. 4K).

A concentracao de MDA de. fraxinifolia foi maior nas folhas de sol em relagéo a folhas de
sombra nos periodos seco (49%) e chuvoso (24%) SRy EmH. speciosae M. salzmanniia
concentracdo de MDA nao diferiu quanto a dispoididde hidrica e luminosidade (Figs. 5B, C), ja
emP. heptaphyllummo periodo seco houve um aumento de 52% nestmegicdpara as folhas de
sol e sombra (Fig. 5D). OB, foi 23% maior nas folhas de sol de fraxinifolia de ambos os
periodos avaliados (Fig. 5E). No periodo seco aemnacdo do kD, foi maior nas folhas de sol
de H. speciosa39%) (Fig. 5F). EmM. salzmanniie P. heptaphylluno H,O, ndo diferiu quanto a
luminosidade nos periodos avaliados, entretantop@®odo seco houve um aumento neste
parametro de 24% e 26%, respectivamente para espésies (Figs. 5G, H). Em fraxinifolia a
atividade da SOD néo diferiu quanto a luminosidadedisponibilidade hidrica (Fig. 5I), j& no
periodo chuvoso houve um aumento neste parameteoHaspeciosa(48%) eM. salzmannii
(23%), que nao diferiram quanto a luminosidade pedodos avaliados (Figs. 5J-K). Ef
heptaphyllumem relacdo ao periodo chuvoss, folhas de sombra do periodo seco apresentaram
uma reducao de 37% na atividade da SOD (Fig. 5lgorcentracdo de prolina et fraxinifolia
nao diferiu quanto a luminosidade ou disponibilel&ddrica (Fig. 5M), entretanto no periodo seco
houve um aumento neste parametro phbka speciosa(94%), M. salzmannii (31%) e P.
heptaphyllun{17%) nao diferindo quanto a luminosidade nos pesavaliados (Figs. 5N-P).
Variaveis anatdomicas:

Tricomas tectores foram observados apenasAerfraxinifolia, ocorrendo na superficie
abaxial das folhas de sol e sombra (Figura 6A-6%).folhas sdo hipoestomaticas nas quatro
espécies (Figs. 6A, B, E, F, I, J, M e MW). fraxinifolia apresentou estdmatos do tipo paracitico
(Figuras 6A-B) enquanto que nas demais espéciestdomatos sao do tipo anomocitico (Figs. 6E-

F, I-J e M-N). O mesofilo € isobilateral efn fraxinifolia (Figs. 7A-D) e nas demais espécies €
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dorsiventral (Figs. 7E-P). Uma camada de hipodesmiseriada, por vezes descontinua, pode ser
notada exclusivamente evh salzmanniiFigs. 7I-L). O PP erA. fraxinifolia variou entre quatro e
cinco camadas, em um arranjo compacto com menagesiptercelular (Figs. 7A-D). ErHl.
speciosa(Figs. 7E-H),M. salzmannii(Figs. 71-L) eP. heptaphyllum(Figs. 7M-P) ocorrem duas
camadas de PP e uma de PL. Canais resiniferoszbad na nervura central da folha foram
observados exclusivamente é&m heptaphyllum(dados ndo mostrados), e laticiferos dispersos no
mesofilo ou associados ao floema &m speciosa(Figs. 7E-H) eM. salzmannii(Figs. 7I-L).
Esclereides sédo abundantes na regido abaixo daegRacdentre as células do colénquima somente
emM. salzmanni(Figs. 7I-L).

No periodo seco houve uma reducdo na AF nas folda®l (11%) e sombra (10%) Be
fraxinifolia, além disso, em ambos os periodos avaliados lzasfdlie sombra apresentaram uma AF
11% maior em relacdo as folhas de sol; ldmspeciosaeste parametro nao diferiu quanto a
precipitacdo e luminosidade, ja é&h salzmanniem ambos os periodos avaliados a AF das folhas
de sol foi 10% menor em relacdo as folhas de sgmébr@o reduzir a disponibilidade hidrica
constatou-se uma reducdo de 12% na AF nas folhssl @esombra desta espécie (Tabela 1)PEm
heptaphylluma AF das folhas de sombra foi maior nos periodm® $15%) e chuvoso (8%)
(Tabela 1).

Em relacdo a DE enA. fraxinifolia este parametro foi maior nas folhas de sol (1586) n
periodo chuvoso néo diferindo quanto a luminosidadperiodo seco (Tabela 1). Einspeciosa
DE foi superior nas folhas de sol dos periodos $§E2%) e chuvoso (6%) e ekh. salzmannieste
parametro também foi superior nas folhas de solpeoi®dos seco (14%) e chuvoso (17%), ja em
P. heptaphylluma DE foi superior nas folhas de sol (20%) do mkriseco, ndo diferindo quanto a
luminosidade no periodo chuvoso (Tabela 1). &Anfraxinifolia o IE foi reduzido no periodo seco
(11%), néo diferindo quanto a luminosidade nosooes avaliados (Tabela 1). No periodo seco o
IE foi maior entre as folhas de sol #ke speciosa(11%) eP. heptaphyllum(20%), j& emM.

salzmanniieste parametro nao diferiu quanto a luminosidgole@pitacao (Tabela 1).
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Em A. fraxinifolia a PPE foi maior nas folhas de sol do que as déisoem ambos o0s
periodos avaliados, entretanto no periodo secoehomvaumento neste parametro para as folhas de
sol (50%) e sombra (59%) (Tabela 1). Binsalzmannia PPE foi superior nas folhas de sol nos
periodos seco (8%) e chuvoso (25%), para estatwstrd. speciosae P. heptaphyllumnao
diferiram quanto a luminosidade e disponibilidaddriba (Tabela 1). EM. fraxinifolia no periodo
seco a EPad e EPab foi maior nas folhas de sol éfaelacéo as folhas de sombra, entretanto o
aumento da disponibilidade hidrica promoveu umaug@&d de aproximadamente 34% nestas
estruturas para as folhas de sol e sombra (TabelEriH. speciosaa EPad foi maior no periodo
seco (7%), ndo diferindo quanto a luminosidade peréodos avaliados, enquanto que no periodo
chuvoso a EPab foi menor entre as folhas de sofi3%); emM. salzmannias folhas de sol
apresentaram maior EPad nos periodos seco (4%jves (20%), ja a EPab n&o diferiu quanto a
luminosidade nos periodos avaliados. Enheptaphylluma EPad e EPab néo diferiram quanto a
precipitacédo e luminosidade (Tabela 1).

No periodo seco a EM foi maior entre as folhasal€18%) deA. fraxinifoliaenquanto que
no periodo chuvoso este parametro foi reduzidofollms de sol (24%) e sombra (12%) nao
diferindo quanto a luminosidade (Tabela 1). Bmspeciosaa EM e o PL nao diferiram quanto a
luminosidade e disponibilidade hidrica, entretam#®P foi menor entre as folhas de sombra (12%)
do periodo chuvoso, ndo diferindo quanto a lumae$ no periodo seco (Tabela 1). Bmn
salzmanniino periodo seco as folhas de sombra apresentaramango na EM (10%) e no PL
(11%), enquanto que o PP néo apresentou variagiaya precipitacao e luminosidade (Tabela 1).
Em P. heptaphyllummo periodo secbhouve um aumento na EM (7%), PP (12%) e PL (5%), na

diferindo quanto a luminosidade nos periodos agtaigTabela 1).

Discusséao
A andlise dos resultados mostrou que as quatraiesp&presentaram respostas especificas

sob os diferentes niveis de luminosidade e disja@tde hidrica avaliados. Um dos primeiros
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mecanismos de resposta das plantas sob déficitdiéa reducdo da condutancia estométiga (g
proporcionando as plantas maior controle contrardgpde agua pela transpiragdo (Rivas et al.,
2013; Oliveira et al., 2014). Nossos resultadostracam que na estacdo seca todas as espeécies
reduziram g promovendo uma diminuicao nas taxas de A nas$otle sol e sombra néo diferindo
assim no primeiro mecanismo de resposta, contudedacdo da gproporcionou diferentes
respostas entre as espécies, @nfraxinifolia, M. salzmannie P. heptaphyllunreduzindo sua E
em ambas as condi¢cdes de luminosidade, enquantdigspeciosaapresentou reducdes da E
apenas nas folhas de sombra. Hetrastigma hemsleyanuifDai et al., 2009) eBrosimum
guianensis(Souza et al., 2010) também foi constatado quedacéo da gnas folhas de sol
promoveu mudancas nas relacdes entre A e E. Nermieesstudo, a mudanca na relagcdo A/E ou
seja na EUA foi verificado nas espéchesfraxinifolia e M. salzmanniique responderam quanto a
luminosidadeP. heptaphyllunrespondeu quanto a precipitacdo. De forma sentellmanperiodo
seco foi verificado um aumento significativo na EyAraProsopis julifiorae Anadenanthera
colubrinaem uma area de caatinga (Oliveira et al., 20H43¥peciosando alterou a EUA sugerindo
maiores limitacdes na perda de agua do que nagéaptip CQ (Galle et al., 2011).

Diversos trabalhos (Atkin e Macherel, 2009; Keueeml., 2013; Ende e El- Esawe, 2014;
Oliveira et al., 2014) indicam que sob condi¢cdéseesadas os CST podem desempenhar o papel de
sequestradores de espécies reativas de oxigéni®)(ER presente estudo foi observado um
acumulo de CST eml. salzmanniie P. heptaphyllumimo periodo seco, indicando uma estratégia de
defesa dessas plantas. Todas as espécies aprasemiaior concentracdo de amido foliar no
periodo seco, esta resposta pode estar relaci@nathicdo na translocacdo dos acucares advindos
da fotossintese, visto que sob déficit hidricoamgporte de fotoassimilados € seriamente afetado
(Dunford et al., 2010; Krasensky e Jonak, 2012).pd¢dodo chuvosdl. salzmanniiapresentou
maior concentracdo de amido nas folhas de sol,eopgde estar correlacionado com as maiores

taxas de A.
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No periodo secoP. heptaphyllumapresentou uma reducdo na concentracdo AA, que
provavelmente esta relacionado com o aumento nzentmacdo de PST (Krasensky e Jonak, 2012);
neste mesmo periodd. salzmannitambém apresentou maiwncentracdo de PST, entretanto ndo
alterou seus niveis de AA. O acumulo de PSTMensalzmanniipode esta relacionada a protecéo
celular das plantas pelo acumulo de proteinas B&@scassociadas ao estresse, tais como: Hsps
(proteinas de choque térmico) e LERale Embryogenesis Abundamjue atuam na protecao
celular estabilizando outras proteinas e membr@@sanjulu e Bartels, 2002; Wang et al., 2003).
Diferentemente no periodo sekb speciosapresentou uma diminuicdo na concentracédo de PST,
apesar de nao ter ocorrido alteracdo nos AA, imdicague pode ter ocorrido uma reducdo na
sintese desse metabdlico. Frosi et al. (2013) tambiservaram, em casa de vegetacdo, uma
reducao significativa na concentracdo de PST degdaleCalotropis procerasubmetidas a déficit
hidrico, associando esta resposta uma estratégiamnta para tolerar limitacéo hidrica do solo.

