Ana Paula Lorenzen Voytena

ESTUDOS MORFOFISIOLOGICOS DE UMA
SAMAMBAIA EPIFITA DA MATA ATLANTICA
TOLERANTE A DESSECACAO - Pleopeltis pleopeltifolia
(Raddi) Alston (POLYPODIACEAE)

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-graduagdo em Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Santa
Catarina, como parte dos requisitos
para a obtencdo do Grau de Mestre em

Biologia Vegetal.

Orientadora: Profa. Dra. Aurea Maria Randi
Coorientadora: Profa. Dra. Marisa Santos

Floriandpolis

2012



Voytena, Ana Paula Lorenzen

ESTUDOS MORFOFISIOLOGICOS DE UMA SAMAMBAIA EPIFITA DA
MATA ATLANTICA TOLERANTE A DESSECACAO - Plecpeltis
pleopeltifolia (Raddi) Alston (POLYPODIACEAE) [dissertacdo]
/ Zna Paula Lorenzen Voytena ; orientadora, Lurea Maria

Randi ; co-orientadora, Marisa Santos. - Floriandpeolis, SC,
2012.

8% p. ; 2lcm

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-
Graduacic em Biologia Vegetal.

Inclui referéncias

1. Biclogia Vegetal. Z. Samambaias. 3. Tolerdncia &
dessecacio. 4. Pigmentos fotossintéticos. 5. Taxa de
transporte de elétrons (ETR). I. Randi, Aurea Maria. II
Santos, Marisa. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal. IV.
Titulo.




Ana Paula Lorenzen Voytena

ESTUDOS MORFOFISIOLOGICOS DA SAMAMBAIA
EPIFITA DA MATA ATLANTICA TOLERANTE A
DESSECACAO - Pleopeltis pleopeltifolia (RADDI) ALSTON
(POLYPODIACEAE)

Esta Dissertacdo foi julgada adequada para a obtencéo do titulo de
Mestre em Biologia Vegetal e aprovada em sua forma final pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Vegetal da

Universidade Federal de Santa Catarina.

Floriandpolis, 29 de junho de 2012.

Dra. Maria Alice Neves

Coordenadora do Programa



Banca Examinadora

Dra. Aurea Maria Randi (Orientadora)

Dra. Marisa Santos (Coorientadora)

Dr. Moacir A. Torres (UDESC/CAV)

Dra. Rosete Pescador (UFSC/CCA)

Dra. Ana Claudia Rodrigues (UFSC/CCB)



“Dedico este trabalho ao meu querido
pai, Moacir Voytena (in memoriam)”.



Agradecimentos

A Universidade Federal de Santa Catarina e ao Departamento
de Botanica, pela oportunidade de desenvolvimento deste
trabalho.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Biologia Vegetal
(PPGBVE) pelo mestrado oferecido.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pelo auxilio financeiro fornecido sob forma de
bolsa. Ao projeto “Rede de Epifitas” (PNADB-CAPES) pela
possibilidade de conhecer pesquisadores de diferentes instituicdes
brasileiras, pela experiéncia adquirida em diferentes cursos
oferecidos e pelo auxilio financeiro dado ao projeto desenvolvido.

Aos meus pais, Marisa e Moacir Voytena. Pela enorme
dedicacdo, amor e carinho com que sempre cuidaram de mim. Em
especial ao meu pai, que mesmo nao estando mais aqui, estara
eternamente presente N0 meu coragdo, NOS Meus pensamentos e
na minha vida.

Ao meu namorado, Bruno Minardi, por todo apoio durante 0s
momentos dificeis que passei durante o mestrado, pelo
companheirismo e parceria durante toda esta trajetoria.

A Profa. Dra. Aurea Maria Randi, pela orientacio, pela
amizade, pelos ensinamentos, pela confianca, pelo seu enorme
carinho, por todos os momentos 6timos que passamos juntas.

A Profa. Dra. Marisa Santos, pela coorientagdo, pelo seu
interesse e prontiddo em sempre auxiliar no desenvolvimento do
trabalho, por todas as sugestdes e ensinamentos.



A Profa. Dra. Maria Terezinha Paulilo, por todas as festinhas
gue alegravam nossos dias!

Ao Prof. Dr. Moacir A. Torres, pelas conversas, ensinamentos
de bioquimica e auxilio nas analises de fotossintese.

Ao Prof. Dr. Paulo A. Horta pela disponibilizacdo do seu
laboratério para a realizagdo das nossas pesquisas.

Aos meus queridos amigos do Departamento de Botéanica, por
todos 0s bons momentos que passamos juntos, sempre com muita
diversdo! Em especial ao Robson, Jeovane, Elise, Katia, Thaise,
Tassi, Grazi, Felipe, Valduga, Tito, Leandro, Vivian, Pati, Gabi,
Carlos por todas as festinhas, sushis, lanches, hot-dogs, cafés e
etc.! Também agradego a Chirle pela ajuda na microscopia de
fluorescéncia.

Aos amigos do Lafic (micro e macroalgas), em especial a
Cintia Martins, pela sua prontiddo em sempre ajudar, pelas tardes
ouvindo Itapema FM; ao Eduardo Bastos, pois sem ele meus
graficos simplesmente ndo existiriam!!!

Obrigada a todos!!!



Resumo

Pleopeltis  pleopeltifolia  (Raddi) Alston (Polypodiopsida,
Polypodiaceae) ¢é uma samambaia endémica do Brasil,
pertencente ao bioma Mata Atlantica. Este trabalho teve como
objetivos avaliar a desidratacdo, reidratacdo e conteldo relativo
de agua (CRA) de frondes, bem como verificar as alteracdes
morfofisiolégicas e bioquimicas relacionadas ao estado de
hidratacdo de espordfitos de P. pleopeltifolia. Esporofitos adultos
(=férteis) foram coletados na Unidade de Conservacdo Ambiental
Desterro (UCAD), Florianépolis, Santa Catarina, Brasil, sendo
submetidos a diferentes tratamentos de desidratagdo (0, 5, 10 e 15
dias) e reidratacéo (1 dia). Partindo de um CRA inicial médio de
85,83%, os espordfitos apresentaram um declinio notavel no
contelldo de &gua, quando mantidos sem irrigacdo, além do
evidente murchamento e enrolamento foliar. Em apenas cinco
dias, ocorreu uma reducdo de 83,1% no conteldo de agua,
passando para um CRA médio de 14,5%. Apobs este periodo
inicial, as plantas passaram para um estado estavel de seca sendo
mantida uma média de 12,9% de CRA aos dez dias de
desidratacdo e 9,6% aos quinze dias. Durante o tratamento de
reidratacdo, as plantas reidrataram totalmente, ocorrendo um
aumento de 87,8% no contetdo de agua, sendo que as frondes
recuperaram sua morfologia original, como a observada em
frondes hidratadas. Durante os cinco dias iniciais dos tratamentos
de desidratagdo, ocorreram decréscimos tanto nos contetdos de
clorofila a e clorofila b, bem como, no contetdo de clorofilas
totais. O contelido de carotenoides também diminuiu durante a
dessecagdo. Entre 0 quinto e o décimo quinto dia de dessecacao,
ocorreram pequenas variagdes no CRA e durante este periodo 0s
contetidos de clorofilas e carotenoides das frondes também néo
foram alterados. Na reidratacdo, ocorreu uma recuperagao parcial
no contetido de clorofilas e carotenoides, atingindo 158% e 305%
de aumento, respectivamente, em relacdo aos quinze dias de
tratamento de desidratacdo, em apenas um dia, sugerindo a sintese



de novo destes pigmentos. As plantas submetidas aos cinco dias
de desidratacdo, quando comparadas as plantas hidratadas, ndo
apresentaram  diferengas nos pardmetros  fotossintéticos
analisados: Eqptimum (irradiancia 6tima), Prax (taxa de transporte de
elétrons maxima) e Alfa o (eficiéncia fotossintética). Ja as plantas
submetidas aos dez e quinze dias de desidratagdo tiveram
reducGes, tanto nos valores de P, bem como no a, atingindo
zero em todos estes parametros nos quinze dias de desidratacdo. A
Eoptimum foi diferente apenas nas plantas submetidas aos quinze
dias de desidratagdo, atingindo valor nulo. A partir dos dez dias
de desidratacdo, decaimentos notaveis na inclinagdo (a) das
curvas rapidas de luz, bem como na amplitude das mesmas foram
perceptiveis, sendo que ndo foi possivel a deteccdo da
fluorescéncia da clorofila a nos individuos submetidos aos quinze
dias de desidratacdo, gerando uma taxa de transporte de elétrons
(ETR) nula. O contetido de prolina em frondes ndo foi alterado
durante a desidratacdo, sugerindo que este aminoacido ndo atua
como soluto compativel na espécie em tratamentos de estresse
hidrico. Contudo, um incremento na concentracdo de agUcares €
perceptivel nos dez primeiros dias de tratamento de seca, sendo
gue em apenas cinco dias de desidratacdo ocorreu um aumento de
204% neste conteldo, em relacdo as plantas hidratadas. Na
reidratacdo, ocorreu um decréscimo no nivel de acucares,
voltando aos valores proximos aos encontrados em folhas
hidratadas. Os dados obtidos sugerem a atuacdo dos agucares
como solutos compativeis, podendo favorecer um possivel
ajustamento osmatico para a espécie em situacGes de dessecacao,
além da possibilidade de vitrificag&o.

Palavras-chave: Pleopeltis pleopeltifolia, contetdo relativo de
agua (CRA), pigmentos, curvas rapidas de luz (RLC’s), prolina,
acucares sollveis totais.



Abstract

Pleopeltis pleopeltifolia  (Raddi) Alston (Polypodiopsida,
Polypodiaceae) is a species endemic to Brazil, belonging to the
phytogeographical area of the Atlantic Forest. This study aimed to
evaluate the dehydration, rehydration and relative water content
(RWC) of fronds as well as check morphophysiological and
biochemical changes related to the hydration status of
sporophytes of P. pleopeltifolia. Adult sporophytes (=fertile) of
species were collected in the Environmental Desterro Park
(UCAD), located in Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil.
Sporophytes were subjected to different dehydration processes (0,
5, 10 and 15 days) and rehydration (1 day). Starting from an
initial RWC average of 85.83%, the sporophytes showed a sharp
decline in water content when kept without irrigation, besides the
obvious wilting and leaf rolling. In five days, there was a
significant reduction of 83.1% in the water content, passing to an
average RWC of 14.5%. After this initial period, the plants passed
to a stable state of dehydration maintaining an average of 12.9%
of RWC after ten days of dehydration and 9.6% after fifteen days.
During rehydration treatment, plants rehydrated completely,
showing an increase of 87.8% in water content, and fronds
regained their original morphology, as seen in hydrated plants.
During the five initial days of dehydration treatment, there were
decreases both in the level of chlorophyll a and chlorophyll b, as
well as the total chlorophyll level. The carotenoids level
decreased during the drying processes. Between the fifth and
fifteenth days of desiccation, there where small variations in the
RWC and during this period the contents of chlorophylls and
carotenoids of the fronds were not changed. On rehydration, the
content of chlorophylls and carotenoids was partly recovered,
reaching an increase of 158% and 305%, respectively, in relation
to the fifteen days of dehydration treatment. These recoveries
suggest de novo synthesis of these pigments. Plants subjected to
five days of dehydration when compared to hydrated plants
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showed no significant differences in photosynthetics parameters
analyzed: Egpimum (Optimal irradiance), Pmax (electron transport
rate maxima) and Alfa a (photosynthetic efficiency). Plants after
ten and fifteen days of dehydration had significant reductions in
both P and o, reaching zero in all these parameters within
fifteen days of dehydration. The Egpimum differed significantly
only in plants subjected to fifteen days of dehydration, reaching
zero. After ten days of dehydration, notable decays in inclination
(o) of rapid light curves as well as the amplitude of the same were
noticeable; it was not possible to detect the chlorophyll
fluorescence after fifteenth day dehydration and consequently the
electron transport rate (ETR) was zero. The water stress
treatments didn’t significantly affect the proline content in fronds,
suggesting that this amino acid doesn’t act as a compatible solute
in this species. However, a significant increase in sugar
concentration in fronds was noticeable in the first ten days of
treatment, and in only five days of dehydration, there was an
increase of 204% in sugar level. The data obtained suggest the
action of the sugars as compatible solutes, which may favor a
possible osmotic adjustment for the species in case of desiccation,
and the possibility of vitrification.

Keywords: Pleopeltis pleopeltifolia, relative water content
(RWC), pigments, rapid light curves (RLC’s), proline, total
soluble sugars.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

No mundo, ocorrem cerca de 13.600 espécies de licofitas e
samambaias, sendo que desse montante, 12.240 espécies s&o
samambaias com maior diversidade concentrada nas regides
tropicais montanhosas (Moran 2008). No Brasil ocorrem 1.176
espécies, sendo 123 licdfitas e 1.053 samambaias, das quais 450
(38,2%) espécies desse total sdo endémicas do Brasil. O Dominio
fitogeografico brasileiro com o maior nimero de espécies é a
Mata Atlantica, com 834 espécies de samambaias e licofitas
(Forzza et al. 2010). Tryon & Tryon (1982) estimaram a
ocorréncia de cerca de 600 espécies de samambaias e licofitas no
leste do Brasil, concentradas principalmente na regido da Mata
Atléntica, sendo os géneros mais diversos: Cyathea, Lindsaea,
Elaphoglossum, Dryopteris, Asplenium e a familia Polypodiaceae
como um todo.

Muitas espécies sdo cosmopolitas, vivendo preferencialmente
nas regides tropicais do mundo, em locais Umidos e sombreados
das matas. As samambaias apresentam ampla distribuicdo nos
ecossistemas, em uma grande variedade de ambientes, sendo que
a existéncia de uma grande variedade de samambaias permite ao
grupo desempenhar um importante papel ecolégico, em um amplo
espectro de comunidades vegetais, onde sua diversidade de
estruturas e habitats s6 tem paralelo com as angiospermas (Page
1979). As samambaias podem variar consideravelmente do ponto
de vista morfoldgico, desde plantas muito pequenas, com um ou
dois centimetros de comprimento, até plantas com porte
arborescente, atingindo entre cinco e sete metros de altura, com
um caule pronunciado (Tryon & Tryon 1982). Cada uma destas
situacBes especificas requer caracteristicas morfolégicas,
anatbmicas e fisiolégicas adequadas que possibilitem a
sobrevivéncia em diferentes condigBes ambientais (Windisch
1992).

As samambaias sdo plantas vasculares sem sementes, que
possuem ciclo de vida com alternancia de geraces. Uma delas é
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caracterizada pela fase gametofitica, haploide, na qual ocorrem
trocas génicas entre os organismos. E geralmente efémera, com
duragdo de alguns dias ou semanas, possui pequeno porte (alguns
milimetros ou centimetros de comprimento), ndo possui tecido
vascular para conducdo de agua e nutrientes e geralmente cresce
prostrada, aderida aos substratos (rochas, cascas de arvores, solo,
folhas, etc.). A outra fase do ciclo de vida, que é muito mais
conspicua, é a fase esporofitica. Ao contrario da fase
gametofitica, esta é perene, chegando a durar varios anos de vida,
muito mais complexa em sua constituicdo, com nimero diploide
de cromossomos, dotada de tecido vascular e formando raizes,
caule e folhas verdadeiros (Raghavan 1989).

Estudos filogenéticos recentes revelaram uma dicotomia basal
dentro do grupo das plantas vasculares, separando-as em duas
linhagens evolutivas distintas: Lycophyta (menos de 1% das
plantas vasculares existentes) e Euphyllophyta (Smith et al.
2006). As Euphyllophyta compreendem dois grandes clados: as
Spermatophyta, que incluem as plantas com sementes, com cerca
de 260.000 espécies e as Monilophyta, que incluem Equisetum L.,
Psilotum Sw. e todas as samambaias eusporangiadas e
leptosporangiadas, com cerca de 9.000 espécies. Do ponto de
vista evolutivo, o termo Pteridophyta ndo reflete uma
classificacdo adequada para estas plantas, tendo em vista que 0s
novos termos empregados especificam grupos monofiléticos
(Pryer et al. 2004; Smith et al. 2006). Segundo Smith et al.
(2006), o termo Monilophyta ndo foi validamente publicado e,
portanto, ndo deve ser usado com sua raiz latina, mantendo a
denominacdo de samambaias. O taxon Polypodiopsida inclui o
grupo das samambaias leptosporangiadas, o maior dentre as
monilofitas atuais, com mais de 11.000 espécies distribuidas em
varias familias e que compreende a maioria das plantas que séo
vulgarmente chamadas de samambaias ou fetos (Pryer et al. 2004;
Smith et al. 2006).

Page (1979) distingue cinco ambientes principais onde as
samambaias sdo encontradas: mésico tropical, epifitico xérico
tropical, terrestre xérico tropical, alpino tropical e temperado.
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Dentre cada um desses ambientes principais um ndmero de
habitats sdo distinguidos, sendo esta classificacdo limitada na
medida em que alguns locais ndo sdo facilmente atribuidos e
muitas espécies podem ser encontradas em mais de um habitat.

Madison (1977) definiu as epifitas como plantas que ndo
possuem conexdes diretas com o solo, utilizam-se de suporte, mas
ndo dos nutrientes dos forofitos em que se apoiam em algum
estadgio de sua vida. Uma definicdo mais ecoldgica diz que, o
epifitismo é uma interagdo comensal entre plantas na qual uma
espécie dependente beneficia-se somente do substrato fornecido
pela planta hospedeira, obtendo nutrientes diretamente da
umidade atmosférica, sem emitir estruturas haustoriais (Bennett
1986).

A dependéncia da umidade atmosférica faz com que a flora
epifitica tenha seus centros de diversidade em florestas Umidas,
sendo que a dinamica de comunidades nas florestas tropicais é
influenciada pela flora epifitica. Sua biomassa fotossintetizante
pode se igualar ou até ultrapassar a dos foréfitos (Benzing 1990),
sendo que a serrapilheira proveniente de epifitas apresenta maior
concentracdo de nutrientes que a produzida por materiais de
origem arborea (Nadkarni & Matelson 1991). O acimulo de
material vegetal cria uma fonte rica em nutrientes disponivel para
a fauna e a flora acima do solo (Nadkarni 1981). Além de
aumentarem a retencdo de &gua (Clark et al. 1998), as epifitas
umidificam o ambiente, auxiliando em atividades bioldgicas,
como a fixacdo de nitrogénio nas copas das arvores (Weaver
1972).

O habitat epifitico € um local onde, mesmo em florestas
tropicais Umidas, plantas sem contato direto com o solo estdo
expostas a secas recorrentes, e caracteristicas xerofiticas estdo
sendo encontradas e estudadas em diversas epifitas (Hietz 2010).
A maioria das epifitas & monocotiledénea (65%), destacando-se
Orchidaceae e Bromeliaceae, seguida das Monilophyta (15,4%),
com destaque para Polypodiaceae e Dryopteridaceae (Kersten
2010). Enquanto aproximadamente '/; das samambaias sdo
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classificadas como epifitas, somente uma pequena por¢do destas
podem ser classificadas como xero6fitas (Hietz 2010).

Segundo Hietz (2010), a tolerancia a dessecacdo se refere a
habilidade para sobreviver a uma perda quase total de agua nos
tecidos: cerca de 90% do conteildo de agua de uma folha. Neste
teor de &gua, o tecido da planta pode estar em equilibrio com o ar
ambiente, entdo ndo ha mais perda de 4gua a menos que o ar fique
mais seco ou mais quente. Esta enorme reducdo no conteudo de
agua resulta em mudancas na forma da célula, na concentracdo de
solutos e nos estados de hidratacdo da membrana e de
macromoléculas. Poucas plantas sdo capazes de sobreviver a estas
mudancas, levando a um grande estresse ao nivel celular. Plantas
que sobrevivem a esta extrema perda de agua sdo tolerantes a
dessecacdo, que €, portanto, uma importante estratégia de
sobrevivéncia para muitas samambaias xerdfitas (Hietz 2010).

A tolerancia é relativamente comum em bridfitas e liquens e
muita rara em plantas com semente. As samambaias ocupam uma
posicdo intermediaria e um bom nUmero de espécies,
principalmente de ambientes xéricos, sédo tolerantes a dessecacao.
Mesmo sem estudos fisiolégicos detalhados para cada espécie,
pode ser assumido que a maioria das espécies que dessecam,
ficam com folhas enroladas apds periodos de seca, e folhas
vigorosas ap0s a chuva pertencem a este grupo (Hietz 2010).

Muitas samambaias ja foram descritas como tolerantes a
dessecagdo, entretanto pouco tem sido reportado sobre o
mecanismo que as mesmas utilizam para sobreviver a dessecacdo
celular (Farrant et al. 2009). Como a taxa de dessecacdo em
samambaias é relativamente lenta, € provavel que, como em
angiospermas, estas dependam mais da acumulagédo de novo para
protecdo durante a seca, do que da protecdo constitutiva
juntamente com o0s reparos associados & desidratagdo
caracteristicos em briéfitas (Oliver et al. 2000). Uma adaptacéo
observada em muitas samambaias tolerantes a dessecacdo, mas
rara em angiospermas é o enrolamento das folhas, que reduz a
area foliar, reduzindo a perda de agua e danos causados pela luz.
O modo de enrolamento das folhas é predeterminado e espécie
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especifico (Hietz 2010). Durante periodos de sol, a perda de adgua
pode ser minimizada através do fechamento de estdmatos,
evitando possiveis danos provocados pela dessecagdo, entretanto,
tecidos clorofilados podem sofrer estresse foto-oxidativo, causado
pela producdo de espécies reativas de oxigénio no aparato
fotossintético. As plantas podem compensar este estresse foto-
oxidativo através de sistemas de defesa antioxidantes e
fotoprotetores, incluindo carotenoides localizados diretamente nas
membranas tilacdides. Em casos de seca continua, as plantas
aumentam a concentragdo constitutiva de carotenoides de
protecdo, para fornecer maior protecdo. Em casos mais severos,
estas substancias protetoras podem ser degradadas sob estresse e,
eventualmente a degradacdo de pigmentos segue como um
resultado do dano oxidativo (Tausz et al. 2001).

As plantas tolerantes a dessecacdo podem ser divididas em
dois grupos: homeoclorofiladas e poiquiloclorofiladas (Tuba et al.
1998). As homeoclorofiladas preservam o contelido de clorofilas
durante a dessecagdo, enquanto que em poiquiloclorofiladas a
dessecacdo resulta na perda de clorofilas e tilacdides, que devem
ser resintetizados apds reidratacdo (Gaff 1977; Bewley 1979;
Csintalan et al. 1996; Tuba et al. 1993; Tuba et al. 1998). Em
relagdlo ao conteldo de carotenoides, em  espécies
poiquiloclorofiladas, este pode ser parcialmente (Sherwin &
Farrant 1998) ou totalmente degradado durante desidratacdo
(Willigen 2001).

As clorofilas e os carotenoides sdo pigmentos fotossintéticos
organicos, encontrados em suas formas ativas nos cloroplastos
dos vegetais, capazes de absorver radiagdo visivel do espectro
solar (Seiferman-Harms 1987; Taiz & Zeiger 2010). Em plantas
superiores, o tecido fotossintético mais ativo € o mesofilo foliar,
sendo que suas células possuem grandes quantidades de
cloroplastos, os quais contém pigmentos verdes especializados na
absorcdo de luz, as clorofilas. A clorofila parece verde aos nossos
olhos devido ao seu espectro de absorgdo, que absorve fortemente
nas porgdes azul (aproximadamente 430 nm) e vermelha
(aproximadamente 660 nm) do espectro, entdo, somente uma
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parte da luz enriquecida em comprimentos de luz verde
(aproximadamente 550 nm) € refletida nos nossos olhos (Taiz &
Zeiger 2010). A faixa espectral absorvida para desencadear o
processo fotossintético é dependente do pigmento em questdo,
sendo que a clorofila possui picos de absor¢do maxima na faixa
do azul e vermelho, 0 mesmo espectro de a¢do para a fotossintese
(Hall & Rao 1980).

A clorofila a estd presente em todos os organismos que
realizam fotossintese oxigénica, participando do primeiro estagio
do processo, que envolve a conversdo da energia luminosa em
energia quimica, enquanto que o0s demais pigmentos
fotossintetizantes participam da absor¢do de luz e da transferéncia
de energia radiante para os centros de reacdo, sendo chamados de
pigmentos acessérios, como as clorofilas b, ¢, d e os carotenoides
(Streit et al. 2005). Ja os diferentes tipos de carotenoides sdo
encontrados em todos os organismos fotossintetizantes, com picos
de absor¢do na regido dos 400 a 500 nm, originando uma
coloragdo alaranjada caracteristica. Estes pigmentos constituem
integralmente as membranas dos tilacéides e encontram-se
associados aos pigmentos das antenas e dos centros de reagdo. A
radiacdo luminosa absorvida pelos carotenoides é transferida para
as moléculas de clorofila, sendo, portanto chamados de pigmentos
acessorios. Além da funcdo como pigmento acessorio, 0S
carotenoides desempenham um papel essencial na fotoprotecdo,
liberando o excesso de energia antes que esta possa danificar o
organismo (Taiz & Zieger 2010). A combinacédo das clorofilas (a
e b) e dos carotenoides capacita as plantas a captarem a maior
parte da energia luminosa, sendo esta absor¢do um dos fatores que
podem limitar a eficiéncia fotossintética das plantas, o
crescimento e a adaptabilidade a diferentes habitats e ambientes
(Engel & Poggiani 1991).

A fluorescéncia emitida pela clorofila a pode ser utilizada
como uma ferramenta muito eficiente para a mensuracdo de
diversos pardmetros fotossintéticos, principalmente para
realizacdo de analises em condicGes de estresse natural ou gerado
pelo homem (Genty et al. 1989). As metodologias atuais para a
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realizacdo das medic¢des da emissdo de fluorescéncia da clorofila
a podem nos fornecer informacdes rapidas a respeito da taxa
transferéncia de elétrons, bem como a conversao e dissipacdo da
energia luminosa em nivel do Fotossistema 1, sempre mantendo a
integridade do material vegetal utilizado nas analises (Bilger et al.
1995).