Com a reducao da disponibilidade hidrigla,speciosae M. salzmanniiapresentaram reducao
nas chl a+b e carotendides (Car) em ambas as @asdigminosas, ndo diferindo na relagéo chl
a/b, ja emA. fraxinifolia houve a reducdo de clorofilas totais nas folhasale nos carotendides
em ambas as condi¢Ges de luminosidade, o que ptatecerrelacionado com a redugcdo nas taxas
de A, evitando assim danos foto-oxidativos pelaagfo de ERO. Lichtenthaler et al. (2013)
observaram reducdes das clorofilas totais e cajmtes nas folhas de sol deagus sylvatica,
Ginkgo bilobae Quercus roburEm P. heptaphylluna maior concentracéo de clorofilas totais esta
correlacionado com o aumento de carotendides,iandd a dissipar o excesso de energia luminosa
na forma de calor (Demmig-Adams e Adams, 1996;dtial., 2011; Lassouane et al., 2013; Rivas
et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

A reducéo da disponibilidade hidrica promoveu umento na concentracdo de prolina ldm
speciosaM. salzmanniie P. heptaphyllun(Fig. 5N-P), a prolina pode atuar como um regulador
osmotico, auxiliando a manter a estabilidade dagefiras e membranas, além de auxiliar no

sequestro de radicais livres (Hayat et aD12; Lassouane et al. 2013). Os ajustes metabalit
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combinados permitiram uma maior integridade nas lmanas verificada eril. speciosapela
auséncia de alteragbes nas concentragbes de MiDAento da prolina e reducdo dos pigmentos
cloroplastidicos, e ervl. salzmanniiverificada com o aumento do CST, PST e prolinadeigé&o
dos pigmentos cloroplastidicos, ja @&nheptaphyllunos ajustes metabdlicos realizados néo foram
suficientes para reduzir os danos nas membrands, @@umento na concentracdo de MDA que
apresentou uma correlacado muito alta (r=0,84; @31,pcom o aumento das chl a+b (Lichtenthaler
et al., 2007, 2013). Ja e fraxinifolia a reducdo nos pigmentos cloroplastidicos e os altass

de prolina contribuiram para uma homeostase figicéoverificada nos parametros de SOROKHe
MDA.

Associado aos parametros fisiologicés,fraxinifolia apresentou células epidérmicas (EP)
pequenas e de paredes retas que segundo Oertli (#020) conferem maior resisténcia contra
colapso em condi¢cdes semiaridas, enquantoHjugpeciosaapresentou paredes restas porém com
células de maior tamanho e as demais espécieas@eduenas mas com paredes sinuosas.

As espécied\. fraxinifolia, M. salzmanie P. heptaphyllumapresentaram reducdo na AF e
aumento na EM, sinalizando uma estratégia de tutex&@ seca, visto que plantas sob condi¢des de
déficit hidrico e altas radicdes luminosas apresenteducdo foliar, aumento e compactacdo do
mesofilo permitindo a utilizacdo mais eficienteadma disponivel no solo (Bussotti, 2008; Rossatto
et al., 2010; Ashton et al., 2011).

Maior DE foi observada nas folhas de solAlefraxinifolia no periodo chuvoso, em H.
speciosae M. salzmaniiem ambos os periodos avaliados; além disso o IBéamnioi superior nas
folhas de sol dél. speciosa P. heptaphylunmo periodo chuvose nas folhas de sol e sombra de
A. fraxinifolia no periodo secd&m geral, as folhas desenvolvidas em ambientesailer radiacao
solar apresentam menor indice e densidade estan{@gmond, 1994; Ashton et al., 2011), logo
reducao nesses parametros em plantas sob limitdgéoa pode auxiliar as mesmas em um maior
controle das taxas de transpiracdo. Resultadodisames foram reportados para duas cultivares de

Olea europed.. submetidas a déficit hidrico (Ennajeh et @01@).



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 58

A PPE foi maior nas folhas de sol de fraxinifolia e M. salzmaniiem ambos os periodos
avaliados, este parametro atua na reflexdo do sxaksenergia luminosa evitando maiores danos
ao aparato fotossintético (Bondada et al., 199&)g&dli et al., 2012). A reducao da disponibilidade
hidrica promoveu erA. fraxinifolia e H. speciosa 0 aumento na EPad e EPab, esta modificacdo
antbmica € bastante observada em plantas submaetidesstricdo hidrica contribuindo na
diminuicdo da perda de agua (Sandquist e Ehlerid@98; Bosabalidis e Kofidis, 2002; Terashima
et al., 2006; Pompelli et al., 2012). Bvh salzmaniiem ambos os periodos avalaliados a EPad das
folhas de sol foi superior as das folhas de som@ramA. fraxinifoliaa EPad das folhas de sol foi
mais espessa em relacéo as folhas de sombra &aohesite no periodo de menor disponibilidade
hidrica. A maior espessura da EPad auxilia na éalu@ E e promove uma maior refleccdo da

radiacdo solar (Bondada et al., 1996; Pompelli.e2@12).

Concluséo

Com base nos resultados obtidos, sob limitacadchidv. fraxinifolia ajustou um menor
numero de atributos fisioldgicos, e apesar de tmraamlo praticamente todos os parametros
anatdbmicos avaliados foi a espécie que apresentelnom homeostaseH. speciosae M.
salzmmannii apresentaram respostas intermediarias em relagdo apustes fisiologicos e
anatdbmicos, mas as alteracbes realizadas evitaganos doxidativos. Sob déficit hidrico e alta
radiacdo luminos®. heptaphyllunalterou quase todos os seus atributos anatémiismlégicos,
entretanto os ajustes realizados néo favorecertanespécie tendo em vista 0os danos oxidativos
observados.

Em sintese, os resultados mostram a importanciar@geabordagem sistémica, ou seja de
uma analise cruzada de multiplos atributos bioligjigara uma compreensédo mais consistente dos
mecanismos de tolerancia das plantas ao estresseraah, especialmente em relacéo as variacdes

de luminosidade e precipitacéo; ja que uma abordageéucionista, que busca indicadores Unicos
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para determinar as respostas das plantas as cesdigéturais, pode fornecer diferentes

interpretacdes das complexas interagfes entreaplardeu ambiente.
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Tabela 1.Parametros anatdomicos Aadira fraxinifolia, Hancornia speciosa, Manilkara salzmanaiProtium heptaphyllunem diferentes condicdes
de luminosidade e disponibilidade hidrica na rgstida RPPN do Outeiro de Maracaipe (PernambucsjlBiaF (area foliar), EM (espessura do
mesofilo), PP (parénquima pali¢adico), PL (parémguiacunoso), PPE (parede periclinal externa), E€giderme da face adaxial), EPab (epiderme
da face abaxial), DE (densidade estomética) e hHidg@ estomatico). Letras mailsculas representamesacdo entre as varidveis avaliadas
(luminosidade x precipitacao). Valores represerdammeédias das replicatas (n=5 + EP).

Tratamentos/ AF DE IE PPE EPad EPab EM PP PL
periodo (cm?) (mm?) (mm?) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm)
Andira fraxinifolia
Folhas sol/seco 13+ 02 1004 18+0.6 27+0.8 39+ 1 30+ 0.7 369 +&' - -
Folhas sombra/seco 15+6.3 113+4 18+0.6 21+0.7 36+ 1° 28+ 0.8 323+ P - -
Folhas sol/chuvoso 14+61 1264 20+0.60 17+0.4 26+0.F¥ 19+0.5 282+ % - -

Folhas sombra/chuvoso 16 +0.5 107+  19+0% 14+0.7 21+0.8 21+0.7 284+ 7 - -
Hancornia speciosa

Folhas sol/seco 8+02 43+0.8 30+0.6' 15 +0.7 38 +1 28 +0.7" 371 +9 142488 2266
Folhas sombra/seco 8+0.1 39+ 27+ 0.6 15 +0.6' 38+0.9" 28+0.7" 389+12 150+4" 243+8"
Folhas sol/chuvoso 8+ (41 41+1° 26+0.6° 16 +0.7 35+18 29+1° 393+17 152+3 24548

Folhas sombra/chuvoso  8+0.2 38+0.8 27+0.6 16 +0.7 32+18 25+0.8 378+9" 1334 247+
Manilkara salzmannii

Folhas sol/seco 17+03 72+ 2040.3' 13+0.4 37 +1° 31 +1° 677+18°®  233+9" 413 +1P
Folhas sombra/seco 19+B.2 63+2F 19+0.7 12 +0.4 36+1° 30+1° 722420  228+10 = 465+1%
Folhas sol/chuvoso 20+ 3  69+3° 20+0.7 15+0.8' 42+ 1 31+ 689+1%°%  250+9 429+1C
Folhas sombra/chuvoso  22+0.4 59+ 1940.6' 12+0.% 34+1° 30+1° 650+1% 235+8 405+12
Protium heptaphyllum
Folhas sol/seco 17+03 148+ 7 23+ 3 10+0.4° 34+ 0,9 14 + 1 489 +9' 227+ @ 263 +6'
Folhas sombra/seco 20+ 6.3 123+ 3 19+ 0.5 9+0.8 32+ 1" 17+0.9 478 +12 227+ 7 258 +71
Folhas sol/chuvoso 23+ %9 147+ 3 17+0.4 10:0.7* 31+0,9 15+ 1 454 +1%3 201 +160 249 +¢
Folhas sombra/chuvoso 25+ 0.3 134+ 4®  17+0.% 9+0.4* 32+ 1" 14+1  423+1% 195+ P 229 +P

Nota: Para cada espécie, letras diferentes comparadasieente indicam diferencas estatisticamenteifiégtivas entre as médias, a uma
significancia de 0,05 pelo teste de Student NewKeuis.
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Legenda das figuras

Figura 1: (A) Densidade de Fluxo de Fétons Fotossintétibdd—¢) nas folhas de sol e sombra de
Andira fraxinifolia, Hancornia speciosa, Manilkasalzmanniie Protium heptaphyllum(B) déficit

de presséo de vapor (DPV) do ar, na restinga daNRRPOuteiro de Maracaipe (Pernambuco,
Brasil). Os valores representam a média das réestitn= 5 + EP). Letras maiusculas indicam
diferencas significativas pelo teste de Student INem+Keuls, com nivel de significancia de 5%

entre as variaveis avaliadas (luminosidade x pitacifo).