Os pigmentos fotossintéticos apresentam um papel chave nos
processos de fotossintese, quando as moléculas de clorofila
absorvem energia luminosa, elas alteram transitoriamente suas
configuracdes eletrbnicas a nivel atdmico. Estes pigmentos
fotossintéticos se alteram do estado basal (Chl a) para o estado
excitado, o singleto 1 (Chl a*). Este estado excitado possui vida
muito curta (=10® s) e é muito instavel, assim, apds receberem a
energia dos fétons, estes pigmentos dissipam a energia
proveniente da luz através de trés vias de dissipacdo
(desexcitagdo) da Chl a* (Taiz & Zeiger 2010). Em uma folha, a
energia da luz absorvida pelas moléculas de clorofila pode seguir
trés diferentes destinos: ser utilizada para conduzir a fotossintese
(energia fotoquimica), o excesso de energia pode ser dissipado na
forma de calor e também pode ser reemitida como fluorescéncia.
Estes trés processos ocorrem em competi¢do, de tal forma que
gualquer aumento na eficiéncia de um destes parametros resultara
em uma diminuicdo no rendimento dos outros dois. Assim,
medindo-se a emissdo de fluorescéncia da clorofila, informagdes
sobre alteragGes na eficiéncia fotoquimica e na dissipagdo de calor
podem ser obtidas. Embora a quantidade total de fluorescéncia da
clorofila seja muito pequena (1 ou 2% do total da luz absorvida),
as medicBes podem ser facilmente realizadas. O espectro da
fluorescéncia é diferente do espectro de absorcdo da luz, onde o
pico de emisséo de fluorescéncia possui um comprimento de onda
maior do que a luz absorvida. Portanto, o rendimento de
fluorescéncia pode ser quantificado, expondo uma folha a luz de
comprimentos de onda definidos, mensurando a quantidade de
fluorescéncia emitida (Maxwell & Johnson 2000). A Fluorometria
de Amplitude Modulada, comumente chamada de PAM, é um
método que possibilita a realizacdo de medic6es rapidas e precisas
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de diversos parametros fotossintéticos (Genty et al. 1989; Krause
& Weis 1991; Bilger et al. 1995; Gloag et al. 2007). De acordo
com White & Critchley (1999), estudos utilizando Curvas
Rapidas de Luz (RLC’s) sdo muito Uteis na investigacdo do
aparato fotossintético das plantas. Esta é a Unica técnica
disponivel atualmente que pode investigar o estado adaptado ao
escuro do aparato fotossintético em exposi¢des crescentes de luz,
sempre  alterando  significativamente  as  propriedades
fotossintéticas e as respostas de fluorescéncia foliar (White &
Critchley 1999). Esta metodologia analisa variagbes na
fluorescéncia em resposta a pulsos com intensidades crescentes de
luz, sendo que a partir desta informacéo pode-se estimar a taxa de
transporte de elétrons (ETR), entre outros parametros
fotossintéticos (Kooten & Snel 1990; Krause & Weis 1991; Gloag
et al. 2007; White & Critchley 1999).

A taxa de transporte de elétrons é uma estimativa da
fotossintese bruta e ¢ definida como: ETR = ®PSII. RFA. (0.5).
(0.84), onde, ®PSII ¢ o rendimento quantico efetivo do
Fotossistema Il, RFA ¢ a radiacdo fotossinteticamente ativa (umol
m? s%) utilizada, (0,5) é o coeficiente de atribuicdo entre o
PSI/PSII, considerando que 50% dos fotons sdo absorvidos pelo
PSIl e (0,84) é a constante de absortdncia para plantas
determinada por Bjorkman & Demmig (1987) e Runcie & Durako
(2004), devido ao fato de que nem toda a radiagdo que chega até
as folhas é absorvida pelas moléculas de clorofila, alguns fétons
podem ser transmitidos e outros refletidos (Bjorkman & Demmig
1987).

Os valores de ETR, relativo a utilizacdo da constante de
absortancia 0,84, plotados em Curvas Réapidas de Luz (RLC’s)
taxa fotossintética (P) versus irradiancia (E), devem conter
parcelas de ETR versus irradidncia (E) que obedecam a funcéo
exponencial Y = x. ¢ (Ritchie 2008). Este modelo de equagio é
conhecido como Waiting-in-Line (funcdo de densidade
probabilistica) (Ritchie 2008). O modelo Waiting-in-line pode ser
utilizado em uma grande variedade de sistemas bioldgicos em que
a taxa inicial é diretamente proporcional a quantidade de
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substrato, mas eventualmente pode ocorrer saturagdo a uma
densidade determinada de substrato, podendo ser completamente
inibida quando ocorre aumento no substrato (Ritchie 2008). Uma
forma adequada para a modelagem da fotossintese foi descrita por
Gloag et al. (2007) como: P = A . ky . E . e*"E, onde, (P) ¢
medida da fotossintese como ETR, evolucéo de O ou absorcao de
CO? (A) é uma constante de escalonamento para a altura da
curva, (ky) € uma constante de escalonamento para o eixo X e (E)
é a irradiancia (umol m?s™).

Mecanismos fisioldgicos e bioquimicos da tolerdncia a
dessecacdo tém sido estudados em véarios modelos vegetais.
Enquanto espécies diferem em alguns detalhes, os mecanismos
basicos incluem a sintese de proteinas e carboidratos para a
protecdo de membranas e macromoléculas da oxidacdo e de danos
mecéanicos, como o encolhimento da célula (Hietz 2010).

O potencial hidrico das plantas pode ser mantido durante
periodos de seca através de ajustamento osmdtico. O ajustamento
osmotico é a capacidade das células vegetais para acumular
solutos e utilizad-los para abaixar o potencial hidrico durante
periodos de estresse osmético. O ajustamento envolve um
aumento liquido no conteddo de soluto por células que ¢é
independente das alteragBes de volume resultantes da perda de
agua, sendo que ocorre através do aclUmulo de ions,
predominantemente compartimentabilizados em vacuolos. Com
isso, € necessario o acimulo de outros solutos no citoplasma para
a manutencdo do potencial hidrico em equilibrio com a célula. Os
solutos compativeis sdo compostos organicos osmoticamente
ativos na célula, e ndo desestabilizam as membranas ou
interferem no funcionamento de enzimas. Células vegetais podem
manter altas concentracbes destes compostos sem efeitos
prejudiciais no metabolismo (Taiz & Zeiger 2010). Solutos
compativeis comuns incluem aminoacidos, como a prolina,
acucares, entre outros (Ingram & Bartels 1996; Taiz & Zeiger
2010). O acumulo destes solutos auxilia na prevencdo da
desnaturacdo de proteinas, na preservagao da estrutura e atividade
de enzimas e na protecdo das membranas contra efeitos danosos
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provocados por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hare et
al.1999).

O aminoacido prolina é de consideravel interesse biolégico em
situacBes de resisténcia ao estresse hidrico em plantas, sendo
demonstrado seu acumulo nessas situacoes e o decaimento rapido
de seus niveis ap0s reidratacdo. A prolina pode atuar como um
composto de armazenamento de carbono e nitrogénio, além de
participar do ajustamento osmoético, como um soluto compativel,
balanceando diferencas de concentragdo entre o citoplasma e o
vactolo das plantas. Este aminoacido, em solu¢do aquosa,
apresenta diversas caracteristicas ndo usuais para substancias com
baixo peso molecular, sendo sua solubilidade, densidade e
viscosidade caracteristicas de coloides hidrofilicos (Schobert &
Tscheche 1978).

Os agUcares podem proteger as células durante periodos de
dessecacdo severa através da vitrificacdo, sendo que através deles
um liquido supersaturado é produzido com as propriedades de um
solido (Ingram & Bartels 1996). O vidro é um estado solido
termodinamicamente instavel com viscosidade extremamente alta
(Franks et al. 1991). Devido a alta viscosidade do estado vitreo,
este previne a cristalizacdo de compostos quimicos, fusdo entre os
sistemas de membrana e alteragdes conformacionais em proteinas
(Hoekstra et al. 2001), além de reduzir consideravelmente os
indices de reagdes quimicas possivelmente deletérias nas células
desidratadas (Buitink et al. 1998). Os carboidratos possuem a
propensdo de formar um estado vitreo por meio de interacfes
através de ligacdes de hidrogénio, sendo que quanto maior o peso
molecular do carboidrato maior a temperatura de transicdo do
estado vitreo para liquido (Ty) do citoplasma ao longo de
diferentes niveis de adgua (Hoekstra et al. 2001). Uma alta T, e
baixa temperatura de transicdo de fase de membrana (T,) sdo
estratégias benéficas que as plantas podem adotar durante a
dessecacdo (Hoekstra & Golovina 1999). Considerando que 0s
acucares sollveis desempenham papéis importantes no aumento
da T, estes fornecem diferentes graus de protecdo para células
desidratadas (Liu et al. 2008). Devido a essencialidade da agua na
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formacdo e manutencdo da estrutura de bicamada das membranas
celulares, a desidratacdo tem um grande impacto sobre a
conformacdo das membranas. A desidratacdo leva a um aumento
na T, e, dependendo dos tipos de fosfolipidios envolvidos, pode
evitar a formacdo de bicamadas (Hoekstra & Golovina 1999). A
bicamada de fosfolipidios das membranas é dependente da
presenca de 4agua para manutencdo da sua orientacdo
(hidrofébico-hidrofilica) (Crowe et al. 1992). Em casos de
desidratacdo, ha um efeito de empacotamento e aproximacédo das
moléculas da membrana, que leva a um aumento nas interacdes de
Van der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos, passando
normalmente da fase cristalina liquida para a fase de gel. Como
resultado, ocorre um grande aumento na T, fazendo com que,
por exemplo, lipidios estejam na fase de gel em temperatura
ambiente, quando poderiam estar na fase cristalina liquida caso
estivessem completamente hidratados (Crowe et al. 1992).
Dissacarideos e oligossacarideos, que sdo abundantes em
organismos tolerantes a dessecacdo, sdo particularmente efetivos
na supressdo do aumento da T, induzido pela desidratacéo,
através da interacdo com os grupos polares dos fosfolipidios das
membranas. Além disso, eles previnem a fusdo de membranas
pela formacdo em tempo Util de uma matriz vitrea, a vitrificacéo.
Ambas as propriedades sdo cruciais na protecdo de lipossomos
contra o estresse da desidratacdo (Hoekstra & Golovina 1999),
tendo em vista que, quando estes sdo submetidos a desidratacdo, e
posterior reidratacdo, sem a presenca de aclcares, como a
trealose, ha um extravasamento de todos 0s compostos
internalizados (Crowe et al. 1992). A T,, das membranas em
organismos desidratados é mais baixa do que membranas isoladas
desidratadas, provavelmente devido a interacdo de aglicares com
0s grupos polares dos fosfolipidios e a fluidizacdo de compostos
nas membranas in situ. Diminuicbes da T, in situ podem ser
benéficas no retardamento ou prevencdo de alteracbes nas
camadas das membranas devido a seca e a perda associada de
solutos (Hoekstra & Golovina 1999). Segundo 0s mesmos
autores, diminuicBes na T, interacdes dos aclcares com 0S
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grupos polares dos fosfolipidios das membranas, bem como a
formacdo de matrizes vitreas sdo fundamentais para a preservagado
das membranas em um estado desidratado.

Samambaias desidratadas podem absorver agua primeiramente
através de suas folhas, tendo em vista que o transporte de agua via
peciolo é lento em boas condicBes de hidratacdo e o xilema pode
estar amplamente bloqueado em folhas dessecadas. Em
samambaias que apresentam folhas membranosas com pouca ou
nenhuma cuticula, a absorcdo de 4gua ocorre em poucos minutos,
assim como uma rapida retomada na fluorescéncia da clorofila.
Em samambaias tolerantes & dessecacao, que apresentam cuticula
eficiente, é provadvel que a absor¢do de &gua seja muito mais
lenta, mas pode ser auxiliada por tricomas. Os tricomas sdo muito
diversos em forma e funcdo, e varios aspectos dos tricomas de
samambaias xerofitas vém sendo estudados. Muitas possuem uma
densa cobertura, principalmente na face abaxial da Iamina foliar,
sendo que estes tricomas podem absorvem agua, e, assim, plantas
dessecadas tornam-se rapidamente hidratadas ap6s serem
irrigadas ou umedecidas pela chuva e pelo orvalho, evitando-se,
com isso, a necessidade de transporte de agua das raizes via
peciolo até a Iamina foliar. Em bromélias epifitas com raizes
escassas, tricomas escudos sdo essenciais para absorcdo de &gua
pelas folhas e a cobertura é particularmente densa em espécies
xerdfitas. Existem algumas duvidas sobre o papel dos tricomas
das samambaias na absor¢do de 4gua, mas eles se assemelham aos
tricomas das bromélias. No entanto, a eficiéncia difere entre os
tipos de tricomas e a sua contribuicdo na captacdo total de agua é
desconhecida (Hietz 2010).

Medidas de contetdo relativo de 4gua (CRA) em folhas sdo
comumente utilizadas para avaliar as condi¢fes hidricas de um
vegetal, tendo em vista que, o teor de agua da folha é um
indicador Gtil do balanco hidrico da planta, uma vez que expressa
a quantidade relativa de agua presente nos tecidos da planta
(Slatyer & Taylor 1960). MedigOes do teor de dgua baseadas em
massa fresca e seca de um tecido tém sido substituidas,
principalmente, por medidas com base na quantidade maxima de
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agua que um tecido é capaz de reter (Barrs 1968). Essas medicOes
sdo referidas como conteldo relativo de &gua e podem ser
expressas por CRA (%) = [(MF-MS) / (MT-MS)]*100, onde MF,
MS e MT sdo, respectivamente, massa fresca, seca e turgida do
tecido (Barrs 1968). Apesar de simples, esta técnica precisa ser
ajustada para cada material. Os ajustes relacionam-se
principalmente a duracdo e condi¢fes ambientais do periodo de
embebicdo, necessario para a obtencdo da massa tdrgida
(‘Yamasaki & Dillenburg 1999).

Dentre as samambaias, Pleopeltis € um género com cerca de
20 espécies, distribuidas predominantemente na regido
neotropical, com algumas poucas espécies ocorrendo na Africa
até a India e Sri Lanka (Tryon & Tryon 1982). No Brasil, 13
espécies sdo aceitas, sendo distribuidas nos dominios
fitogeograficos da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (Labiak
& Hirai 2012). Dentre as espécies pertencentes ao género
Pleopeltis, podemos citar Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston
(Figura 1). E uma espécie endémica do Brasil, pertencente ao
dominio fitogeografico da Mata Atlantica sendo distribuida nas
regides Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul (Labiak & Hirai
2012). A espécie pertence a familia Polypodiaceae, ordem
Polypodiales, classe Polypodiopsida segundo a classificagdo
proposta por Smith et al. (2006).

Esta samambaia apresenta grande resisténcia ao estresse de
seca (toleréncia & dessecacdo), se mantendo viva por longos
periodos de tempo. Uma densa cobertura de tricomas é comum
em Pleopeltis, Asplenium, Mohria e varios outros grupos, muitos
dos quais também aparentam ser tolerantes a dessecacdo. Por
estas plantas frequentemente sofrerem periodos de seca, é de
critica importancia a sua sobrevivéncia, absorver &gua
rapidamente e restabelecer um estado ativo quando surgem
condicdes favoraveis (Hietz 2010).

-29-



Figura 1 - Fronde fértil de Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston

[imagem online - Paulo Schwirkowski (FloraRS)]. Disponivel em

http://lwww6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=6527
[Acessado 20 dezembro 2011]

Segundo Tryon & Tryon (1982), o género Pleopeltis é
representado por plantas epifitas ou ocasionalmente rupicolas. As
espécies do género apresentam caule longo rastejante, delgado,
geralmente ramificado, com escamas peltadas a pseudopeltadas.
As frondes sdo monomorfas a levemente dimorfas, agrupadas ou
espacadas entre si. Os soros sdo arredondados ou alongados, sem
indUsio ou protegidos por escamas ao redor, com ou sem
parafises. Os esporos sdo elipsoidais, monoletes, com cicatriz
correspondente a */3a >/, do comprimento do esporo, apresentando
superficie verrucosa (Tryon & Tryon 1982).

Devido a grande importancia ecoldgica e escassez de
pesquisas relacionadas ao estudo das samambaias epifitas da Mata
Atlantica, este trabalho pretende contribuir com conhecimento na
area. Varias espécies encontradas com facilidade em ambientes
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tropicais, que apresentam estratégias de sobrevivéncia
extremamente interessantes nunca foram estudadas. A fim de
melhor caracterizar os mecanismos de tolerancia a dessecacdo em
samambaias, realizamos estudos de aspectos anatdémicos,
bioquimicos e fisioldgicos associados a dessecacdo e reidratacdo
de espordfitos de Pleopeltis pleopeltifolia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar aspectos morfofisioldgicos da samambaia epifita da
Mata Atlantica tolerante a dessecagdo - Pleopeltis pleopeltifolia
(Raddi) Alston.

2.2 Objetivos especificos

Em amostras de Pleopeltis pleopeltifolia:

Analisar a ultraestrutura de esporos;

Analisar a estrutura e a ultraestrutura de frondes;
Determinar curva de absor¢do de agua de frondes;
Avaliar desidratacdo, reidratagdo e conteudo relativo de
agua de frondes;

Determinar o conteido de clorofilas e carotenoides em
frondes;

Avaliar a taxa de transporte de elétrons de espordfitos;
Determinar o contetdo de prolina em frondes;

Determinar o contelido de agUcares solUveis totais em
frondes.

-32-



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Local de coleta

Individuos de Pleopeltis pleopeltifolia foram coletados na
Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UCAD),
pertencente a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A
UCAD localiza-se em Florianopolis, Santa Catarina, Brasil, entre
as_coordenadas geograficas aproximadas de 2730°48” a
27 32°34” de latitude sul e 48 29°38” a 48 30°42” de longitude
oeste. Possui uma area de 491,5 hectares de Floresta Ombrdfila
Densa, representando 1,1% da superficie da llha de Santa
Catarina.

3.2 Espécie estudada

Foram coletados individuos adultos (férteis) da espécie
Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston (n=50). A espécie
pertence a familia Polypodiaceae, ordem Polypodiales e classe
Polypodiopsida (Smith et al. 2006). Os individuos de P.
pleopeltifolia foram transportados para casa de vegetacdo
pertencente ao Departamento de Boténica da Universidade
Federal de Santa Catarina, onde foram mantidos sob condicdes de
luminosidade ambiente, com temperatura variando entre 20 C —
30 C, sendo irrigados regularmente. As plantas foram mantidas
nestas condigdes para aclimatacdo por pelo menos seis meses
antes de cada experimento. Amostras do material vegetal foram
herborizadas e depositadas no Herbario FLOR (UFSC,
Floriandpolis, SC) sob nimero 19.703.

3.3 Acondicionamento de esporos

Apo6s a coleta, frondes férteis de P. pleopeltifolia foram
colocadas em bandeja plastica sobre papel de filtro a temperatura
ambiente para induzir deiscéncia e liberagdo dos esporos. Em
seguida, foram separados dos esporangios através de filtragem em
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papel de entretela e armazenados em frascos de vidroa 7 +1 C
(Randi 1987).

3.4 Analise estrutural de esporos e frondes

Esporos armazenados em refrigeracdo a 7 + 1 C foram
colocadas entre lamina e laminula, com &gua, e analisados em
microscépio optico.

Para andlise estrutural das frondes in vivo, foram realizadas
seccOes transversais, longitudinais e paradérmicas, a mao livre,
com gilete utilizando isopor como material de apoio. Estas
sec¢Oes foram colocadas sobre a [dmina, com agua e cobertas com
laminula. Também foram realizados testes histoquimicos,
utilizando-se solugcdo de lugol para identificacdo amido (Jensen
1962), cloreto férrico para compostos fendlicos (Johansen 1940),
Sudan IV para substancias lipofilicas (Gerlach 1984) e
floroglucinol acidificado para a lignina (Costa 1982).

A andlise estrutural das frondes também foi realizada em
amostras fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato de
sodio 0,IM pH 7,2, lavadas na mesma solugdo tampdo, e
desidratadas em série etilica, sendo conservadas em etanol 70 GL
(Ruzin 1999). Algumas amostras foram infiltradas em uma
mistura de polietilenoglicol (PEG) 1500 e alcool 70% (1:1)
durante 24 horas, em estufa 60 C. Entdo, foram novamente
incubadas em estufa por 24 horas em PEG 1500 puro. Apoés este
periodo as amostras foram emblocadas em PEG 1500. Outras
amostras foram infiltradas em hidroxietilmetacrilato (Jung’s
Historesin — Leica®). Para isto as amostras que estavam
conservadas em etanol 70" GL foram desidratadas em série etilica
até 96 GL e processadas segundo as técnicas usuais do
fabricante, passando por soluctes de pré-infiltracdo e infiltracéo e
ap6s emblocamento foram mantidos em 40 'C, em estufa. As
amostras emblocadas em PEG e em historesina foram seccionadas
em micr6tomo de rotacdo Leica RM 2125 RT, coradas com
Safrablue (Bukatsh 1972) ou Azul de toluidina (O'Brien et al.
1965).
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As laminas preparadas com esporos e amostras de frondes
foram analisadas em microscépio Optico Leica DM2500, com
registros de imagens capturadas com camera fotografica digital
(Leica DFC295) acoplada.

Para analise estrutural das frondes in vivo através de
microscopia oOptica de fluorescéncia, foi utilizado o microscopio
Olympus BX41 com epifluorescéncia, sistema de iluminacdo de
vapor de mercdrio (HBO 100) e filtros para visualizacdo da cor
azul U-MWU2 (excitagdo: 330 — 385 nm; emissdo: 420 nm), da
cor vermelha U-MWG2 (excitacdo: 510 — 550 nm; emissdo: 590
nm), da cor verde U-MWB2 (excitacdo: 460 — 490 nm; emissao:
520 nm) e filtro triplo (excitagdo: 330 — 385 nm, 460 — 490 nm,
510 — 550 nm; emissdo: 420 nm, 520 nm, 590 nm). As imagens
foram capturadas com camera fotogréafica digital QColor 3C (Q-
imaging).

3.5 Andlise ultraestrutural de esporos e frondes

Esporos armazenados em refrigeracdo a 7 + 1 'C foram
colados em suporte de aluminio com fita de carbono dupla face.

Amostras das frondes, previamente fixadas, como referido no
item 3.4, foram submetidas a desidratagdo total, em série etilica, e
mantidas em éter etilico, por 48 horas, a — 20 'C. Ap6s este
periodo, os recipientes com as amostras foram abertos e mantidos
em capela de exaustdo para favorecer a evaporacdo total do éter.
Entdo, as amostras foram coladas em suportes de aluminio, com
auxilio de fita de carbono dupla face.

As preparagdes contendo esporos e aquelas com amostras de
frondes foram metalizadas com 30 nm de ouro em metalizador
Baltec, modelo CED 030. A analise e documentacgdo das amostras
serdo efetivadas em Microscdpio Eletronico de Varredura (JEOL
JSM - 6390LV) do Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCME/UFSC).
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3.6 Determinacédo da curva de absorcéo de dgua

Frondes adultas de P. pleopeltifolia (n=5), completamente
expandidas e de massa semelhante foram cortadas na base da
ragque e imersas em frascos tipo Becker contendo agua destilada.
As mesmas foram pesadas em intervalos determinados de tempo
por um periodo de 20 horas, sendo mantidas sob irradiancia RFA
de 20 pmol de fétons m? s*, temperatura de 25 + 2 'C. Os
resultados obtidos foram ajustados a uma equacdo exponencial de
crescimento (R 0,98), utilizando o programa Origin,
demonstrando o tempo ideal de embebigéo (Top) para determinar
0 peso de massa tlrgida da espécie em estudos de contetdo
relativo de agua (CRA).

3.7 Desidratacao, reidratacao e determinacao do contetdo
relativo de 4gua (CRA)

Individuos adultos de P. Pleopeltifolia (n=30), apresentando
de 3-5 frondes, previamente aclimatados em casa de vegetacdo
(conforme item 3.2), foram mantidos sem irrigacdo durante 0, 5,
10 e 15 dias, sendo utilizado n=6 de individuos em todos os
tratamentos. A reidratacdo das frondes dessecadas, ap6s o periodo
maximo de tratamento (15 dias), foi realizada por asperséo,
simulando chuva durante 1 dia, sendo também utilizado n=6.

Durante os experimentos, as plantas foram mantidas em estufa
com temperatura variando entre 20 C — 30 C, umidade relativa
entre 50 - 80% e RFA 200 pmol de fotons m? s™. Parte dos
individuos submetidos aos diferentes tratamentos foi utilizada
para avaliacGes de conteldo relativo de 4gua durante o periodo de
restricdo hidrica e reidratagdo, sendo outra parte utilizada para
avaliacBes de eficiéncia fotossintética e avaliagdes bioquimicas.
Para as analises bioquimicas posteriores, amostras do material
fresco de cada tratamento foram pesadas e congeladas em N,
liguido imediatamente, sendo mantido um padrdo de coleta
realizado no fim do periodo de luz.
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Para a determinacdo do contetdo relativo de agua, ap6s cada
tratamento, as frondes (n= 5) foram cortadas na base da raque e
imediatamente pesadas para obtengdo de peso de massa fresca.
Entdo, foram colocadas em frascos tipo Becker contendo agua
destilada durante 151 minutos em bancada de laboratério sob
irradiancia RFA de 20 pmol de fétons m?s™, temperatura de 25 +
2 C para mensuracdo de peso de massa turgida. Finalmente, as
frondes foram secas em estufa a temperatura de 60 C durante 24
horas para obtencdo de peso de massa seca.

O contetdo relativo de agua (CRA) das frondes foi
mensurado em cada tratamento, durante o curso de tempo da
dessecacdo e reidratacdo, sendo calculado de acordo com a
equacdo proposta por Barrs (1968):

CRA = [(MF - MS) / (MT - MS)] * 100,
onde MF, MS e MT sdo massa fresca, seca e targida,
respectivamente.

3.8 Determinacéo do conteudo de clorofilas e carotenoides

Para determinacéo do conteudo de clorofilas e carotenoides de
espordfitos de P. pleopeltifolia, submetidos a diferentes periodos
de restricdo hidrica e de reidratacdo, conforme descrito no item
3.7, foram retiradas amostras de 0,2 g de frondes provenientes de
cada tratamento. As nervuras e eventuais danos presentes nas
frondes foram desprezados, sendo as amostras pesadas e
imediatamente congeladas em N,. A extracdo e quantificacdo dos
pigmentos fotossintéticos foram realizadas segundo Lichtenthaler
(1987). Para extracdo, amostras foliares de 0,2 g foram
homogeneizadas em 10 ml de solucéo de acetona 80% (v/v) e, em
seguida, os homogeneizados centrifugados durante 8 minutos a
3.500 g. Para quantificagdo, foram realizadas leituras de
absorbancia em espectrofotémetro (Biospectro, SP-220), em 470
nm, 646 nm e 663 nm. A partir destas leituras, foram calculados
os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides, segundo as
equacdes (1), (2) e (3), respectivamente:

-37-



Clorofila a = 12,21*A663 — 2,81*A646 (1)
Clorofila b = 20,13*A646 — 5,03*A663 (2)
Carotenoides = (1000*A470 — 3,27*Ca — 104*Ch)/198 (3)

Os ensaios foram realizados em triplicatas, sendo os resultados
expressos em pg g MS.

3.9 Avaliagdo da taxa de transporte de elétrons de
espordfitos

A detecgdo da fluorescéncia da clorofila a dos esporofitos de
P. pleopeltifolia foi mensurada com auxilio de fluorimetro de
pulso com amplitude modulada (Diving PAM, Underwater
Fluorometer; Walz, Effeltrich, Germany), equipado com fibra
Optica de 5,5 mm de didmetro e diodo azul (470 nm) como fonte
de luz. O Diving PAM utiliza grampos magnéticos para fornecer
suporte as folhas, posicionado cerca de um 1,0 mm a partir da
extremidade do feixe de luz. Os pardmetros do PAM (ETR) foram
calculados utilizando o software  WINCONTROL (V.3.18)
(WALZ, Germany), usando a configuragdo padrdo para curva
rapida de luz (RLC) (Walz, Effeltrich, Germany) (Genty et al.
1989). O fator padrdo de absortancia (0,84) e o valor padréo
(0,50) para a absorcéo estimada de luz pelo PSI e PSII foram
utilizados para calcular a taxa relativa de transporte de elétrons
(ETR) (Schreiber et al. 1995).

Para todos os tratamentos de desidratacdo e reidratacdo, aos
guais os esporofitos adultos foram submetidos, conforme descrito
no item 3.7, os mesmos foram previamente adaptados por 30
minutos ao escuro. Os experimentos foram realizados em
triplicatas (n=3), sendo que quatro curvas rapidas de luz foram
feitas em amostras independentes de cada um dos tratamentos
realizados, totalizando doze curvas por tratamento. Usando a
opcdo “Rapid Light Curve” (RLC), as curvas de luz foram obtidas
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com a aplicacdo de uma série de oito pulsos de luz saturante (LS),
cada um deles seguidos de uma exposicdo de luz actinica (LA)
crescente (0-2200 umol m™ s RFA).