Figura 2: Fotossintese liquida (A), condutancia estoméaggaTranspiracdo (E), Eficiéncia do uso
da agua (EUA), Temperatura foliar ;(Tnas espéciegndira fraxinifolia (A, E, I, M e Q),
Hancornia speciosaB, F, J, N e R),Manilkara salzmannii(C, G, K, O e S) eProtium
heptaphyllum(D, H, L, P e T) em diferentes condi¢des de lumtexde e disponibilidade hidrica na
restinga da RPPN do Outeiro de Maracaipe (Pernamireasil). Os valores representam a média
das repeticdes (n= 5 £ EP). Letras mailsculas andicliferencas significativas pelo teste de
Student Newman-Keuls, com nivel de significancia % entre as variaveis avaliadas

(luminosidade x precipitacao).

Figura 3: Concentracdo de carboidratos sollveis totais (C&mM)noacidos livres totais (AA) e
Proteinas soluveis totais (PST) nas espésigbra fraxinifolia (A, E, | e M), Hancornia speciosa
(B, F, e N),Manilkara salzmannii(C, G, K e O) eProtium heptaphyllum(D, H, L e P) em
diferentes condi¢cdes de luminosidade e disponddkdhidrica na restinga da RPPN do Outeiro de
Maracaipe (Pernambuco, Brasil). Os valores reptasea média das repeticdes (n=5 + EP). Letras
maiusculas indicam diferencas significativas pelste de Student Newman-Keuls, com nivel de

significancia de 5% entre as variaveis avaliadasiflosidade x precipitacéo).

Figura 4: Concentracdo de Clorofilas totais (Chl a+b), @réides (car), relacao clorofila a/b (Chl
a/b) nas espécieAndira fraxinifolia (A, E e 1), Hancornia speciosdB, F e J),Manilkara
salzmannii(C, G e K) eProtium heptaphylluniD, H e L) em diferentes condi¢gbes de luminosidade
e disponibilidade hidrica na restinga da RPPN dtei@ude Maracaipe (Pernambuco, Brasil). Os
valores representam a meédia das repeticdes (n=EP)+ Letras mailsculas indicam diferencas
significativas pelo teste de Student Newman-Keatsn nivel de significancia de 5% entre as

variaveis avaliadas (luminosidade x precipitacéo).

Figura 5: Concentracdo de malondialdeido (MDA), peréxidohedrogénio (HO,), superoxido

dismutase (SOD) e prolina nas espééirdira fraxinifolia (A, E, I, M), Hancornia specioséB, F,
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J e N),Manilkara salzmanni(C, G, K e O) eProtium heptaphyllunfD, H, L e P) em diferentes
condi¢cbes de luminosidade e disponibilidade hidneaestinga da RPPN do Outeiro de Maracaipe
(Pernambuco, Brasil). Os valores representam a andds repeticdbes (n= 5 + EP). Letras
maiusculas indicam diferencas significativas pelste de Student Newman-Keuls, com nivel de
significancia de 5% entre as variaveis avaliadasiflosidade x precipitacéo).

Figura 6: Dissociacdo da epiderme eAndira fraxinifolia (A-D), Hancornia speciosgE-H),
Manilkara salzmanni{l-L) e Protium heptaphylluniM-P) na face abaxial (A-B, E-F, I-J e M-N) e
da face adaxial (C-D, G-H, K-L e O-P), sob condg;de sol (A, C, E, G, |, K, M e O) e sombra (B,
D, F, H, J, L, N e P) na restinga da RPPN do Outdé& Maracaipe (Pernambuco, Brasil). EST

(estdmatos), setas apontam cicatrizes de tricopstsres. Barras = 200 um.

Figura 7: Corte transversal da regido mediana da folhAmidira fraxinifolia (A-D), Hancornia
speciosa(E-H), Manilkara salzmanni(l-L) e Protium heptaphyllun{M-P) sob condi¢cdes de sol
(A,C,E, G, |, K, Me Q) e sombra (B, D, F, HLJN e P) obtidas em periodo seco (A-B, E-F, I-J
e M-N) e chuvoso (C-D, G-H, K-L e O-P) na restinga RPPN do Outeiro de Maracaipe
(Pernambuco, Brasil): EPAb (epiderme da face aba#®Ad (epiderme da face adaxial), PPE
(parede periclinal externa), PP (parénquima pabgddPL (parénquima lacunoso), Lc (laticiferos),
Es (esclerénquima), Hp (hipoderme). Notar paredelpal externa espessa (seta preta) e extensao

de bainha (setas brancas). Barras = 200 pum.



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 64

[] folha de sol
2,100 [ folha de sombra 0

1,800

HH

1,500
1,200+
900 -

DFFF (umol m?s™)

600 -
300 -

3.5
3.0 4
2.5 1
2.0
1.5 -
1.0 1
0.5 1
0.0

H>
HiX>

oo
Hmo

DPV (kPa)

seco chuvoso

) Periodo
Figura 1:



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 65

Andira fraxinifolia @

O folha de sol
m folha de sombra

ol

Hancornia speciosa @

o

Manilkara salzmannii O

Protium heptaphylium@

A

(E_

el

—.

e [
(G

i

20
‘:-"15
o 12
E oy
£
54
< 0

15
2 12
';{'9
E
o 6
§ 3
w0

5
= 4
»
N3
£
- 2
g

il
3
-
w 0

alh

;:.]-»

il
i [

all
vu [l

EUA (pmol.mmol %)
N

o

A

;:,

(0

40
37
34
31
28
25

I'ie

i
;—lw

o

i
10

L

1

T(C)

10

seco chuvoso

Figura 2

seco chuvoso

seco chuvoso

Periodo

seco chuvoso




Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 66

0 folha de sol
@ folha de sombra

Andira fraxinifolia o

Hancornia speciosa e

A

Manilkara salzmannii 0

i A

Protium heptaphyh'ume

A

CST (mmol Kg-1M

amido (mmol.Kg-1 MS)

1,500

1,000-

5004

il

K

(B e
(G

Eﬁﬁa

AA (mmol.kg-1MS)

404
304
20

104

I

| Y

|1

50-
40,
30,
204
104

PST (g.kg-1MS)

i

I

Nl

[Lh

in e

seco

Figura 3

chuvoso

seco

chuvoso

seco chuvoso

Periodo

seco chuvoso



5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

Chl a+b (g Kg-1MS)

1.5

1.24

0.9
0.6
03
0.0

Car (g Kg-1MS)

Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 67

Andira fraxinifolia 0

[ folha de sol
M@ folha de sombra

A A

Hancornia speciosa e

Manilkara salzmannii e

Protium heptaphyh‘umo

il

4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

Chl a/b

o

seco chuvoso

Figura 4

seco

chuvoso ~

seco chuvoso

Periodo

Seco chuvoso




MDA (umol Kg-1MS)

H,0, (mmol Kg-1MS)

SOD (U mg proteinal)

Prolina (mmol kg-1MS)

Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 68

Andira fraxinifolia 0

0 folha de sol

Hancornia speciosa e

Manilkara salzmannii o

Protium heptaphyllum 0

Figura 5

55| @ folha de sombra |
A
20 1 4 A A I
15 L A L A
0y A o A A A A ? 8
0/ ; = v
21] L
18 A L
E B 8 B | A A A
9 4 B A B I 8 B A i
6 | L B
3 | [
0 . v
600 E ap 2
A

400 3 R A I A 4 I B

A £ B 2 B
0
of . . " .
8 A L
64 | A

A B
4] $ i | B
A A

0 _ _ , [0 |

seco chuvoso seco chuvoso seco chuvoso seco chuvoso

Periodo



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para areas de restinga 69

Epiderme da face abaxial Epiderme da face adaxial

Andira fraxinifolia

Hancornia speciosa

Protium heptaphyllum ~ Manilkara salzmannii

Folha de sol Folha de sombra Folha de sol Folha de somra

Figura 6



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de restinga 70

seco chuvoso

Folhas de sol Folhas de sombra Folhas de sol Folhas de sombra

Andira fraxinifolia

Hancormia speciosa

Manilkara salzmannii

Protium heptaphyllum

3 -
4 Figura7



Alves, M.CJJ.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de vestinga 71

Referéncias bibliograficas

Aguiar, T.V., Sant'/Anna-Santos, B.F., Azevedo, A.kerreira, R.S. 2007. ANATI
QUANTI: software de andlises quantitativas paraidzss em anatomia vegetal.
Planta Daninha 25, 649-659. dviy/10.1590/S0100-83582007000400001.

Alexieva, V., Sergiev, ., Mapelli, S., Karanov, EO01. The effect of drought and
ultraviolet radiation on growth and stress markergpea and wheat. Plant Cell
Environment 24, 1337-1344.

Almeida Jr., E. B., Olivo M. A., Araujo E. L., Ziek C. S. 2009. Caracterizagéo da
vegetacao de restinga da RPPN de Maracaipe, P§i|,B@m base na fisionomia,
flora, nutrientes do solo e lencol freatico. Actat.Brasilica 23, 36-48.
doi: 10.1590/S0102-33062009000100005.

Arnott, H.J. 1959. Leaf clearings. Turtox news B92-194.
Ashton, M.S.C., Gunatilleke, V. S., Gunatilleké.U.N., Griscom, H.P., Ashton, P.S.,

Singhakumara, B.M.P. 2011. The effect of shadeea $tructure and physiology
of tree seedlings from a mixed dipterocarp forBstanical Journal of the Linnean
Society 167, 332-343. doi:10.1111/j.1095-8339.201181 ..

Atkin, O. K., Macherel, D. 2009. The crucial roleptant mitochondria in orchestrating
drought tolerance. Annals of Botany103, 581-597.1@01093/aob/mcn094.

Bates, L.S., Waldren, R.P., Teare, 1.D., 1973. Raj@termination of free proline for
water-stress studies. Plant Soil 39, 205-207. ddit007/BF00018060.

Bondada, B. R., Oosterhuis, D. M., Murphy, J. BimKk. S. 1996. Effect of water
stress on the epicuticular wax composition andasitucture of cottonGossypium
hirsutumL.) leaf, bract, and boll. Env. Exp. Botany 36 &1.-

Bosabalidis, A.M., Kofidis, G. 2002. Comparativdeets of drought stress on leaf
anatomy of two olive Cultivars. Plant Science 1835-379. doi: 10.1016/S0168-
9452 (02) 00135-8.