Os valores de ETR foram representados como curvas rapidas
de luz (RLC’s) (P) versus (E), onde (P) € a fotossintese medida
como ETR e (E) é a respectiva irradiancia utilizada durante os
pulsos. Ambos os parametros foram plotados em uma equacao do
tipo Waiting-in-Line (Y = x . e™) através de uma macro de Excel
(Microsoft Office Excel — 2010) (Ritchie, 2008). O modelo
empirico para P (ETR) versus E (irradiancia) foi inicialmente
empregado por Gloag et al. (2007), utilizando uma forma
adequada para a modelagem da fotossintese (P = A . k, . E . e~
"WEY A partir desta equacdo, foi possivel obter a taxa de
transporte de elétrons maxima (Ppax). A Pmax 0COrre em um valor
de irradiancia de 1/kw, chamado de irradiancia otima (Eoptimum)-
Outro parametro obtido através da equacdo da fotossintese € o
Alfa (a), que corresponde ao angulo formado no inicio da curva
rapida de luz (o = Ppax . € . ky), € dado como a eficiéncia no
transporte de elétrons (Maxwell & Johnson 2000). Os valores
ajustados para constantes (A) e (k,) foram determinados
utilizando a equacéo descrita por Gloag et al. (2007).

3.10 Determinacao do contetido de prolina

A extracdo de prolina foi realizada segundo Bates et al.
(1973). Amostras de 0,5 g de frondes, provenientes dos
tratamentos de restricdo hidrica e reidratacdo, conforme descrito
no item 3.7, foram maceradas e homogeneizadas em 10 ml de
acido sulfosalicilico aquoso 3%. Em seguida, os homogeneizados
foram filtrados em papel filtro, sendo coletados 2 ml do filtrado e
a estes adicionados 2 ml de ninhidrina 4cida e 2 ml de acido
acético glacial (Grunden et al. 2001). A solugdo foi mantida a 100
‘C durante 1 hora, seguida por banho de gelo. Entio foram
adicionados 4 ml de tolueno a solugdo e esta foi mantida sob
agitacéo vigorosa. A fase contendo tolueno foi removida da fase
aquosa através de micropipeta e mantida em temperatura
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ambiente. Os ensaios foram realizados em triplicatas, a
guantificacdo do material realizada em espectrofotdmetro
(Biospectro, SP-220), em 515 nm, sendo utilizado o coeficiente
de absorcdo molar para o complexo prolina-ninhidrina 4.570 M™
cm™, e os resultados expressos em pg g MS (Grunden et al.
2001).

3.11 Determinagéo do conteldo de agucares solUveis totais

A extracdo de agUcares sollveis totais foi realizada segundo
Bieleski & Turner (1966). Amostras de 100 mg de frondes,
provenientes de cada tratamento de restricdo hidrica e reidratacéo,
conforme descrito no item 3.7, foram maceradas e
homogeneizadas em 10 ml de MCA (metanol, cloroférmio e
agua) na proporcdo 12:5:3 (v/v), respectivamente, seguido por
centrifugacdo a 3500 g por 5 minutos, sendo coletada uma
aliquota de 4 ml do sobrenadante. Entdo, foram adicionados a esta
aliquota 1,5 ml de &gua destilada e 1,0 ml de cloroférmio, sendo o
ensaio foi centrifugado a 3500 g por 5 minutos. Aliquotas de 0,5
ml do volume final da fase aquosa foram retiradas e acrescidas de
1,0 ml de antrona (Morris 1948), sendo mantidas a 100 C durante
3 minutos. Os ensaios foram realizados em ftriplicatas, a
guantificacdo do material realizada em espectrofotdmetro
(Biospectro, SP-220) em 620 nm, sendo os resultados expressos
em g g'1 MS

A concentracdo de acUcares solUveis totais foi obtida a partir
de curva padrdo de glicose, sendo utilizadas as concentragdes: 0,
20, 40, 60, 80 e 100 pg ml™. Aliquotas de 0,5 ml destas amostras
foram retiradas e adicionadas a 1,0 ml de antrona (Morris 1948),
sendo mantidas a 100 'C durante 3 minutos. As leituras foram
realizadas em espectrofotémetro (Biospectro, SP-220) em 620
nm.
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3.12 Analise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de comparacdo de médias (Tukey
5%), quando os dados apresentaram distribuicdo normal e
variancias homogéneas. No caso de dados que ndo apresentaram
normalidade ou homogeneidade de variancias, mesmo apds
transformacdo angular, a andlise de variancia foi realizada pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (H) seguido de teste de
Dunn (Zar 1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ultraestrutura de esporos

No interior dos esporangios de Pleopeltis pleopeltifolia (Fig.
1.1) encontram-se esporos do tipo monolete, com forma
elipsoidal, com aproximadamente 45 pm de comprimento,
mostrando conspicua cicatriz na superficie convexa; quando em
vista proximal (Fig. 1.2), a superficie distal é concava (Fig. 1.3).
O tipo monolete também foi registrado para outras espécies do
género Pleopeltis, como em P. macrocarpa (Polypodiaceae)
(Giudice et al. 2004) e em P. lepidopteris (Polypodiaceae)
(Viviani et al. 2009). Erdtman (1952) referiu que a cicatriz que
ocorre na superficie convexa do esporo, com aproximadamente 20
um de comprimento em P. pleopeltifolia, € uma caracteristica de
esporos monoletes. Esporos monoletes em forma de feijdo sdo
comumente encontrados nas ordens mais recentemente derivadas
das samambaias, como Polypodiales (Sharpe et al. 2010). Em P.
Pelopeltifolia este aspecto € evidenciado e resulta da concavidade
da superficie distal. Os esporos da espécie estudada sdo de
tamanho médio, pois conforme Erdtman (1952), quando
apresentam de 25-50 um, baseado no comprimento do maior eixo
do esporo, sdo considerados de tamanho médio.

O perisporo de P. pleopeltifolia tem superficie lisa, embora
encontram-se algumas deposi¢des irregulares, tendendo a
globulares na superficie proximal (Fig. 1.2). Segundo Tryon &
Tryon (1982), os esporos do género Pleopeltis sdo geralmente
papilados. Os dados para P. pleopeltifolia diferem disto, embora
Viviani et al. (2009) descrevem os esporos de P. lepidopteris
como apresentando, parcialmente, a superficie do perisporo
papilado-granulado, com glébulos de aproximadamente 2 um de
diametro, dispersos ou densamente agrupados. Giudice et al.
(2004) também ndo mencionam perisporo papilado em P.
macrocarpa, citando e ilustrando em eletromicrografias a
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presenca de gléblulos de tamanhos diferentes na superficie do
perisporo, como constatado aqui para P. pleopeltifolia.

Figura 2 - Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston. Microscopia
eletronica de varredura. 1. Aspecto geral de esporos no interior de
microesporangio aberto. 2. Vista proximal do esporo monolete, face
convexa e forma elipsoidal, com cicatriz (seta preta) saliente no centro.
Depositos irregulares (seta branca) na superficie do perisporo. 3. Vista
distal do esporo com superficie concava. Barras — 1. 20 um; 2-3. 10 pm.

4.2 Morfoanatomia de fronde de espordfitos

As frondes de P. pleopeltifolia sdo dorsiventrais (Fig. 3.1 e
3.2), com epiderme uniestratificada (Fig. 3.3), mesofilo (Fig. 3.2)
constituido  por  parénquima tendendo ao palicadico
biestratificado, adaxialmente, e parénquima  esponjoso,
abaxialmente. Parénquimas palicadico e esponjoso sdo referidos
por Ferrari (2009) para outras espécies de Pleopeltis, mas Viviani
et al. (2009) refere a presenca de parénquima tendendo a
palicadico, como na espécie em estudo, por ndo apresentarem a
tipica estrutura de células alongadas e justapostas. Entre as
samambaias analisadas por Hietz & Briones (1998), pertencentes
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aos  géneros  Asplenium, Elaphoglossum,  Polypodium,
Phlebodium, Trichomanes e Pleopeltis, nenhuma apresentou
hipoderme ou algum tecido especifico para reserva de agua. Este
fato também foi verificado na espécie em estudo, entretanto as
células do clorénquima, bem como as epidérmicas podem conter
vacuolos com reserva hidrica, contudo, como ndo sé&o
especializadas nesta fungdo, facilmente perdem &gua, advindo
disto a murcha, mas também podem facilmente reidratar-se. A
cuticula, na face adaxial, é conspicua (Fig. 3.3), 0 que assegura
melhor controle no equilibrio hidrico interno. Ferrari (2009)
registrou paredes celulares periclinais espessas na face adaxial de
outras duas espécies de Pleopeltis, P. hirsutissima
(Polypodiaceae) e P. macrocarpa (Polypodiaceae), que também
desempenhariam funcao similar, porém a presenca da cutina torna
mais eficiente a barreira para restringir a perda de agua. Alta
resisténcia cuticular previne, ndo somente a perda de agua, mas
também a absorcdo da mesma, e, assim, pode ndo ser um recurso
totalmente positivo tendo em vista que as folhas sédo
frequentemente umedecidas pela neblina (Hietz & Briones 1998).
Em samambaias com alta resisténcia cuticular contra perda de
agua, como Elaphoglossum glaucum (Dryopteridaceae) e
Phlebodium areolatum (Polypodiaceae), a absor¢do de agua por
esta via € insignificante (Hietz & Briones 1998).

A raque é sustentada por amplo tecido subepidérmico,
constituido por fibras (Fig. 3.3), presente em ambas as faces (Fig.
3.1). Adjacente a estas fibras encontram-se células
parénquimaticas (Fig. 3.4), as quais séo clorofiladas (Fig. 3.1). A
microscopia utilizando fluorescéncia Fig. 3.5 (Filtro triplo -
excitacdo: 330 — 385 nm, 460 — 490 nm, 510 — 550 nm; emissao:
420 nm, 520 nm, 590 nm) e 3.6 (Filtro azul - excitacdo: 330 — 385
nm; emissdo: 420 nm) confirmou a presenca de cloroplastos neste
parénquima (cor vermelha) e lignina nas fibras (cor verde — Fig.
3.5 e cor azul — Fig. 3.6). As paredes celulares destas fibras, além
da grande quantidade de pontoagdes, apresentam-se lignificadas
apenas nas camadas mais externas da parede celular, sendo que as
camadas mais internas sdo somente celuldsicas, caracterizando o
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tipo de fibras denominado de gelatinosas. No bordo foliar (Fig.
3.7) também ha a presenca de fibras subepidermicamente. Na
porcdo mais interna do coOrtex da raque encontra-se um estrato
constituido por células de paredes mostrando conspicuo
espessamento em forma de “U” (Fig. 3.1), contendo compostos
fendlicos. A camada mais interna do cortex, a endoderme, é
pouco evidente na microscopia éptica convencional, por ser
constituida por células achatadas radialmente e de paredes muito
delgadas (Fig. 3.8). Entretanto, com o recurso da microscopia de
fluorescéncia, as estrias de Caspary tornam-se facilmente visiveis
em decorréncia da presenca de suberina que é autofluorescente
(Fig. 3.5). Assim, verifica-se que o espessamento em “U”
corresponde ao tecido adjacente a endoderme (Fig. 3.9). O
meristelo (Fig. 3.5) é delimitado externamente por periciclo, com
um ou dois estratos celulares (Fig. 3.8), contendo uma estrutura
vascular concéntrica, do tipo anficrival. O xilema, posicionado
internamente ao floema, tem a forma geralmente em “V” pouco
acentuado, por vezes plano, e mostra elementos traqueais de
metaxilema em posicdo central, e de protoxilema em posicdo
lateral (Fig. 3.8).

Em P. hirsutissima, na regido da nervura mediana da lamina
foliar, o feixe vascular é envolvido pelo periciclo, pela
endoderme, cujas células apresentam estrias de Caspary e por
células parenquimaticas de paredes espessadas (Ferrari 2009). Em
P. macrocarpa, o feixe vascular é anficrival, com xilema em
forma de “V” e periciclo com uma a duas camadas de células; a
endoderme, muitas vezes ndo integra, esta envolvida por células
parenquimaticas com conteldo fendlico (Ferrari 2009). Em
Campyloneurum repens (Polypodiaceae) o sistema vascular da
lamina foliar na regido da nervura mediana é representado por um
feixe anficrival, delimitado pelo periciclo, com uma a duas
camadas de células e circundado pela endoderme, com estrias de
Caspary (Ferrari 2009). O xilema, em forma de “V”, apresenta
trés polos de protoxilema (Ferrari 2009).

As células epidérmicas apresentam formas variadas, tendendo
ao alongamento (Fig. 4.1) no sentido longitudinal da fronde. As

-45-



paredes celulares anticlinais sdo sinuosas (Fig. 4.2 e 4.3) e as
periclinais convexas (Fig. 4.1 e 4.3). Paredes celulares anticlinais
sinuosas tém sido referidas em espécies do género Pleopeltis,
como em P. macrocarpa e P. hirsutissima (Ferrari 2009). Em
Pleopeltis lepidopteris (Polypodiaceae) foram observadas paredes
anticlinais sinuosas em ambas as faces da lamina foliar (Viviani et
al. 2009). Segundo Krauss (1949), as sinuosidades representam
adaptacBes mecanicas, evitando o colapso celular durante os
movimentos de expansdo e contracdo da folha pela entrada e saida
de agua. Em espécies do género Tillandsia, que geralmente
ocupam ambientes com fornecimento descontinuo de agua e
nutrientes, foi sugerido que a sinuosidade poderia auxiliar em um
suporte mecéanico evitando murchamento (Scatena & Segecin
2005). Portanto, esta sinuosidade das paredes anticlinais das
células epidérmicas da fronde podem exercer um papel
importante na capacidade que esta espécie apresenta de
desidratar-se em periodos de caréncia hidrica e retornar a
vitalidade estrutural-funcional quando héa disponibilidade de agua.

Os estdmatos (Fig. 4.3 e 4.4) estdo restritos a face abaxial,
sendo do tipo anomocitico (Fig. 4.5) e posicionados no mesmo
nivel das demais células epidérmicas. Estbmatos anomocitico
também foram registrados em outras espécies de Pleopeltis, como
em P. macrocarpa e P. hirsutissima (Ferrari 2009), assim como
observado em P. lepidopteris (Viviani et al. 2009). No estudo
realizado com oito espécies de samambaias pertencentes aos
géneros Asplenium, Elaphoglossum, Polypodium, Phlebodium,
Trichomanes e Pleopeltis, por Hietz & Briones (1998) foi
evidenciado que os estdbmatos de todas as espécies ndo estdo
posicionados acima da epiderme circundante ou afundados na
mesma, correspondendo ao observado na espécie em estudo.
Entretanto, em P. pleopeltifolia, o estbmato na figura 4.4 mostra o
poro na forma de fenda com cerca de 4 um de abertura (sentido
perpendicular a fenda), enquanto os estdmatos na figura 4.5
mostram poros com cerca de 11 um de abertura. Esta diferenca
ndo se relaciona com o momento fisiolégico da abertura
estomatica e sim com o plano de observacdo da estrutura. A
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eletromicrografia registra a superficie cuticular, transparente na
fotomicrografia, portanto em 4.4 é registrada a imagem mais
superficial do poro, enquanto a 4.5 mostra um plano mais interno
a esta, o que confirma a presenca de um éatrio externo ao ostiolo.
Esta evidéncia, que ndo pode ser constatada em secgdes
transversais pelas dificuldades técnicas de preparo e observacdo
das amostras, é de grande relevancia, uma vez que a presenca
deste &trio externo tem sido interpretada na literatura como
caracteristica xeromorfa, restringindo a transpiracdo (Eames &
Mac Daniels 1947; Fahn & Cutler 1992), pois cria um microclima
de teor de umidade intermediario entre o ambiente interno e
externo.

Em ambas as faces da fronde de P. pleopeltifolia ocorrem
tricomas do tipo escamas (Fig. 4.6), constituidos por um
pedunculo curto, perpendicular a superficie epidérmica, do qual
se expande uma escama peltada, porém de forma alongada, com
afilamento em direcdo a uma extremidade; as bordas desta escama
mostram projecfes irregulares. Ogura (1972) relata que os
tricomas das Polypodiaceae podem apresentar-se na forma de
escamas e pelos, sendo importantes na identificagcdo taxondmica.
Segundo o autor, os pelos sdo geralmente filiformes, consistem de
uma ou mais células e podem ramificar-se; enquanto as escamas
sdo geralmente planas ou achatadas e grandes, constituidas por
numerosas células. Viviani et al. (2009), analisando a
morfoanatomia de frondes de esporéfitos jovens de P.
lepidopteris, constataram a presenca de escamas em ambas as
faces da lamina foliar. Ranal (1993) analisou o desenvolvimento
de P. hirsutissima e constatou que esporofitos jovens apresentam
escamas em ambas as faces, que se caracterizam como deltoides
basipeltadas e com margem ligeiramente denteada. Ja de acordo
com Labiak & Prado (1998), espordéfitos de P. hirsutissuma
apresentam lamina foliar revestida por escamas filiformes de base
larga, margem hialina e ciliada. Strehl & Miranda (1997) também
descreveram escamas de P. hirsutissima do tipo peltado, ndo
glandular, com base alargada e &pice unisseriado.
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Tem sido demonstrada a contribuicdo de tricomas foliares na
absorcdo de agua, principalmente em espécies com alta resisténcia
cuticular, mesmo que a sua estrutura ndo seja tdo desenvolvida
como a dos tricomas das bromélias (Hietz & Briones 1998). Os
autores  acrescentam  que  0s  tricomas  derivaram
independentemente em bromélias e samambaias, sendo um
método importante para a absor¢do de agua em epifitas. Escamas
similares as encontradas nas bromélias, ja foram descritas para
espécies das familias Dryopteridaceae  (Elaphoglossum
petiolatum) e Polypodiaceae (Pleopeltis astrolepis, P. mexicana,
Polypodium hirsutissimum e P. squalidum) (Hietz & Briones
1998). Os mesmos autores relatam que, em Polypodium
puberulum (Polypodiaceae), uma densa cobertura de tricomas na
face adaxial da lamina foliar rettm uma pelicula de &gua,
aumentando o periodo no qual agua liquida pode ser absorvida.
Em Pleopeltis polypodioides (Polypodiaceae), uma gota de agua
colocada sobre a superficie foliar coberta por tricomas propaga-se
rapidamente por capilaridade atingindo extensa area entre as
células do escudo e epidérmicas (Hietz 2010). Assim, na epifita P.
pleopeltifolia, estas escamas podem estar desempenhando funcao
relevante na reidratacdo das frondes quando ha disponibilidade
hidrica.
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Figura 3 - Secgdes transversais de frondes de Pleopeltis pleopeltifolia
(Raddi) Alston, em microscopia 6ptica convencional (1-4 e 7-8) e de
fluorescéncia (5-6 e 9). 1, 3. Aspecto geral da raque. 2. Lamina foliar
destacando os tecidos do mesofilo, delimitados por epiderme
uniestratificada. 3, 4 e 6. Tecidos adaxiais da raque. Note em 3 a
diferenca dos didmetros do lume celular, confirmando tratar-se de fibras.
5. (Filtro triplo - excitacdo: 330 — 385 nm, 460 — 490 nm, 510 — 550 nm;
emissdo: 420 nm, 520 nm, 590 nm) e 6. (Filtro azul - excitagdo: 330 —
385 nm; emissdo: 420 nm) Fluorescéncia evidenciando os cloroplastos
(vermelho) e lignina e cutina (verde/azul). Em 5. a endoderme,
conspicua devido a fluorescéncia da suberina, contornando o meristelo.
7. Bordo da fronde com tecido de sustentagdo, subepidérmico. 8 e 9.
(Filtro azul - excitagdo: 330 — 385 nm; emissdo: 420 nm) Detalhe do
meristelo, envolvido por endoderme (cabeca de seta) e estrato de células
com espessamento em “U”. Em 8., note periciclo uni ou biestratificado e
xilema em forma de “V” (metaxilema central - *; protoxilema nas
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extremidades — seta). Em 9. destaca-se a fluorescéncia das estrias de
Caspary na endoderme. Legenda: Bu - bainha de células com
espessamento em “U”; Ct - cuticula; En - endoderme; Ep - epiderme;
Fab - face abaxial; Fad — face adaxial; Fi — fibras; FI - floema; Me -
meristelo; Pcl - parénquima clorofilado; Pe - parénquima esponjoso; Pr —
periciclo; Ptp - parénquima tendendo ao pali¢adico.

Figura 4 - Vistas frontais da superficie epidérmica de fronde de
Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston, em microscopia eletrénica de
varredura (1, 3, 4 e 6) e microscopia Optica (2 e 5). 1, 2. Face adaxial,
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note células com paredes anticlinais sinuosas e periclinais (1) convexas
(cabega de seta); destituida de estdbmatos. 3. Face abaxial, paredes
celulares anticlinais sinuosas e periclinais convexas (cabeca de seta);
estdmatos (seta) presentes. 4. Detalhe de estdbmato, note poro em fenda
(seta). 5. Face abaxial, poro estomatico parecendo mais amplo decorrente
do plano de observacéo, interno a superficie cuticular (4. mostra vista
mais superficial, indicando que ha presenca de um atrio externo, entre
poro e ostiolo, caracteristica xeromorfa). 6. Superficie abaxial
evidenciando os tricomas em forma de escamas, note a forma alongada a
partir da base (seta) e bordas com proje¢des (cabeca de seta). Barras — 1.
100pm; 2. 25 pm; 3. 50 pm; 4. 10 pm; 5. 25 pm; 6. 200 pm.

4.3 Curva de absorcéo de 4gua

O tempo ideal de embebigdo (Top) para determinacéo do peso
de massa turgida de frondes de P. pleopeltifolia em estudos de
conteudo relativo de agua (CRA) é de 151 minutos. Durante este
tempo, as plantas apresentaram um aumento médio de 19,8% (p <
0,0001) no contelido de agua, partindo de valores médios de peso
de massa fresca de 3,3 £ 0,1 g atingindo até 3,9 + 0,15 g de peso
de massa tdrgida.

Medidas de peso de massa tlrgida representam um passo
critico para obtencdo de bons dados de CRA, tendo em vista que
apesar de simples, esta técnica precisa ser ajustada para cada
material. Os ajustes relacionam-se principalmente a duracdo e
condi¢des ambientais do periodo de embebicdo, necessarios para
a obtencdo do peso de massa tlrgida (Yamasaki & Dillenburg
1999).

Segundo Barrs & Weatherley (1962), curvas de absor¢do de
agua de folhas embebidas parecem ser divididas em duas fases
distintas: uma absorc¢éo inicial rapida durante as primeiras horas
de embebicdo (Fase 1), seguida por uma absor¢do lenta e
constante que perdura enquanto o tecido permanece embebido
(Fase I1). Foi sugerido por Weatherley (1950), que a primeira fase
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representa a absorcdo de agua em resposta ao déficit hidrico no
tecido, enquanto que a fase lenta e persistente é devida ao
crescimento dos discos/folhas. Com isso, curvas de absor¢do de
agua devem ser plotadas a fim de identificar o periodo de tempo
onde a fase | termina. Uma clara distin¢do entre as fases | e 1l foi
facilmente observada na curva plotada para P. pleopeltifolia,
sendo que o tempo obtido de 151 minutos representa a fase de
absorcdo inicial rapida proposta por Barrs & Weatherley (1962).
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Figura 5 - AlteragcBes na porcentagem de peso de massa fresca de
frondes de Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston imersas em &gua
destilada por um periodo de 20 horas sob irradiancia RFA 20 pmol de
fotons m™*s™, temperatura de 25 + 2 "C. Os valores representam médias
paran=5.
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4.4 Desidratacdo, reidratacdo e conteudo relativo de agua
(CRA)

Partindo de um conteldo relativo de dgua (CRA) inicial médio
de 85,83%, os individuos de P. pleopeltifolia apresentaram um
declinio acentuado no conteldo de agua quando mantidas sem
irrigagdo (Fig. 6), além do evidente murchamento e enrolamento
foliar (Fig. 7). Em apenas cinco dias ocorreu uma reducdo
significativa de 83,1% no conteldo de agua, passando para um
CRA médio de 14,5%. Apds este periodo inicial, as plantas
passaram para um estado estavel de seca sendo mantida uma
média de 12,9% de CRA aos dez dias de desidratacdo e 9,6% aos
quinze dias, ndo havendo diferencas significativas. Durante o
tratamento de reidratacdo, em apenas um dia as plantas
reidrataram totalmente, atingindo um CRA médio de 87,8%,
sendo que as frondes recuperaram sua morfologia original, como
a observada em frondes hidratadas.

Testes preliminares demonstraram maior eficiéncia na
reidratacdo quando as plantas desidratadas foram irrigadas por
aspersdo, simulando chuva, sendo mantidas em ambientes com
alta umidade relativa, em torno de 90%. A irrigacdo realizada
somente no sistema radicular ndo se mostrou eficiente para a
reidratacdo das mesmas. Estes dados demonstram a provavel
importancia dos tricomas escamiformes encontrados em ambas as
faces da lamina foliar de P. pleopeltifolia, como descrito no item
4.2, na absorcdo de agua, tendo em vista que, como a espécie
apresenta cuticula conspicua, a absor¢do por esta via seria
insignificante durante o tratamento de reidratacéo.

Segundo Hietz (2010), a tolerancia & dessecacdo se refere a
habilidade para sobreviver a uma perda quase total de agua nos
tecidos: cerca de 90% do conteldo de agua de uma folha,
conforme observado em P. pleopeltifolia. Neste teor de agua, o
tecido da planta pode estar em equilibrio com a umidade relativa
do ambiente, ndo havendo mais perda de agua a menos que o ar
fique ainda mais seco ou quente (Hietz 2010), justificando as
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pequenas oscilagdes ndo significativas ocorridas no CRA durante
0s cinco, dez e quinze dias de tratamento de desidratacao.

O CRA é considerado uma forma satisfatoria para relacionar o
status hidrico celular com o metabolismo, sendo um indicador
facilmente mensuravel, robusto para comparacGes de tecidos e
espécies, que “normaliza” o contetido de agua ao expressa-lo em
relacdo ao estado totalmente tdrgido (hidratado). CRA é uma
medida de mudanca relativa do volume celular, enquanto que o
potencial hidrico é resultado do turgor celular e do potencial
osmético, e, portanto, depende da concentragdo de solutos e
rigidez da parede celular, ndo sendo diretamente relacionado com
0 volume celular (Lawlor & Cornic 2002).

Pleopeltis & um género com proporcdes relativamente altas de
espécies tolerantes a dessecacdo, ja sendo descritas
aproximadamente nove espécies (Hietz 2010). Plantas deste
género ndo sobrevivem a dessecacdo total, mas algumas espécies
demonstram tolerar déficits hidricos muito elevados, enrolando-se
quando secas e desenrolando mediante reidratacdo (Hietz &
Briones 1998), como a espécie estudada P. pleopeltifolia.