Bradford, M., 1976. Rapid and quantitative method §uantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofqtein-dye binding. Anual Biochem
72, 284-252. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3.

Bussotti, F. 2008. Functional leaf traits, planthcounities and acclimation processes in
relation to oxidative stress in trees: a critica¢éwview. Global Change Biology 14,
2727-2739. doi: 10.1111/].1365-2486.2008.01677.x.



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para 4reas de restinga 72

Cakmak, 1. Horst. J. 1991. Effect of aluminium adpid peroxidation, superoxide
dismutase, catalase, and peroxidase activitiesantips of soybean3lycine max
Physiol. Plant 83, 463-468. doi: 10.1111/j.1399-80991.tb00121.x.

Carvalho-Filho, J. L. S.; Arrigoni-Blank, M. F.; &ik, A. F. 2004. Producdo de mudas
de angelim Andira fraxinifolia Benth.) em diferentes ambientes, recipientes e
substratos. Rev. Ciéncia Agron. 35, 61-67.

Chaves, M.M. Effects of water deficits on carbosimdation.1991. J Exp. Botany, 42
1-19.

Chaves, M.M., Flexas, J., Pinheiro, C., 2009. Photthesys under drought and salt
stress: regulation mechanismos from whole placetb Ann. of Botany, 103, 551-
560.

Costa, C.B.N., Costa, J.A.S., Ramalho, M. 2006.Idgia reprodutiva de espécies
simpatricas de Malpighiaceae em dunas costeiraBaléa, Brasil. Rev. Bras.
Botanica 29, 103-114.

CPTEC - Centro de Previsdo de Tempo e Estudos @imsa Disponivel em:
http://proclima.cptec.inpe.br/balanco_hidrico/bakamdrico.shtml- acessado em:
10/10/2014.

Dai, Y., Shen, Z,, Liu, Y., Wang, L., Hannaway, Dy, H. 2009. Effects of shade

treatments on the photosynthetic capacity, chloytpHluorescence, and
chlorophyll content off etrastigma hemsleyanuBiels et Gilg. Env. Exp. Botany
65, 177-182.

Demmig-Adams, B., Adams Ill, W.W., Barker, D.H., dan, B.A., Bowlling, D.R.,
Verhoeven, A.S. 1996. Using chlorophyll fluoresaero assess the fraction of
absorbed light allocated to thermal dissipatiorexdéess excitation. Physiol Plant;
98:253-64.

Dickson, W.C. Integrative Plant Anatomy. Academied3, San Diego, California,

USA 2000. 532 p.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Reders, AR, Smith, F., 1956. Colorimetric
method for determination of sugars and related tanbss. Anal Chem 28, 350-
356. doi: 10.1021/ac60111a017.

Dunford, S., 2010. Translocation in the Phloem.Taiz, L., Zeiger, E. (Eds.), Plant
Physiology, §' edition. Sinauer Associates Inc., Sunderland, bizsssetts, pp
271-303.



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para éreas de restinga 73

Ende, W.V., El-Esawe, S.K. 2014. Sucrose signgtathways leading to fructan and
anthocyanin accumulation: A dual function in almatind biotic stress responses?
Env. Exp. Botany 108, 4-13. doi: 10.1016/j.envex#i13.09.017.

Ennajeh, M., Vadel, A.M., Cochard, H., Khemira, 2010. Comparative impacts of
water stress on the leaf anatomy of a droughtteetisind a drought-sensitive olive
cultivar. J. Hort. Science & Biotechnology 85, 2894.

Flexas, J., Bota, J., Loreto, F., Cornic, G., Segrk.D. 2004. Diffusive and metabolic
limitations to photosynthesis under drought anchgglin C3 plants. Plant Biology
6, 269-279.

Flexas, J, Diaz-Espejo, A., Galme’s, J., KaldenhBff Medrano, H., Ribas-Carbo, M.,
2007. Rapid variations of mesophyll conductanceesponse to changes in CO2
concentration around leaves. Plant, Cell & Env. BR84-1289. doi:10.1111 /
j-1365-3040.2007.01700.x.

Frosi, G., Oliveira, M.T., Almeida-Cortez, J., Sasit M.G. 2013. Ecophysiological
performance ofCalotropis proceraan exotic and evergreen species in Caatinga,
Brazilian semi-arid. doi: 10.1007 / x.-s11738-0177@.

Galle, A., Florez-Sarasa, L., Aououad, H.E., Flexds 2011. The mediterranean
evergreenQuercus llexand the semi-deciduow@istus Albiduddiffer in their leaf
gas exchange regulation and acclimatation to rededtought and rewatering
cycles. J Exp Botany 62, 5207-5216. doi:10.10934n2233.

Giannopolitis, C.N Ries, S.K., 1977. Superoxidenditases: occurrence in higher
plants. Plant Physiol. 59 309-314. doi:http://dx.@q@/10.1104/pp.59.2.309.

Gill, S.S., Tuteja, N., 2010. Reactive oxygen specand antioxidant machinery in
abiotic stress tolerance in crop plants. Plant Bhys48, 909-930.
doi:10.1016/j.plaphy.2010.08.016.

Hayat, S., Hayat, Q., Alyemeni, M. N., Wani, A.Bichtel, J., Ahmad, A. 2012. Role of
proline under changing environments. A review. P&ig Behavior 7, 1-11.
doi: 10.4161/psb.21949.

Kempa, S., Krasensky, J., Dal Santo, S., KopkaJahak, C. 2008. A central role of
abscisic acid in stress-regulated carbohydratebobtm. PLoS One 3, p. e3935.

Keunen, E., Peshev, D., Vangronsveld, J., Ende, W&Dypers, A. 2013. Plant sugars
are crucial players in the oxidative challenge mgiabiotic stress: extending the



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de vestinga 74

traditional concept. Plant, Cell & Environment 3@42-1255. doi:
10.1111/pce.12061.

Klein, A.S., Citadini-Zanette, V., Santos, S. 20Blristica e estrutura comunitaria de
restinga herbacea no municipio de Ararangud, Saati@rina. Biotemas 20, 15-26.
doi:http://dx.doi.org/10.5007/20663.

Kdppen, W., 1948. Climatologia: com un estudio o ¢limas de la tierra. Fondo de
Cultura Economica. Mexico.

Krasensky, J., Jonak, C. 2012. Drought, salt, antperature stress-induced metabolic
rearrangements and regulatory networks. J. Exp.arBot63, 1593-1608.
doi:10.1093/jxb/err460.

Kraus, J. E., Arduin, M. Manual basico de métodosneorfologia vegetal. Seropédica,
RJ: EDUR, 1997. 198 p.

Lassouane, N.,Aid, F.,Lutts, S., 2013. Water stimpsict on young seedling growth of
Acacia arabica Acta Physiol Plant., 35 2157-2169. doi: 10.100511738-013-
1252-7.

Lichtenthaler, H.K., Babani, F., Navra'ti, M., Bisnann, C. 2013. Chlorophyll
fluorescence kinetics, photosynthetic activity, gngment composition of blue-
shade and half-shade leaves as compared to swshadd leaves of different trees.
Photosynth Res 117, 355-366. doi: 10.1007/s1112098384-1

Lichtenthaler, H.K., 2007. Biosynthesis, accumuolatand emission of carotenoids,
tocopherol, plastoquinone, and isoprene in leavede high photosynthetic
irradiance. Photosynthesis Research 92, 163-1791@d.007/s11120-007-9204-y.

Lichtenthaler, H. K., Buschmann, C. 2001. Chlordfghgnd carotenoids: measurement

and characterization by UV-VIS spectroscopy. Currétrotocols in Food
Analytical Chemistry F4.3: 1-8. doi:10.1002/0471942.faf0403s01.

Liu, C., Liu, Yuguo, Guo, K., Dayong, F., Li, G{panrun, Z., Yu, L., Yang, R. 2011.
Efeito da seca sobre pigmentos, ajuste osmoticmzémas antioxidantes em
espécies de plantas lenhosas em seis habitate@sudd sudoeste da China. Env.
Exp. Botany 71, 174-183. doi: 10.1016 / j.envexiit0.11.012.

Lorenzi, H. Arvores brasileiras: manual de ideq&izo e cultivo de plantas arbéreas

nativas do Brasil. Nova Odessa. Plantarum, 1998p 35



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de vestinga 75

Medeiros. D. P. W., Lopes. A. V., Zickel. C. S. Z0®henology of woody species in
tropical coastal vegetation, northeastern Braxird=202, 513-520.

Moore, S., Stein, W.H., 1954. A modified ninhydneagent for the photometric
determination of amino acids and related compoudd&iol Chem 221, 907-913.
doi: 10.1021 / ac60139a005.

Oertli, J.J., Lips, S.H., Agami, M. 1990. The sg#nof sclerophyllous cells to resist
collapse due to negative turgor pressure. Acta Dgma 11, 281-289.

Osmond, C.B. What is Photoinhibition? Somsights from comparison od
shade and sun plants. Photoinhibition of phothd®gis: From Molecular
Mechanismos to the Field. N.R. a J.R.B.E. Bakemchater, BIOS Scientific
Publishers. 1994.

Osmond, C.B., Bjorkman, O., Anderson, D.J. Phygiglal in Processes in Plant
Ecology - Toward a Synthesis whittriplex. Springer-Verlag Heidelberg. 1980.
194p.

Oliveira, M.T., Matzek, V., Dias, C.M., Rivas, Rdarinho, F.H., Santos, M.G. 2014.
Stress tolerance and ecophysiological ability ofresader and a native species in a
seasonally dry tropical forest. PLoS ONE 9, el105514
doi:10.1371/journal.pone.0105514.

Pompelli, M.F., Barata-Luis, R.M., Vitorino, H.SGoncalves, E.R., Rolim, E.V.,
Santos, M.G., Almeida-Cortez, J.S., Endres, L., 0201 Photosynthesis,
photoprotection and antioxidant activity of purgingt under drought deficit and
recovery. Biomass Bioenerg 34, 1207-1215. d6i1016/j.biombioe.2010.03.011.

Pompelli, M.F., Martin, S.C., Celin, E.F., VentellM.C., Da Matta, F.M., 2010b.
What is the influence of ordinary epidermal celsl &tomata on the leaf plasticity
of coffee plants grown under full-sun and shadydiwons? Braz J Biol 70, 1083-
1088. doi:10.1590/S1519-69842010000500025.

Pompelli, M.F., Pompelli, G.M., Cabrini, E.C., AseM.C.J.L., Ventrella, M.C. 2012.
Leaf anatomy, ultrastructure and plasticity of @affarabica L. in response to light
and nitrogen. Biotemas 25, 13-28. doi: 10.5007/221985.2012v25n4p13.

Ramanjulu, S., Bartels, D. 2002. Drought- and aegion-induced modulation of gene
expression in plants .Plant, Cell and Environméntl21-151.

Rivas, R., Oliveira, M. T., Santos, M.G. 2013. Tehycles of water deficit from seed

to young plants oMoringa oleiferawoody species improves stress tolerance. J



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para 4reas de restinga 76

Plant Physiology 63, 200-208. doi:10.1016/j.plaghy2.11.026.

Rizzini, C.T. 1979. Tratado de Fitogeografia dodravol. 2. S&o Paulo: Edusp.
Rodriguez-Calcerrada, J., Pardos, J.A., Gil , kandla, I. 2008. Ability to avoid water

stress in seedlings of two oak species is lower diense forest understory than in a
medium canopy gap. For Ecol Man 255, 421-430.
doi:10.1016/j.foreco.2007.09.009.

Rossatto, D.R., Takahashi, F.S.C., Silva, L.C.Ran€Eo, A.C. 2010. Caracteristicas
funcionais de folhas de sol e sombra de espédigseas em uma mata de galeria
no Distrito Federal, Brasil. Acta bot bras 24, @&4F. doi: 10.1590/S0102-
33062010000300007.

Sandquist, D.R., Ehleringer, J.R. 1998. Intraspeeiriation in drought adaptation in
brittlebush: Leaf pubescent and timing of leaf legth rainfall. Oecologia 113,
162-169.

Scarano, F. R. 2002. Structure, function and flieri®lationships of plant communities
in stressful habitats marginal to the Brazilianaftic rain forest. Ann Botany 90, p.
517-524. doi: 10.1093/aob/mcf189.

Silva, V. C., Alves, A. N., S. A,, Carvalho, M. @006. Constituintes fendlicos e
terpendides isolados das raizes Aledira fraxinifolia (FABACEAE). Quimica
Nova 29, 1184-1186.

Souza, G.M., Balmant, B.D., Vitolo, H. F., GomesBW., Florentino, T.M., Catuchi,
T.A., Vieira, W.L. 2009. Estratégias de utilizac@le luz e estabilidade do
desenvolvimento de plantulas @erdia superbaCham. (Boraginaceae) crescidas
em diferentes ambientes luminosos. Acta bot. [2&s474-485.
doi: 10.1590/S0102-33062009000200019

Souza, B.D., Rodrigues, B.M., Endres, L., SantosGM 2010. Ecophysiology
parameters of four Brazilian Atlantic Forest spsaieder shade and drought stress.
Acta Physiol Plant 32, 729-737. d6i1007/s11738-009-0454-5.

Suzuki, N., Koussevitzky, S., Mittler, R. Miller,.@012. ROS and redox signalling in
the response of plants to abiotic stress. Plartagd Env. 35, 259-270.

Terashima, I., Hanba, Yuko T. T., D., Niinemetsp\2011. Leaf Functional Anatomy
in Relation to Photosynthesis. Plant Physiology ,15508-116. doi:
http://dx.doi.org/10.1104/pp.110.165472.

Uzilday, B., Turkan, I., Sekmen, A.H., Ozgur, R.K&rakaya, H.C. 2012. Comparison

of ros formation and antioxidant enzymesGleome gynandrgC4) And Cleome



Alves, M.CJJ.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para dreas de vestinga 77

spinosa (C3) under drought stress, Plant Scienc 182, 59d&: 10.1016 /
j-plantsci.2011.03.015.

Valladares, F., e Niinemets, U. 2008. Shade Toteraa Key Plant Feature of Complex
Nature and Consequences. Annual Review Ecologyluken, and Systematics 39,
p. 237-257. doi:10.1146/annurev.ecolsys.39.11073BAS.

Villachica, H., Carvalho, J. E. U. De, Miller, C_,Hiaz S., C., 1996. Almanza, M.
Mangaba. In: Frutales y hortalizas promisorios al@rhazonialLima: Tratado de
Cooperacion Amazonica, p.191-194,

Vieira-Junior, G. M., Souza, C. M. L., Chaves, M. BOO5. Resina dérotium
heptaphyllum isolamento, caracterizacdo estrutural e avaliad#@® propriedades
térmicas. Quimica Nova 28, 183-187.

Wang, W., Vinocur, B., Altman, A. 2003. Plant respes to drought, salinity and
extreme temperatures: towards genetic engineeoingtfess tolerance. Planta 218,
1-14. doi: 10.1007/s00425-003-1105-5.



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para 4reas de restinga 78

ARTIGO 2

Sob diferentes regimes de déficit hidricdlanilkara salzmannii (Sapotaceae)

apresenta capacidade de resiliéncia?

Artigo redigido conforme norma da reviféant Physiology and Biochemistry



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para 4reas de restinga 79

Sob diferentes regimes de déficit hidricdlanilkara salzmannii (Sapotaceae)

apresenta capacidade de resiliéncia?

Under different water stress regimedManilkara salzmannii (Sapotaceae)
(Sapotaceae) shows resilience?
Maria Claudjane Jerénimo Leite AlVesDanilo Diego SouZa Marcelo Francisco

Pompell?, Carmen Silvia Zickél

1. M.C.J.L. Alves. Universidade Federal Rural denBmbuco, Recife, Pernambuco,
Brazil.

mariaclaudjane@hotmail.com

+5508199213988

2. D. D. Souza. Universidade Federal Rural de Pebnao, Recife, Pernambuco,
Brazil.

3. M. F. Pompelli. Universidade Federal de PernatopRecife, Pernambuco, Brazil.

4. C. S. Zickel. Universidade Federal Rural de &mtnuco, Recife, Pernambuco,

Brazil.



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para 4reas de restinga 80

Resumo

O déficit hidrico é o fator ambiental que mais tand crescimento e o desenvolvimento
vegetal em diversas areas do planeta. Para sobresiv ambientes passiveis de seca,
as plantas precisam desenvolver mecanismos dec@ootgie permita o equilibrio entre
a absorcdo e a perda de agua. Nesse contextoetivolyjeste trabalho foi verificar a
capacidade de resiliéncia NManilkara salzmanniapoés diferentes regimes de restricdo
hidrica. Em casa de vegetacdo, plantas com dois daodesenvolvimento foram
submetidas a quatro tratamentos hidricos: plamiasate (SC) 100% da capacidade de
agua no campo (CC), estresse leve (SL) 50% CGssstmoderado (SM) 25% CC e
estresse severo (SS) restricao hidrica total (0% E&@am mensurados parametros de
trocas gasosas, fluorescéncia da clordil@hl a) e bioquimica do tecido vegetal. No
maximo estresse (36 dias de restricdo hidrica)laggs SL, SM e SS apresentaram
reducdes significativas nas taxas de trocas gasmsasomparacdo as plantas SC, no
entanto o conteudo hidrico relativo (RWC) das felhaos parametros de fluorescéncia
da chla foram reduzidos exclusivamente nas plantas SSn&lamo estresse o teor de
amido, aminoéacidos, proteinas e ascorbato peraxida®X) foram reduzidos nas
plantas sob SS; ja no tratamento SM houve aumemttoncentracdo de carboidratos
soluveis totais e prolina e uma reducédo na atiadda superoxido dismutase e APX.
Apoés 48h de reidratacdo do substrato todos os ghrd@snavaliados erll. salzmannii
foram restabelecidos, indicando que a lesdo induzeéla seca na maquinaria
fotossintética foi reversivel, demonstrando suaaci@ade de resiliéncia ao déficit
hidrico. Enquanto individuos jovemd. salzmanniiconsegue se aclimatar a variacao
hidrica, e por ser uma espécie nativa e com amglabdicdo habilita a mesma para
programas de recuperacdo e manejo de areas tsopicai

Palavras-chave fluorescéncia, tolerancia a seca, trocas gasosas.
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1. Introducgéo

O déficit hidrico é um dos fatores abibticos quésnadteram o metabolismo das
plantas, nesse contexto condi¢fes hidricas magsasepodem causar danos severos no
aparelho fotossintético das plantas, promovendmilzicdo da fotossintese (Gill e
Tuteja, 2010; Mafakheri et al., 2010).

Muitas plantas apresentam a capacidade de resljéme seja, de absorver as
perturbacdes e reorganizar seu metabolismo de moed@pdos um evento estressante
mantenham essencialmente a mesma estrutura e fijRoder et al., 2004). Essa
capacidade € extremamente importante no cenara, atindo em vista as alteracdes
climaticas em resposta ao aquecimento global. Aspamna tolerar as adversidades
ambientais as plantas desenvolveram ao longo déugém diversos mecanismos
fisioldgicos e bioquimicos que coletivamente prosrova sobrevivéncia das plantas em
seus ambientes naturais (Willadino et al., 201lyaRiet al., 2013). Apesar da
importancia dos estudos sob déficit hidrico e adjEs aos estresses ambientais, no
Brasil a maioria destes trabalhos sdo voltados ataras de importancia econémica
como o café, milho, cana-de-acgucar etc (Da Mat@B82Chaves et al., 2004; Willadino
et al., 2011), desse modo ainda faltam informagdése muitas espécies nativas que
possam ou ndo apresentar importancia econémica.

Manilkara salzmanni{(A. DC.) H. J. Lam (Sapotaceae) é uma plantadatds e
perenifolia com ampla distribuicdo em areas deefitr Atlantica e floresta de restinga
(Lorenzi, 1998; Almeida-Jr et al., 2009). Esta espé apreciada pela inddstria
madeireira e de construcao civil, além disso, a&xlé muito utilizado na producéo de
gomas e seus frutos para consumonatura (Lorenzi, 1998). Devido ao intenso
desmatamento de suas areas de distribuicdo, oogklaanilkara tem varias espécies

ameacadas de extingdo (IUCN, 2014), inclusive aasem estudo na regiao Nordeste
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do Brasil. Assim, informacdes fisiologicas do comamento dessa espécie frente ao
déficit hidrico podem servir como subsidio paragpamas voltados a recuperagédo e
manejo de areas antropizadas. Portanto, o objelégste trabalho foi identificar a
capacidade de resiliéncia de plantas joven#ldsalzmanniisubmetidas a diferentes
regimes de déficit hidrico com posterior reidratag® substrato. Em nossa primeira
hipotese, acreditamos que sob limitacdo hidricaersath e severa (25% e 0% CC) as
plantas deM. salzmanniiajustam seu metabolismo reduzinae trocas gasosas e 0s
solutos organicos além de aumentar a atividadéstensa antioxidante, sendo esperado
que ocorra: 1) reducdo na assimilacdo liquida de, @Ondutancia estomatica,
transpiracdo, fluorescéncia da clorofdaamido, aminoacidos, proteinas e pigmentos
cloroplastidicos; 2) aumento da temperatura folieficiéncia do uso da agua,
concentracdo de carboidratos, atividade da supbrddismutase, catalase, ascorbato
peroxidase e prolina. Nossa segunda hipétese & gsalzmanniapresente capacidade
de resiliéncia aos diferentes regimes de défiatittd, sendo esperado que apéds a
reidratacdo do substrato, as plantas apresentemapitio retorno ao metabolismo

normal, ou seja, ndo apresentem diferencas quaatpaaametros avaliados.