Durante treze dias de tratamento de desidratacdo, 0 CRA de
folhas da espécie poiquiloidrica Ramonda serbica (Gesneriaceae)
decaiu continuamente de 98% em plantas completamente
hidratadas para 4% em plantas dessecadas, sendo que o CRA da
espécie mostrou um declinio notavel especialmente nos seis
primeiros dias de tratamento. Durante o tratamento de reidratacao,
individuos de R. serbica recuperarem seu contelido de agua,
chegando a um CRA de 95% apds 72 horas. Esta angiosperma
herbacea pertence ao grupo das plantas que ressuscitam, sendo
capazes de resistir a dessecacdo, mesmo durante meses, utilizando
mecanismos morfoldgicos e fisioldgicos para abrandar e controlar
a perda de agua (Zivkovic et al. 2005). O declinio do CRA foi
facilmente perceptivel em P. pleopeltifolia em apenas cinco dias
de tratamento, similar aos dados obtidos para R. serbica. No
entanto, foram necessérias apenas 24 horas para recuperagdo do
CRA de P. pleopeltifolia.
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Individuos de Selaginella tamariscina (Selaginellaceae), em
estudos de desidratacdo, sobreviveram a sete dias de seca, e
retornaram a uma condicdo normal ap6s 12 horas da reidratacéo.
A diminuicdo gradual no conteldo de agua da espécie, apds o
inicio da desidratacdo, levou a0 murchamento e enrolamento das
frondes (Wang et al. 2010), assim como o observado em P.
pleopeltifolia.

Tratamentos experimentais realizados com sete samambaias
epifitas demonstraram diferentes niveis de dessecacdo, que
variam de acordo com as estratégias hidricas de cada espécie.
Dentre as espécies, Pleopeltis mexicana (Polypodiaceae) e
Polypodium plebeium (Polypodiaceae) demonstraram fortes
guedas nos conteldos relativos de agua (Tausz et al. 2001).
Segundo 0s mesmos autores, ndo foram conduzidos estudos
detalhados sobre o grau de dessecacdo ao qual P. plebeium e
P.mexicana podem sobreviver, mas sugerem que as espécies
provavelmente pertencem ao grupo das tolerantes a dessecacéo.

Estudos realizados com a samambaia Mohria caffrorum
(Mohriaceae) mostram que plantas coletadas durante a estacdo de
seca desidrataram mais lentamente do que as coletadas durante a
estacdo chuvosa, sendo que ambas apresentaram um CRA inicial
aproximado de 90% chegando a cerca de 10% durante o curso de
tempo da desidratacdo. Entretanto, durante a reidratacdo as
plantas coletadas durante a estacdo de seca reidrataram
totalmente, atingindo valores de CRA semelhantes e até
superiores ao CRA inicial, enquanto que as coletadas durante a
estacdo chuvosa ndo conseguiram atingir valores superiores a
20% do seu CRA da desidratacdo. Com isso, as plantas coletadas
durante a estacdo de seca foram consideradas tolerantes a
dessecacdo, enquanto as coletadas durante a estacdo chuvosa,
consideradas sensiveis a dessecacdo (Farrant et al. 2009). Estes
resultados corroboram com os obtidos para P. pleopeltifolia,
sendo que a mesma apresentou 0 mesmo comportamento que as
plantas coletadas durante a estagdo de seca, confirmando o carater
de tolerancia a dessecacdo para a espécie.
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Figura 6 - Conteldo relativo de agua (CRA) de frondes de Pleopeltis
pleopeltifolia (Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratagdo
(0, 5 10 e 15 dias) e reidratagdo (1 dia). Os valores sdo médias para n =
5. Médias seguidas por letras iguais ndo sao significativamente diferentes
(ANOVA seguida por teste de Tukey p > 0,05). Barras representam o
desvio padréo.
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Figura 7 — Individuos de Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston. 1.
Planta hidratada (Contetdo relativo de agua médio - 85,83%) 2. Planta
desidratada (Conteudo relativo de agua médio - 9,6%)

4.5 Contetdo de clorofilas e carotenoides

Durante os cinco dias iniciais dos tratamentos de seca,
ocorreram decréscimos significativos tanto nos contetdos de
clorofila a e clorofila b (Fig. 8), bem como, no conteldo de
clorofilas totais (Fig. 9). Todavia, as razbes de clorofila a/b
mantiveram-se estaveis durante a desidratagdo e reidratacdo, ndo
havendo diferencas significativas (Fig. 10). O contetdo de
carotenoides diminuiu significativamente durante os tratamentos
de desidratacdo (Fig. 11) Entre o quinto e o décimo quinto dia de
dessecagdo, ocorreram pequenas variagdes ndo significativas no
contetdo relativo de agua, como descrito no item 4.4. Durante
este periodo os contelidos de clorofilas e carotenoides também
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ndo foram alterados. Na reidratacdo, ocorreu uma recuperagao
parcial no contetdo de clorofilas e carotenoides, atingindo 158%
e 305% de aumento, respectivamente, em relagdo aos quinze dias
de tratamento de desidratagdo, em apenas um dia.

Segundo Tuba et al. (1998), plantas tolerantes a desseca¢do
podem ser divididas em dois grupos: homeoclorofiladas e
poiquiloclorofiladas. As homeoclorofiladas preservam o contetdo
de clorofilas durante a dessecacdo, enquanto que em
poiquiloclorofiladas, a dessecacdo resulta em perdas de clorofilas
e tilacdides, que devem ser resintetizados apds a reidratagéo (Gaff
1977; Bewley 1979; Csintalan et al. 1996; Tuba et al. 1993; Tuba
et al. 1998).

Em estudos realizados com Xerophyta viscosa (Velloziaceae),
uma espécie poiquiloclorofilada, foram observadas diminuicdes
tanto no contetido de clorofilas como no de carotenoides, durante
tratamentos de desidratacdo e, a recuperacdo dos mesmos durante
a reidratacdo (Sherwin & Farrant 1998). O mesmo resultado foi
obtido, em relacdo ao contetdo de clorofilas para Selaginella
tamariscina, sendo também considerada uma espécie
poiquiloclorofilada. As razdes de clorofila a/b em S. tamariscina
mantiveram-se estaveis durante os tratamentos de desidratacdo e
reidratacdo (Wang et al. 2010). Este padréo de resultados também
foi obtido para a espécie em estudo, P. pleopeltifolia.

A degradacdo de clorofilas observada durante a fase de
dessecacgdo, como observado em P. pleopeltifolia, pode conferir
uma vantagem adaptativa para colonizagdo de ambientes
caracterizados por periodos de secas recorrentes e exposicdo a
radiacdo solar. Com isso, possiveis danos foto-oxidativos podem
ser prevenidos em condicGes onde a fotossintese ndo é possivel
(Sherwin & Farrant 1998).

Em relagdo ao conteudo de carotenoides, em espécies
poiquiloclorofiladas, este pode ser parcialmente (Sherwin &
Farrant 1998) ou totalmente degradado durante desidratacdo
(Willigen  2001). Individuos de Pleopeltis mexicana
(Polypodiaceae) ndo apresentaram diferencas significativas na
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concentracdo de carotenoides quando submetidos aos diferentes
tratamentos de desidratacdo (Tausz et al. 2001).

As plantas podem compensar o estresse foto-oxidativo através
de sistemas de defesa antioxidantes e fotoprotetores, incluindo
carotenoides localizados diretamente nas membranas tilacGides.
Em casos de seca continua, as plantas aumentam a concentracao
constitutiva de carotenoides de protecdo, para fornecer maior
protecdo. Em casos mais severos, estas substancias protetoras
podem ser degradadas sob estresse e, eventualmente a degradacao
de pigmentos segue como um resultado do dano oxidativo (Tausz
et al. 2001).

Declinios no contetdo de carotenoides, como observado em P.
pleopeltifolia, podem ser devidos ao desmantelamento do aparato
fotossintético, visando a prevencédo de interagcdes com a luz, bem
como a degradacdo de pigmentos pode ser resultante de danos
oxidativos (Sherwin & Farrant 1998).

Os dados da literatura corroboram com os obtidos para P.
pleopeltifolia, tendo em vista que 0 mesmo padrdo de perda e
recuperacao dos pigmentos foi observado, confirmando o carater
poiquiloclorofilado para a espécie. O 6nus bioquimico para
espécies poiquiloclorofiladas esta no periodo de recuperagao,
associado ao reparo e resintese de compostos, como 0s pigmentos,
uma vez que a agua torna-se disponivel (Sherwin & Farrant
1998).
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Figura 8 - Conteido de clorofilas a e b de frondes de Pleopeltis
pleopeltifolia (Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratacdo (0,
5, 10 e 15 dias) e reidratacdo (1 dia). Os valores sdo médias para n=3.
Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes
(ANOVA seguida por teste de Tukey p>0,05). Barras representam o desvio
padrdo.
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Figura 9 - Conteido de clorofilas totais de frondes de Pleopeltis
pleopeltifolia (Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratagéo (O,
5, 10 e 15 dias) e reidratacdo (1 dia). Os valores sdo médias para n=3.
Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes
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ANOVA seguida por teste de Tukey p>0,05). Barras representam o desvio
padréo.
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Figura 10 - Razéo do conteudo de clorofilas a e b de frondes de Pleopeltis
pleopeltifolia (Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratacdo (0,
5, 10 e 15 dias) e reidratacdo (1 dia). Os valores sdo médias para n=3.
Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes
(Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn p>0,05). Barras representam o
desvio padrdo.
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Figura 11 - Conteudo de carotenoides de frondes de Pleopeltis pleopeltifolia
(Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratagdo (0, 5, 10 e 15
dias) e reidratacdo (1 dia). Os valores sdo médias para n=3. Médias seguidas
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por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (ANOVA seguida por
teste de Tukey p > 0,05). Barras representam o desvio padrao.

4.6 Taxa de transporte de elétrons (ETR) de esporoéfitos

As andlises de supressdo da fluorescéncia da clorofila a, em
individuos de Pleopeltis pleopeltifolia, apresentaram diferengas
significativas entre os pardmetros fotossintéticos analisados:
Eoptimum (irradiancia otima), Pray (taxa de transporte de elétrons
maxima) e Alfa a (eficiéncia fotossintética) (Tab. 1). As plantas
submetidas a cinco dias de desidratacdo, quando comparadas as
plantas hidratadas (0 dias), ndo apresentaram diferencas
significativas nos parametros fotossintéticos analisados. As
plantas submetidas a dez e quinze dias de desidratacdo tiveram
redugdes significativas, tanto nos valores de Pp.x bem como no
Alfa (o), atingindo zero em todos estes pardmetros nos quinze
dias. A irradiancia otima (Eopimum) foi diferente apenas nas
plantas submetidas a quinze dias de desidratacdo, atingindo valor
nulo. A partir dos dez dias de desidratagdo, decréscimos notaveis
na inclinacdo (o) das curvas rapidas de luz, bem como na
amplitude das mesmas foram perceptiveis, sendo que ndo foi
possivel a detecgdo da fluorescéncia da clorofila a nos individuos
submetidos aos quinze dias de desidratacdo, gerando uma taxa
nula de transporte de elétrons igual (Fig. 12).

Caracteristicas da fluorescéncia da clorofila tém o potencial de
prover informacdes sobre a eficiéncia da fotossintese, sendo que
andlises da fluorescéncia da clorofila tem se tornado a técnica
mais eficaz e amplamente utilizada por fisiologistas vegetais e
ecofisiologistas (Maxwell & Johnson 2000).

A obtencdo dos parametros fotossintéticos (Eoptimum, Pmax € @),
a partir das curvas rapidas de luz (RLC’s), permite a descricao de
suas caracteristicas e possibilitam a analise estatistica dos dados
visando possiveis comparacfes. As curvas rapidas de luz obtidas
para os individuos de P. pleopeltifolia, demonstram, claramente,
as diferencas entre as plantas submetidas aos diferentes
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tratamentos de desidratacdo e reidratacdo, quando analisados 0s
parametros fotossintéticos (Eoptimum, Pmax € o). Com isso,
comprova-se a efetividade dos tratamentos aos quais as plantas
foram submetidas, tendo em vista que os pontos cardinais obtidos
a partir de uma RLC descrevem a capacidade fotossintética foliar
e suas adaptacdes aos possiveis estresses ambientais como seca e
alta irradiancia (Ralph & Gademann 2005).

Decréscimos na capacidade de tolerar altos niveis de
irradiancia estdo diretamente relacionados com decréscimos nos
teores de clorofila a, uma vez que as respostas obtidas através do
PAM dependem diretamente dos niveis deste pigmento (Genty et
al. 1989). Mesmo ap6s o decréscimo significativo ocorrido no
contetdo de clorofila a dos esporéfitos submetidos ao tratamento
de cinco dias desidratacdo, conforme item 4.5, a taxa de
transporte de elétrons permaneceu alta nestes individuos, similar a
encontrada nas plantas hidratadas. Ja nos tratamentos de dez e
quinze dias de desidratacdo, juntamente com as diminui¢Ges no
conteudo de clorofila a, ocorreram decaimentos notaveis na taxa
de transporte de elétrons. Estes resultados sugerem que, em
tratamentos de estresse hidrico, durante pequenos periodos de
tempo, as clorofilas a ndo degradadas durante o periodo de
estresse conseguem manter a taxa de transporte de elétrons
elevada (similar a das plantas hidratadas), suprindo o decréscimo
no ocorrido contetdo deste pigmento.

Conforme os dados obtidos para P. pleopeltifolia, as plantas
hidratadas (0 dias) e as submetidas aos cinco dias de desidratacéo
apresentaram maior eficiéncia na captura de luz (o), quando
comparadas as plantas reidratadas. Apenas 0 parametro Eqptimum
das plantas reidratadas foi estatisticamente igual ao das plantas
hidratadas e ao das plantas submetidas aos cinco e dez dias de
desidratacdo. Todavia, o conteudo relativo de &gua das plantas
reidratadas foi igual ao das plantas hidratadas (0 dias), conforme
descrito no item 4.4, bem como o conteldo de pigmentos das
plantas reidratadas foi superior ao das plantas submetidas aos
cinco dias de desidratacdo (item 4.5). Kaiser (1987) indica que em
contetidos relativos de agua abaixo de 30% haveria reduces
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irreversiveis na fotossintese causadas por danos as membranas em
tecidos sensiveis a dessecacdo. Estes dados sugerem possiveis
danos ao aparato fotossintético de P. pleopeltifolia provocados
pelo longo periodo (15 dias) de exposicdo a desidratacdo nas
plantas reidratadas, tendo em vista que ocorreu a recupera¢do da
atividade do PSII, entretanto, a recuperacéo foi parcial.