2. Materiais e Métodos

2.1 Obtencéo das plantas

Sementes deM. salzmanniforam obtidas de frutos maduros coletados de cinco
diferentes individuos adultos distribuidos aleatoente em uma area de restinga no
municipio de Ipojuca (08°31'48"S e€35°01'05"W) Pemmauco, Brasil. Em casa de
vegetacdo as sementes foram colocadas em bandgejasdo solo arenoso e deixadas
para germinar em local sombreado (~2&tbl m?s'). A germinacéo ocorreu apés seis

meses da semeadura, sem quebra de dorméncia, dardslag obtidas foram
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transferidas para baldes com capacidade de 8L,utnanmistura de terra preta e solo
arenoso (1:1 v/v), sendo regadas diariamente mgirad capacidade de vaso (CC). As
plantulas foram regadas diariamente e apds dois dealesenvolvimento, as plantas
jovens foram submetidas a quatro tratamentos deitdéidrico: controle (SC), estresse
leve (SL), estresse moderado (SM) e estresse s¢8&p O Déficit de pressao de
Vapor (DPV) variou entre 1.7 e 6.6 kPa (Fig. 1A)telmperatura média e a umidade
relativa do ar na casa de vegetacdo foram afecioimsauxilio de um termohigrémetro

digital (Incoterm, modelo: 7666.02), os valoresiat@m entre 25,2-28,1°C e 53-87%
respectivamente (dados ndo mostrados), ja a Radrgassinteticamente Ativa (PAR)

do local foi de aproximadamente 800 pmdish(dados ndo mostrados).

2.2 Status hidrico do solo

A cada dois dias, a umidade do solo foi aferida @o@uxilio de um sensor Falker

(Hidro Farm Falker HFM2030, Santa Catarina, Bramsit) seis amostras por tratamento.

2.2.1 Conteudo hidrico foliar

O teor relativo de agua (RWC) das folhas foi deteasho em cinco amostras de cada
tratamento. Discos foliares com uma area conhdoidan coletados as 6:00 h nos dias
de estresse maximo (36° dia) e reidratacdo (43°(Hig. 1C), logo apds a coleta foram

imediatamente pesados e seguido a metodologia lteeebal. (2011).

2.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Com o auxilio de um sistema portétil de fotossanigs 6400, LICOR, Lincoln, EUA)
foram aferidas medidas de trocas gasosas a caslaids| durante 42 dias, entre 9:00-
11:00 h. Foi marcada uma folha totalmente expaneliddo senescente de seis plantas

por tratamento, nesta folha foram mensurados: daxatossintese liquida (A), taxa de
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transpiracdo (E), condutancia estomaticy (gmperatura foliar (J, além da eficiéncia
do uso da agua (WUE) que foi calculada dividindéA&. No momento da coleta de
dados foi utilizada temperatura ambiente e o PAR3femmol fétons M s?, conforme
curva de luz previamente realizada (dados ndo auist).

Para avaliar as variacdes de fluorescéncia da fitbora as folhas foram
aclimatadas ao escuro por 30 min (Souza et al.)2@8da determinar a fluorescéncia
minima da clorofila (5. Em seguida, a fluorescéncia maxima,)(Foi obtida por um
pulso de saturacdo a ~ 7800 mmof 8t. A emissdo de fluorescéncia em um estado
estavel (§ e maximo de emissédo de fluorescéncia, Foi determinada para folhas
adaptadas a luz, submetidas a fotossintese est@vehrtir desses dados, foram
calculados os seguintes parametros de fluorescéfmencia fotoquimica maxima do
¢PSII [R/Fm = (Fn - Fo) / Ry, taxa de transporte de elétrons [ET$RSII x PFDa x 0,5
x 0,84 (onde o rendimento quantico do fotossistdneaexpresso comgPSIl = Fi,, —
F/F'm, PFDa que é absorvido na luz, 0,5 € um fator gpeesenta a particdo de energia
entre PSl e PSIl e 0,84 representa 84% da PPFDeime, que é assumida para ser
absorvido pelas folhas)], coeficiente guenchingfotoquimico [gP = (= R) / (F'm -

F'0)] e quenchingndo fotoquimico [NPQ= (F— F'n) /F'm)].

2.4 Parametros bioquimicos

No maximo estresse e na reidratacdo imediatamedteas medicdes de trocas
gasosas, amostras do tecido vegetal foram coletadantamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -20i0ocal até a serem analisadas.

Para a extracdo e mensuracao de carboidratos solataes (CST), aminoacidos
livres (AA) e amido, 50 mg de tecido foliar foi aeana preparacdo do extrato

etanolico. Os CST foram medidos de acordo com Buébal. (1956), utilizando-se D
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(+) - glucose com leitura de absorbancia a 490Asranalises de AA foram realizadas
de acordo com Moore e Stein (1948), utilizando wolacdo 1 mM de glicina, acido
glutamico, fenilalanina e arginina como um padi@®,solucdes foram analisadas em
espectrofotdmetro, com leitura de absorbancia an&1.0A fracdo insollvel da extracdo
dos hidratos de carbono foi utilizada para deteamoteor de amido; o sedimento foi
hidrolisado por uma hora com 10 unidades de amitmgidase, e os acucares
resultantes analisados uma segunda vez (Dubois, 49&6), usando D (+) - glucose
como um padrdo, a absorbancia das solucbes dastrasnderam lidas em
espectrofotdbmetro a 490 nm. O conteudo de clordilab e carotenodides foram
analisadas por maceracao de 40 mg de tecido de éoth2 ml de acetona (80%), com
CaCQ para impedir a atividade da clorofilase. Apés mac@&o, as solucbes com as
amostras foram filtradas e as suas absorbancias foredidas em 470,0, 646,8, e 663,2
nm (Lichtenthaler e Buschmann, 2001).

Para determinar o teor de proteinas totais daa$dRST), foram extraidas 100
mg de tecido foliar em tampéo fosfato de potasbkK]j a 100 mM e EDTA 2 mM. O
teor de PST das folhas foi estimado de acordo cométodo de Bradford (1976),
usando soro de albumina bovina como padrédo, sesda@abaorbéncias lidas em
espectrofotdbmetro a 595nm. O teor de prolina foidiohe através do método da
ninidrina-acida (Bates et al., 1973), usando 100dmgecido foliar, as absorbancias
foram lidas em espectrofotdmetro a 520 nm. Parbaav@adano celular, foi medido o
de malondialdeido (MDA) e o peréxido de hidrogéfieO,), usando 100 mg de tecido
foliar. O conteudo MDA foi avaliado com o teste @@do tiobarbitdrico (TBA), que
mede MDA como produto final da peroxidacao lipidiéaquantidade de complexo
(pigmento vermelho) MDA-TBA foi calculada usando wwmeficiente de extincdo de

155 mM* cm?, sendo as absorbancias lidas em espectrofotomé&B@ nm (Cakmak e
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Host, 1991). O acumulo de,8,foi medida por espectrofotometria a 390nm apdsireag
com KI (Alexieva et al., 2001). Para medir a atadd da Superdxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1) foi extraido a partir de 100 mg dédefoliar em um tampéao que consiste
em TFK 100 mM, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol 5 mM, 10vhde 2-mercaptoetanol, 0,1
por cento (v/v) de Triton X-100 e 30 por cento edivinilpirrolidona. A atividade foi
determinada medindo inibicdo da reducéo fotoquiméaitro-azul de tetrazolio (NBT)

a 560 nm (Giannopolitis e Reis, 1977). As enzinstalase e peroxidase do ascorbato
foram extraidos a partir de 100 mg de tecido fammartampéao fosfato de potassio (TFK)
100 mM, EDTA 2 mM, acido ascorbico 20 mM e 30 pento polivinilpirrolidona
(PVP). Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi estimadagtoridade da medicdo da taxa de
decomposicdo de peroxido de hidrogénio a 240 nitizamdo um coeficiente de
extincdo de 39,4 mM cm’ (Nakano e Asada, 1981). A atividade de L-ascorbato
peroxidase (APX, CE 1.11.1.11) foi medida por rédude peroxido de hidrogénio e
acido ascorbico como um agente redutor e monitadiza diminuicdo na absorbancia a
290 nm (Nakano e Asada, 1981). Todas as andlisasfexpressas com base no peso

seco (mg g DW).

2.6 Analises estatisticas

Para a analise estatistica foram utilizados selwiosiuos, a normalidade de todos os
dados coletados foi testada, em seguida os dadas feubmetidos a ANOVA One-

way, sendo as meédias contrastadas pelo teste denStewman-Keuls (ao nivel de
significancia de 5%). Os dados foram analisadoadgsa programa Statistica 7.0 (Stat
Soft. Inc., Tulsa, OK 74104, USA). Foram realizadasrelacbes de Pearson do

programa estatistico Bioestat 5.0 (Ayres et aD,;720
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3. Resultados
3.1. Status hidrico do solo e na folha

Apds 36 dias de restricdo hidrica (estresse maximoole uma reducdo na
umidade do solo das plantas dos tratamentos SL )(68% (84%) e SS (88%) em
relacdo a SC (Fig. 1B). O contetdo hidrico foliRM(C) foi reduzido nas plantas
submetidas a SS apenas no maximo estresse (Fig.emtt¢tanto apds seis dias de
reidratacdo do substrato ndo foram observadasc@asaneste parametro para nenhum

dos tratamentos.