Durante a secagem lenta de individuos de Xerophyta humilis
(Velloziaceae), durante cerca de nove dias, declinios na
fotossintese ocorreram em CRA abaixo de 50%, enquanto que em
individuos submetidos a secagem rapida, por aproximadamente
20 horas, a fotossintese comegou a declinar a partir do CRA de
25%. Diferencas entre estes tratamentos podem estar relacionadas
a diferencas na extensdo dos danos ao aparato fotossintético. No
CRA de 50%, folhas submetidas a secagem lenta perderam mais
de 50% do seu contetdo de clorofilas e os tilacdides estavam
parcialmente desmantelados, o que pode contribuir ao declinio
inicial na atividade do PSII. Folhas submetidas a secagem rapida
mantiveram grande parte do seu conteido de clorofilas e as
membranas tilacéides ndo foram desmanteladas durante a seca,
permitindo a continuacéo da atividade do PSII em baixo contelido
de agua. Estas folhas, contudo, ndo foram capazes de recuperar a
atividade do PSII com a reidratacdo, sugerindo que danos
irreversiveis possam ter ocorrido no sistema de transporte de
elétrons. Folhas submetidas a secagem lenta reiniciaram a
atividade do PSII com a reidratacio no CRA de 60% e a
recuperacdo total ocorre no CRA de 90% (Farrant et al. 1999).
Nos tratamentos de desidratacdo de individuos de P.
pleopeltifolia, os mesmos foram submetidos a tratamentos de
secagem lenta, sendo os resultados obtidos similares aos descritos
por Farrant et al. (1999) para folhas de X. humilis submetidas a
secagem lenta, tendo em vista que mesmo com a perda de
clorofilas durante a seca a atividade parcial do PSII foi recuperada
em apenas um dia de reidratag&o.
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Tabela 1 - Parametros da Curva Répida de Luz (RLC) plotadas com ETR (P) versus irradiancia (E) em esporofitos de
Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston, sob diferentes tratamentos de desidratagdo (0, 5, 10 e 15 dias) e reidratagdo (1 dia),

utilizando o modelo de curva Waiting-in-line. Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes
(ANOVA seguido por teste de Tukey p > 0,05). Média £ DP (n = 3).

0 dias 5 dias 10 dias 15 dias Reidratagéo
Eoptimum (Mol fotons m?® s™) 1488 + 39a 1642 + 149a 1176 + 186a Ob 1449 + 156a
Pomax (Mol elétrons m? s1) 89+ 3a 96 +7a 18 +£0,7b Oc 68 + 4d
Alfa (o) 0,16 + 0,006a 0,16 + 0,008a 0,04 £ 0,008b Oc 0,13 £ 0,009d
(A) 2437 261 +18 48 +2 0 184+ 11
(Ky) 0,00067 + 0,00061 + 0,00087 + 0,0001 0 0,0007 £
0,000018 0,00005 0,00008
0,98 0,97 0,95 - 0,98
Correlagao r (nUmero de
amostras / pontos de dados) (3/12) (3/12) (3/12) (3/12) (3/12)
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Figura 12 - Curva Répida de Luz (RLC) Fotossintese (ETR) versus
Irradiancia (E) de Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston sob diferentes
tratamentos: (¢) O dias, (m) 5 dias, (A) 10 dias, (e) 15 dias de
desidratagdo e (x) 1 dia de reidratacdo. Os valores sdo médias paran = 3.
Barras representam o desvio padréo.

4.7 Conteudo de prolina

Os tratamentos de estresse hidrico ndo afetaram
significativamente o conteldo de prolina em P. pleopeltifolia
(Fig. 13). Partindo de um valor médio inicial de 5,15 umol.g™ MS
de prolina nas folhas hidratadas, ocorreu uma variacdo nao
significativa de 33% neste conteldo nas plantas submetidas ao
periodo maximo de dessecacdo (15 dias). Durante a reidratacdo
ocorreu um incremento notavel de 177% no contetdo de prolina,
em relacéo as plantas hidratadas, atingindo 14,27 umol.g™ MS.

Apesar da presenca de uma forte correlacdo entre a tolerancia
ao estresse e 0 acumulo de prolina em plantas superiores, esta
relacdo pode néo ser universal (Ashraf & Foolad 2007), sendo o
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acumulo de prolina considerado, em alguns casos, sintoma de
injaria.

Em estudos com Vigna unguiculata (Leguminosae), o acimulo
de prolina ndo se manifesta como estratégia para evitar a seca
(Shackel & Hall, 1983; Petrie & Hall 1992). Incrementos tardios e
pequenos nos niveis de prolina em plantas tolerantes a dessecacao
sugerem fortemente que ela ndo participa do ajustamento
osmético, sendo, portanto, relacionada com alguma injdria
provocada pelo estresse, ao invés de respostas adaptativas com
efeitos benéficos sobre o funcionamento fisiolégico das plantas
(Souza et al. 2004).

Em plantas de arroz crescidas sob estresse salino, o acumulo
de prolina nas folhas foi considerado um sintoma de injuria ao
invés de uma indicacdo de tolerancia ao sal (Lutts et al. 1999).
Resultados similares foram obtidos com plantas de sorgo também
submetidas ao estresse salino, onde acimulo de prolina nédo
parece estar relacionado a tolerancia ao sal, mas §,
provavelmente, uma reacdo das plantas aos danos provocados
pelo estresse (Lacerda et al. 2003).

Estudos de desidratagdo e reidratacdo realizados com Boea
higroscopica (Gesneriaceae) demonstraram uma diminui¢cdo no
conteldo de prolina quando as plantas eram submetidas a
desidratacdo, quando comparadas as plantas hidratadas. Apos 24
horas de reidratagdo, ocorreu um grande incremento neste
contetdo, sendo muito superior ao valor das plantas hidratadas,
tanto quanto das desidratadas (Bianchi et al. 1991), sendo que
este comportamento na reidratacdo também foi observado em P.
pleopeltifolia.

Em estudos com Ramonda serbica (Gesneriaceae), o déficit
hidrico provocou uma reducdo no contelido de aminodacidos livres
totais bem como no contetdo de prolina, em folhas, durante os
primeiros seis dias de desidratacdo. Durante o periodo restante
dos tratamentos de desidratacdo ocorreram incrementos nestes
conteidos. O decaimento no contetdo de aminodcidos livres
totais durante a desidratagdo de R. serbica pode ser resultado de
uma menor taxa de biossintese de aminoacidos bem como de uma
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maior degradagdo. O menor conteldo de prolina em folhas
dessecadas, quando comparadas as hidratadas pode ser
consequéncia, segundo os autores de um delicado balanco de
algumas atividades enzimaticas tanto das vias de sintese como das
vias de degradacdo de aminoacidos, que podem ser deficientes em
condicdes de estresse hidrico. Como consequéncia, a prolina ndo
afetou o0 ajustamento osmotico em R. serbica durante dessecacao
(Zivkovié et al. 2005).

Aumentos nos niveis de prolina também ndo se constituem
numa estratégia de adaptacdo de P. pleopeltifolia as restricdes nos
niveis de agua do ambiente, sendo que este aminoacido néo atuou
como soluto compativel na espécie durante periodos de estresse
hidrico aos quais os individuos foram submetidos.

Prolina pmol.g™* MS

?JIIIl

Dessecacéo Reldratagao
Tempo (Dias)

Figura 13 - Contetdo de prolina de frondes de Pleopeltis pleopeltifolia
(Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de desidratacao (0, 5, 10 e 15
dias) e reidratagdo (1 dia). Os valores sdo médias para n = 3. Médias
seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (ANOVA
seguida por teste de Tukey p > 0,05). Barras representam o desvio
padréo.
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4.8 Conteudo de agUcares

Os resultados obtidos, mensurados a partir da curva padrdo de
glicose (Fig. 14) demonstram a capacidade de folhas de P.
pleopeltifolia para acumular grandes quantidades de acgucares
soluveis totais durante periodos de restricdo de agua (Fig. 15).
Um incremento notavel na concentracdo de aglcares é perceptivel
nos dez primeiros dias de tratamento, sendo que em apenas cinco
dias de desidratacdo ocorreu um aumento de 204% nesta
concentracdo, em relagcdo as plantas hidratadas. Na reidratacdo,
ocorreu um decréscimo no nivel de aglcares, voltando aos
valores proximos aos encontrados em folhas hidratadas.

Visando garantir sua prdpria sobrevivéncia, as plantas
desenvolveram uma série de estratégias para lidar com varios
estresses abidticos. Um mecanismo comum é o acumulo de
solutos compativeis, que sdo compostos organicos, altamente
solliveis e ndo tdxicos em altas concentragcdes. Os solutos
compativeis acumulados diferem entre as familias boténicas,
sendo que cada uma tende a usar um ou dois dos solutos de
preferéncia a outros (Chen & Murata 2002; Taiz & Zeiger 2010).

Os acucares podem atuar como solutos compativeis em
plantas, permitindo um possivel ajustamento osmoético, além de
proteger as células durante periodos de dessecacdo severa através
da vitrificacdo, na qual um liquido supersaturado é produzido com
as propriedades de um solido (Ingram & Bartels 1996). A
formacdo de fase vitrea parece ser indispensavel para a
sobrevivéncia durante a dessecacdo, e muitas plantas tolerantes a
dessecagdo apresentam este mecanismo durante a desidratacdo,
visando a prevencdo da cristalizacdo de compostos quimicos,
fusdo entre o0s sistemas de membrana e alteracOes
conformacionais em proteinas (Hoekstra et al. 2001), além de
reduzir consideravelmente os indices de reacfes quimicas
possivelmente deletérias nas células desidratadas (Buitink et al.
1998).

O contetdo de agucares soltveis em individuos de Selaginella
tamariscina (Selaginellaceae) foi marcadamente maior que o
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normal durante os tratamentos de desidratacdo, sendo que
permaneceu elevado mesmo ap6s 12 horas da reidratacdo (Wang
et al. 2010). Isto implica, segundo os autores, que 0s agucares
sollveis desempenham papéis importantes no ajustamento
osmotico e em outros processos de protecdo, sendo cruciais na
manutencdo do balanco osmético em células desidratadas de
muitas plantas que ressuscitam (Wang et al. 2010).

O contetido de sacarose em Sporobolus stapfianus (Poaceae)
se manteve estavel durante os primeiros cinco dias de tratamento
de desidratacdo, enquanto que o conteldo relativo de &gua
declinou de 100% para 85%. ApOs este periodo, ocorreu um
incremento de cinco vezes no contelldo de sacarose, enquanto 0
conteldo relativo de agua reduziu de 85% para 29% (Whittaker et
al. 2001).

Durante o tratamento de desidratacdo da espécie epifita
Dendrobium candidum (Orchidaceae), o contetdo de acglcares
sollveis aumentou significativamente. Durante os primeiros dias
de desidratacéo, o contetido de aglicares aumentou de 25,2 mg.g™
MS para 37,3 mg.g”* MS (Bian et al. 2002).

Em rizomas de Polypodium vulgare (Polypodiaceae) foi
observado ajustamento osmético associado ao incremento no
conteudo de sacarose em células desidratadas de rizoma. Todos 0s
rizomas acumularam grandes quantidades de sacarose em resposta
a somente 9 horas de déficit hidrico (Bagniewska-Zadworna et al.
2006).

Em Craterostigma plantagineum (Linderniaceae), alteracdes
evidentes ocorrem no metabolismo de carboidratos durante a
desidratacdo. Durante a desidratagdo hd uma reducgéo no contetido
de octulose, em relacdo as folhas fotossinteticamente ativas,
ocorrendo um actmulo de sacarose. O acimulo de sacarose em
tecidos desidratados parece ser comum em diferentes plantas que
ressuscitam, sendo que diferentes rotas metabdlicas podem ser
utilizadas na sua sintese (Bartels & Salamini 2001).

Os dados da literatura corroboram com os obtidos para P.
pleopeltifolia, sugerindo que os aguUcares atuam como solutos
compativeis podendo favorecer um possivel ajustamento
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osmético para a espécie em situacdes de dessecacdo, além da
possibilidade de vitrificag&o.
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Figura 14 — Curva padrdo de glicose.
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Figura 15 - Conteudo de acglcares sollveis totais de frondes de
Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston submetidas aos tratamentos de
desidratagdo (0, 5, 10 e 15 dias) e reidratacdo (1 dia). Os valores séo
médias para n = 3. Médias seguidas por letras iguais ndo sdo
significativamente diferentes (ANOVA seguida por teste de Tukey p >
0,05). Barras representam o desvio padrao.
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5. CONCLUSOES

Foi evidenciada a caracteristica de tolerdncia a dessecacao
para a espécie Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston.

Diminuigdes no conteldo relativo de 4&gua afetaram
negativamente o contetdo de pigmentos fotossintéticos da
espécie, contudo ndo afetaram a taxa fotossintética da mesma
guando submetidas a desidratagdo por um curto periodo de tempo.
Ja periodos de seca prolongados demonstraram provocar
diminuicbes nos parametros fotossintéticos e danos ao aparato
fotossintético.

Foi confirmado o carater poiquiloclorofilado para a espécie.

O amino4cido prolina ndo atua como soluto compativel, em
condicdes de estresse hidrico em P. pleopeltifolia.

Os acUcares sollveis totais atuam como soluto compativel na
espécie, em situacdes de estresse de seca, favorecendo um
possivel ajustamento osmatico, além da vitrificagéo.

A espécie apresenta caracteristicas xeromorfas ligadas ao
habito epifitico, sendo fundamentais para a sobrevivéncia da
mesma, atuando tanto na manutencdo hidrica da espécie, bem
como na absor¢do de agua pelas frondes.
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