3.2.Trocas gasosas

A partir do 28° dia de imposicéo de restricdo leiirforam observadas quedas
significativas nas taxas de A; g E. No maximo estresse (36° dia) as plantas do
tratamento SL apresentaram reducdes nas taxas(ti8%), g (21%) e E (20%) em
relacdo as plantas irrigadas (SC) (Figs. 2A, B, €©&h SM as plantas também
reduziram A (65%), g(50%) e E (62%) (Figs. 2A, B, C), j& nas plantals SS essas
reducdes foram ainda maiores para A (94%), gs (%) 76%) quando comparadas
as plantas irrigadas (Figs. 2A, B, C). Correlagéasitiva foi observada para a relacao
Algs (r= 0,82, p<0.0001), A/E (r= 0,77, p<0.0001)¢Eg(r= 0,83, p<0.0001).

A WUE no maximo estresse foi superior nas folhasrdtamento SL (6%) em
relacdo as plantas irrigadas Me salzmanniFig. 2D), de forma inversa no maximo
estresse a WUE foi reduzida nas plantas sob SM €98 (63%) quando comparadas
as plantas SC (Fig. 2D). Observamos correlacoes &fWUE (r= 0,40, p<0,001),
WUE/umidade solo (r= 0,25, p<0.05) §WUE (r= 0,34, p<0,05).

Apds 48h apos de reidratacdo do substrato obseeauma rapida recuperacao

dos parametros de A, = e WUE nas plantas sob restricdo hidrica (SL,eSSIS),
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guando comparadas as plantas irrigadas (Fig. 2A&D@mperatura foliar ndo diferiu
com a reducdo da disponibilidade hidrica no periastaliado em nenhum dos
tratamentos (Fig. 2E).

No maximo estresse, as plantas sob SS apresentaemores valores para a
relacdo KFv (10%) e gqP (50%) em relacdo as plantas irrigad@s, demais
tratamentos (SL e SM) estes parametros ndo apaesentvariacoes significativas
(Figs. 2F, H). No maximo estress&RSII foi reduzida nas plantas sob SM (26%) e
SS (44%), de forma semelhante a ETR também foiziddwas plantas SM (23%) e
SS (51%), quando comparadas as plantas irrigadgs @&, J). Ja os valores de NPQ
foram superiores nas plantas sob SS (61%) em celagéplantas SC apenas no
méaximo estresse (Fig. 21). ApGs 48 h da reidratalifisubstrato, todos os valores de
fluorescéncia avaliados nos tratamentos SC, SLeS8 néo apresentaram diferencas
significativas (Fig. 2F, J). Correlacdo positiva &dbservado para A/PSII (r= 0,55,
p<0.0001) e A/gP (r= 0,56, p<0.0001), além da ¢acé® negativa entre A/INPQ (r= -
0,38, p<0.001), NPQ/umidade do solo (r= -0,16, PSP.e NPQ/ETR (r= -0,33,

p<0.05).

Bioquimica

No metabolismo dos solutos organicos, no maximesst, a concentracdo de
CST foi maior nas plantas sob SM (48%) em relac8opkantas dos demais
tratamentos, ndo havendo diferencas quanto a egtbatico apds a reidratacdo do
substrato (Fig. 3A). Para as plantas sob SS farghdo no maximo estresse menores
concentraces de amido foliar (12%), AA (19%) e F3I%), em relacdo as plantas
dos demais tratamentos (Figs. 3B, C, D). Seisal@s a reidratacdo do substrato ndo

houve diferencas nos parametros de AA e PST (B@s.D) entre os tratamentos
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avaliados, entretanto em relagdo a concentracdanmddo foliar percebeu-se um
aumento de 26% nas plantas sob SM quando compaoadaatamentos SC, SL e SS
(Figs. 3B, C, D).

A concentracao de clorofila totais (chl a+b), candides (Car), relacdo clorofila
a/b (Chl a/b) e relacdo carotendides/clorofilagisof{Car/ chl a+b) ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos durante o periedstiesse (Tabela 1).

As plantas sob SM apresentaram no maximo estresaemaior concentracao
de MDA (54%), HO, (31%) e prolina (51%) em relacdo as plantas dosade
tratamentos (Figs. 4A-C). Quando comparadas asaslamigadas a atividade da SOD
foi maior entre as plantas sob SS (24%) e menoplaatas sob SM (31%) (Fig. 4D).
A enzima CAT nao apresentou variacdo em sua atleidpara nenhum dos
tratamentos durante o periodo avaliado (fig. 4&)a jatividade da enzima APX foi
menor nas plantas sob SM (41%) e SS (74%) em ekgdlantas SC (Fig. 4F). Seis
dias apods a reidratacdo do substrato ndo houveeniffegs entre os tratamentos
avaliados nos parametros de MDA;Q4, SOD e prolina (Figs. 4A-D), entretanto a
atividade da APX foi menor nas plantas sob SL (26ft)relacéo as plantas SC (Fig.

5F).

A analise dos resultados mostrou que as plantasngodeM. salzmannii
responderam aos diferentes regimes de restricd@dnicbduzindo as trocas gasosas,

fluorescéncia da clorofila e componentes bioquimicos do metabolismo vegetal.

4.1 Status hidrico do solo e na folha

A reducédo da disponibilidade hidrica no solo proewwas plantas sob SS
diminuicdo significativa no RWC (Fig. 1C). A redacd@a disponibilidade hidrica

também promoveu diminuicdo significativa na RWC @istus albidugCistaceae) e
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Quercus ilex(Fagaceae) (Galle et al., 2011). A auséncia de aguaolo provocou
danos ao metabolismo fotossintético, ja que tambdéram observadas quedas
significativas nas taxas de A. Estes danos, poi@mam reversiveis uma vez que apoés a
reidratacdo do substrato as taxas de A e WUE fgnamtamente restabelecidas, n&o
diferindo das plantas SC.

Apesar da diminuicdo da umidade do solo, as plate&s. salzmannisob SM
nao apresentaram reducdes no RWC (Fig. 1C). Pédssnte este resultado pode estar
atrelado a reducédo das ggromovendo reducdo na E e manutencdo da RWC.
Frequentemente, nos estagios iniciais do estredsedo fechamento estomatico leva
a um aumento na WUE (Galle et al., 2011), no ptesestudo as plantas sob SM
apresentaram quedas de apenas 2% neste parametelaedo as plantas irrigadas,
sugerindo que sob restricbes hidricas de até 25%<T85 plantas conseguem manter
seus processos fisioldgicos. De forma semelhatdatgs jovens d&loringa oleifera
(Moringaceae) submetidas a 10% de hidratacdo nd@oziram o RWC, mas
aumentaram a WUE sugerindo uma estratégia dessatmplpara auxiliar a manter os

processos fisioldgicos e de crescimento (Rivas,e2@L3).

4.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A limitacdo estomatica observada nas plantas @ébanientos SL, SM e SS de
M. salzmannilevaram a uma reducdo significativa nas taxas deEAranspiracao (Fig.
2B). Sob estresse hidrico, o fechamento dos est@néaristo como uma primeira linha
de defesa utilizada pelas plantas para evitar dapde agua para atmosfera atraves da
transpiracdo (Galle et al., 2011; Pompelli et 2010; Rivas et al., 2013; Souza et al.,
2010). Entretanto, o fechamento dos estdématosuirabtaptacdo de G@tmosférico

resultando em quedas significativas nas taxas dotigsicas (Mafakheri et al., 2010;
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Flexas et al., 2004). Resultados semelhantes faacontrados por Pompelli et al.
(2010) e Rivas et al. (2013) que ao estudarem &a da vegetagcdo o comportamento
de plantas jovens delatropha curcas (Euphorbiaceae) eMoringa oleifera
respectivamente, observaram que sob restricdochidki g e E eram reduzidos,
alcancando valores proximos de zero. No entansinasomo no presente estudo, apés
a reidratacdo do substrato os autores observaraipida recuperacdo nas taxas de
trocas gasosas, indicando a plena capacidade @sg@ses de recuperacao.

No presente estudo, as plantas sob SSMdesalzmanniiapresentaram uma
reducdo na eficiéncia fotoquimica verificada atsag@ diminuicdo nos valores da
relacdo F/Fy. De forma semelhante Gongalves et al. (2010) tambéservaram
reducdo significativa na relacdaq,/Fy em quatro variedades de cana-de-agUcar a
medida que a agua disponivel no solo era reduZiodavia, a rapida recuperacdo da
relacdo k/Fy apos a reidratacdo das plantas indica que os dergdotossistemas
foram reversiveis.

A reducdo nas taxas de qP e ETR observadas natmglaob SS déM.
salzmanniino maximo estresse apontam que também ocorreu tmiauetdo no uso
da energia fotoquimica direcionado a atividadedsitadética, bem como a reducdo no
transporte de elétrons do PSII (Carvalho et all,12@ouza et al., 2010). O gP e o NPQ
sdo processos competitivos, logo € esperado quedagdes nas taxas de gP sejam
acompanhadas de aumento de NPQ (Lassouane e9E3). © aumento nas taxas de
NPQ observado nas plantas sob SS indica que as asedissiparam 0 excesso de
energia luminosa sob a forma de calor, protegesdmnaos centros de reacédo do PSII
do excesso de energia de excitacdo (Lassoauahg2&tl8; Souza et al., 2010).

Os menores valores dd’SIl promoveram reducéo nas taxas de A nas plantas

sob SS, promovendo alteragdes na regulacdo no pr®ilpcando um desequilibrio
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entre a producéo e o consumo de ATP e NADPH (Yaagl 2007). EnPicea asperata
(Pinaceae) (Yang et al. 2007) e em seis cultivaesmilno Zea maysPoaceae)
(Carvalho et al. 2011) também foram constatadascies napPSIl associados com a

diminuig&o da A nas plantas submetidas a défiditi¢o.

4.3 Parametros bioquimicos

As plantas sob SM apresentaram aumento na concgotrde CST. A
guantidade e a qualidade no teor de CST nas fgbodem funcionar como um
sinalizador metabdlico na resposta ao estressécdiidiesempenhando um papel de
sequestradores de espécies reativas de oxigéni8)(R@mo demonstrado por Keunen
et al. (2013), Ende e El-Esawe (2014) e Oliveiral ef2014a).

Nas plantas sob SS a reducdo no amido foliar inglieapode ter ocorrido uma
degradagcdo deste metabdlico para evitar maioreesdans cloroplastos, j& que o
acumulo do amido pode comprimir os tilacoides aoemido a desnaturacdo das grana
com consequente retroinibicdo da fotossintese (&tm@ Syvertsen 2005). A reducéo
nas taxas de PST observada no tratamento de & gt ocorreu uma diminuigéo na
sintese protéica. De forma semelhante Frosi et28l3) observaram em plantas de
Calotropis procerasubmetidas a déficit hidrico, reducdes significei nas taxas de
PST, com recuperacao total desse parametro apésiel8pidratacdo do substrato.
Assim como no presente estudo, a rapida capacidadecuperacdo dos parametros
bioquimicos avaliados, apés um evento proemineatseta, indica a capacidade de
resiliéncia do metabolismo dessas plantas.

Na literatura sdo citadas respostas mais lentaanag@o da concentragao de
pigmentos cloroplastidicos em relacdo as taxasatmd gasosas e fluorescéncia da

clorofila, j& que envolvem vias enzimaticas de siiotese e degradacgéo, o que poderia
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explicar a auséncia de alterac6es destes paranmeisgdantas del. salzmannii Além
disso, a auséncia de degradacdo dos carotendidles q@v interpretada como um
mecanismo de defesa, j& que sob déficit hidricoaostendides atuam na protecédo dos
centros de reagao do PSI e PSIl ao absorveremes®xde energia luminosa reduzindo
assim a formacao de ROS (Oliveira et al., 20142afet al., 2013).

Nas plantas sob SS o aumento na atividade da SODopeu uma maior
estabilidade no sistema redox, tendo em vista @naiss de variacdo no,B, e MDA.
Maior investimento na SOD auxilia na protecédo daeges celulares (Oliveira et al.,
2014a), evitando assim a peroxidacao lipidica. bwssesultados estdo de acordo com
aqueles encontrados para millfed mayd..) onde foi observada correlacdo positiva
entre déficit hidrico e aumento da SODb¢Keroglu e Tuna, 2010).

Nas plantas sob SM a reducdo combinada nas atesddas enzimas SOD e
APX e auséncia de atividade na CAT promoveram umeato na formacédo de ROS
em resposta ao aumento nas taxas de ETR, exigaé@smkcie maior investimento em
sequestradores e osmoprotetores como prolina e @Sacucares tém sido associados
a defesa oxidativa e/ou a eliminacdo de ROS (Qéwvei al., 2014a; Ende e El-Esawe,
2014), ja a prolina atua como um regulador osm@ticdliando a manter o turgor foliar
e consequentemente a estabilidade das proteinammdramas, além de promover o
sequestro de radicais livres (Lassouane et al. ,26E3at et al 2012). Como
demonstrado por Oliveira et al. (2014b), plantagie deAnadenanthera colubrina
submetidas a 10% de hidratacdo, apresentaram agicekentre o aumento de CST e
prolina na preservacao das membranas celulareou®ar lado, em plantas adultas de
A. colubrinao acumulo de prolina ndo foi suficiente para evitgreroxidacéao lipidica

das membranas indicado pelo aumento de MDA (Ohwetiral., 2014a).



Alves, M.C,).L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para éreas de restinga 94

5. Concluséo
Para proteger seu aparato fotossintético, as glgotens deM. salzmannii

desenvolveram diferentes ajustes metabdlicos eposes aos niveis especificos de
hidratacdo. O déficit hidrico promoveu nas plargas SM mudancas especialmente
para manter o turgor foliar e a protecdo das otgarenvolvidas na fotossintese; ja as
plantas sob SS buscaram proteger suas paredegres)wdlém da dissipacdo do excesso
de energia luminosa de forma térmica (NPQ). Enitetaapds a reidratacdo do
substrato ocorreu a total recuperacao dos parasnietrologicos alterados apos 36 dias
de imposicdo de restricdo hidrica, confirmando @osegunda hipotese. Nossos
resultados sugerem que enquanto individuos jovdnssalzmannii apresenta a
capacidade de resiliéncia do seu metabolismo, o ppge auxiliar as mesmas a

sobreviverem em ambientes passiveis de seca.
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Consideracoes finais

Em ambientes naturais, o regime hidrico e a luniiaole influenciam desde o
crescimento e desenvolvimento das espécies atétabdicdo das populacdes e a
biodiversidade dos ecossistemas. As plantas emasebientes naturais estdo expostas
a diversos fatores bidticos e abidticos que podemuen dado momento se tornar
estressante. Para tolerar as adversidades ambiastalantas desenvolveram diversos
mecanismos de tolerancia aos estresses, tais gostesabioquimicos, moleculares e
anatdmicos. Entretanto, para averiguar as respdasaglantas as variagcdes do ambiente
se faz importante uma analise com o maior numessipel de atributos bioldgicos,
bem como a interacdo entre 0os mesmos, ja que udiBemue procura um Unico
indicador pode levar a interpretacdes incorretas.

As espécies em estudo apresentaram, em ambientalnatspostas diferenciadas
quanto as variagcdes de luminosidade e precipita8doeducéo da disponibilidade
hidrica promoveu alteragBes principalmente nos mpem@®s bioquimicos deP.
heptaphyllumja a variacdo de luminosidade promoveuferfraxinifolia alteracbes em
praticamente todos os atributos anatdbmicos avaiado speciosae M. salzmannii
apresentaram comportamento semelhante tanto egéoedes parametros bioquimicos
guanto anatébmicos.

Em casa de vegetacédo sob diferentes regimes digdestidrica, as plantas dé&
salzmanniiapresentaram uma flexibilidade de respostas éeeat o déficit hidrico,
contudo apos a reidratacdo do substrato todosré@mptros alterados durante o estresse
hidrico foram recuperados, mostrando a capacidadesiliéncia da espécie. Conclui-
se, portanto que as variacbes morfoanatbmicas fesietgicas observadas tanto em
ambiente natural para as quatro espécies, comespestas ao déficit hidrico em casa
de vegetacdo coml. salzmannii mostram a flexibilidade de estratégias utilizagas
estas plantas para se aclimatar as variagfes deramina qual estdo inseridas. Além
disso, essas informacdes podem ser utilizadasdednair estratégias de conservacao

dos biomas e recuperacédo de areas degradadasakspete em regides tropicais.
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Tabela 1. Pigmentos cloroplastidicos de plantasis\deVianilkara salmanniisubmetidas a quatro diferentes tratamentos decésthidrica (100%,
50%, 25% e 0% CC). Chl a + b (clorofilas totaisgr Ccarotendides), Chl a/b (relacdo clorofila &bfar/Chla+b (relagdo carotendides/clorofilas

totais).
Tratamentos Estresse Reidratacao
chl a+b Car chl a/b Car/chl a+b chl a+b Car chl a/b Car/chl a+b
100% de irrigacdo 3.89+0.2 0.89+ 0.04 3.31+0.2 4.40+0.14 4.09+0.1f 0.86+0.03 4.09+0.1f 4.71+0.1%
50%de irrigacdo  3.75+0. 0.86+0.03 2.87+0.05  4.38+0.29 3.57+0.17 0.88+0.06 3.57+0.17%  4.16+0.49
25% de irrigacdo  3.92+0.2 0.92+0.03 2.84+0.23  4.31+0.24 3.68+0.14 0.86+0.04 3.68+0.14  4.30+0.18
0% de irrigacdo  3.79+0.3 0.83x0.05 2.66+0.2f  4.73:0.7% 3.93+0.18 0.81+0.03 3.93+0.18 4.89:0.34

Nota: Letras diferentes comparadas verticalmente indiddenencas estatisticamente significativas engrenadias, ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student Newman-Keuls. Os valoregseptam médias das repeticdes (n=6 + EP).



Alves, M.C]J.L. Aspectos morfofisiolégicos de quatro espécies de importancia econdmica e bioldgica para areas de restinga 99

Legendas das figuras

Figura 1: (A) déficit de pressdo de vapor (DPV) do ar naacds vegetacdo da Universidade
Federal Rural de Pernambuco; (B) umidade do soje(#€) contetdo relativo de agua (RWC) nas
folhas de plantas jovens déanilkara salzmanniisubmetidas a diferentes regimes de restricao
hidrica com posterior reidratacdo. Seta indicasoddi reidratacdo do substrato (36°). (*) indicam
diferencas significativas (p<0.0001) no mesmo piridetras mailsculas representam tratamentos
do maximo estresse e letras mindsculas tratamelatogidratacdo. Médias (n=6 + EP) seguidas
pela mesma letra ndo séo significativamente difesepelo teste de Student Newman Keuls a 5%
de significancia.

Figura 2: Mensuracdes de trocas gasosas e fluorescénclardéla a: (A) Assimilacdo liquida de
CO, (A), (B) Condutancia estomaticasfg(C) transpiracdo (E), (D) eficiéncia do uso dma
(WUE), (E) temperatura foliar €, (F) relacao &/Fy, (G) eficiéncia do fotossistema Il (gPSlI), (H)
guenchingfotoquimico (gP), (I)quenchingnao fotoquimico (NPQ) e (J) taxa de transporte de
elétrons (ETR) em plantas jovens Manilkara salzmanniisubmetidas a diferentes regimes de
restricdo hidrica com posterior reidratacdo. Sethca o dia da reidratacdo do substrato (36°).
Letras mailsculas representam tratamentos do méaadtnesse e letras minusculas tratamentos da
reidratacdo. Médias (n=6 + EP) seguidas pela mdstrea ndo séo significativamente diferentes
pelo teste de Student Newman Keuls a 5% de signifia.

Figura 3: Variacbes na concentracdo dos solutos organiégscdrboidratos sollveis totais da
folha de (CST), (B) amido, (C) aminoacidos livretais (AA) e (D) proteinas sollveis totais (PST)
nas folhas de plantas jovensManilkara salzmannisubmetidas a diferentes regimes de restricao
hidrica com posterior reidratagdo. Barras vertieaisuras representam o maximo estresse (36° dia)
e barras verticais claras representam a reidraté4a@d dia). Letras mailsculas representam
tratamentos do maximo estresse e letras mindstralasnentos da reidratacdo. Médias (n=6 + EP)
seguidas pela mesma letra ndo sao significativamdiférentes pelo teste de Student Newman
Keuls a 5% de significancia.

Figura 4: Variagcdo na concentracdo de (A) malondialdeido AY)B) peroxido de hidrogénio
(H20,), (C) superéxido dismutase (SOD), (D) prolina, (Egtalase (CAT) e (F) ascorbato
peroxidase (APX) nas folhas de plantas jovenddailkara salzmanniisubmetidas a diferentes
regimes de restricdo hidrica com posterior reigéda Barras verticais escuras representam o
maximo estresse (36° dia) e barras verticais clegpsesentam a reidratacdo (42° dia). Letras
mailsculas representam tratamentos do maximo sstresletras mindsculas tratamentos da
reidratacdo. Médias (n=6 + EP) seguidas pela mdstrea ndo séo significativamente diferentes
pelo teste de Student Newman Keuls a 5% de signifia.
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