VANESSA FUENTES SUGUIYAMA

Alteracoes Fisiologicas e Bioquimicas nas
Respostas de Tolerancia a Dessecacio

em Barbacenia purpurea Hook. - Velloziaceae

Dissertagao apresentada ao Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos
exigidos para a obten¢do do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE
VEGETAL E MEIO AMBIENTE, na
Area de Concentracio de Plantas

Vasculares em Analises Ambientais

Sdo Paulo

2013



VANESSA FUENTES SUGUIYAMA

Alteracoes Fisiologicas e Bioquimicas nas
Respostas de Tolerancia a Dessecacao

em Barbacenia purpurea Hook. - Velloziaceae

Dissertagao apresentada ao Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos
exigidos para a obtengdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE
VEGETAL E MEIO AMBIENTE, na
Area de Concentracio de Plantas

Vasculares em Analises Ambientais

ORIENTADORA: MARCIA REGINA BRAGA



Ficha Catalografica elaborada pelo NUCLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Suguiyama, Vanessa Fuentes
S947a  Alteracoes fisiologicas e bioquimicas nas respostas de tolerancia a dessecagdo em
Barbacenia purpurea (Hook.) - Velloziaceae / Vanessa Fuentes Suguiyama -- Sao
Paulo, 2013.
78 p. il.

Dissertagdao (Mestrado) -- Instituto de Botanica da Secretaria de Estado do Meio
Ambiente, 2013
Bibliografia.

1.Velloziaceae. 2. Deficit hidrico. 3. Plantas revivescentes. 1. Titulo

CDU: 582.572.5




"(...) porque um dia é preciso
parar de sonhar, tirar os planos
da gaveta e, de algum modo,
comegar”.

Amyr Klink

ii



DEDICO
Aos meus pais Acacio e josefa, meu irmdo Cesar
ao meu namorado Danilo,

por todo amor, apoio e paciéncia.

iii



AGRADECIMENTOS

De todas as etapas na redagdo de uma dissertagdo, o item Agradecimentos é, de
certo, um dos mais relevantes, pois é nele que registramos como memoria a importancia do
envolvimento direto ou indireto de cada pessoa, e é aqui que tentamos retribuir em simples
palavras a contribui¢do especial de cada um.

Desta forma, meus sinceros agradecimentos:

Ao Instituto de Botanica de Sdo Paulo, pela contribuicdo na minha formagdo e pelo
auxilio. A CAPES, pelo auxilio financeiro, que foi crucial para o desenvolvimento deste
trabalho. Ao CNPQ e FAPESP pelo auxilio aos projetos.

A minha orientadora, Dra. Marcia Regina Braga, pela compreensdo, paciéncia,
dedicacdo, disposicdo, conselhos e pela crescente amizade. A sua historia, determinagdo e
objetividade sdo exemplos a serem seguidos.

Ao Dr. Emerson Silva pela colaboracdo, ensinamentos e auxilio no desenvolvimento
desta dissertacao.

Ao Dr. Sérgio Tadeu Meirelles pelo empréstimo das plantas e pela colaboragao.

Ao Dr. Saulo de Tarso Aidar pelas dicas e conselhos no cuidado das plantas.

Ao Dr. Marcos Aidar ¢ ao Dr. Mauro Alexandre Marabesi pelo auxilio e pelos
ensinamentos.

A Ms. Janaina Gomes pela ajuda nas anélises por UPLC.

A Eglee Igarashi do Laboratério de Fisiologia Vegetal do IB/USP pelo auxilio
dedicado a analise dos carboidratos de parede celular.

Ao Ms. Rodrigo Fazani Esteves Sanches pelo auxilio com equipamentos e instrugdes.

As Dras. Maria Angela M. Carvalho, Luce Maria B. Torres ¢ Maria Claudia Marx
Young, pelos conselhos, pela pronta disposicao, pelo carinho e pelos momentos agradaveis.

A Mary Monteiro, pela sua dedicagdo aos alunos do Nucleo de Fisiologia e
Bioquimica e por todas as broncas e conselhos.

A Ana Alice e Maria Aparecida, pela adoravel companhia e por toda a ajuda.

A Maura Casari, por estarmos juntas a tantos e bons anos, pela oportunidade, pela

confianga e pela sincera amizade.

iv



A Marina Veronesi por me ensinar a desenvolver muitos protocolos, pelas agradaveis
aulas de inglés, pela amizade, pela dedicacdo, pelos conselhos e pelas longas e engracadas
conversas.

A Thiara Siqueira pelo surf, pela escalada, pelos passeios, por muitos momentos
agradaveis, por ter me escutado tanto e por ter se tornado uma grande amiga.

A Juliana Zerlin, Emanuela Oliveira, Kassia Fardin e Daiane Mignoni, por serem as
minhas fofas prediletas e 6timas companhias para uma viagem e, € claro, por todo carinho.

Ao meu querido Jodo Naldi, companheiro de bancada, meu amigo e confidente.

Ao Rodrigo Cabral, Anderson “Parrudo” e Flavio Trevisan, pelos auxilios na execugéo
dos ensaios, pelos agradaveis momentos em laboratorio e fora (com muitas gargalhadas) e
pela amizade.

Aos meus amigos e colegas do Nucleo de Fisiologia e Bioquimica Fernanda Zaninetti,
Evandro Vieira, Ludmila Raggi, Jéssica Jorge, Emile Casasco, Aline Hell, Juliana Iura, Kelly
Simodes e Vanessa Oliveira, por todos os momentos adoraveis ¢ pela sempre disposi¢ao em
ajudar.

As minhas eternas amigas, Eleine, Luana, Carol, Aline, Gislaine, Verinha, Tatiana e
Fernanda por mais de 20 anos de amizade e por tudo o que vivemos juntas.

A Célia pela confianca, pelo amor, pelo carinho e pela generosidade. As minhas
queridas Juliane, Fernanda e Fabiola, pelos longos momentos de companhia, pelos muitos
assuntos inacabados devido nossa falta de seriedade, por terem me acolhido, por tratarem as
diferencas como modo de aprendizado, por varios momentos agradaveis, por toda a ajuda em
muitos “sentidos” e pelo carinho. Ao Sr. Pedro, pelos conselhos, pelas agradaveis conversas,
pelo carinho e por todas as gargalhadas.

E por fim, e de grande importdncia, aos meus pais Acacio e Josefa, que me
proporcionaram esta experiéncia, pelo amor, pela compreensdo e por terem se dedicado em
construir o melhor caminho aos filhos. Ao meu irmdo Cesar por acreditar em mim e por ser
um exemplo de carater, de personalidade e de lealdade. A minha Perdita, porque amor nasce
no coracdo dos preparados (e que me desculpem os céticos). A minha cunhada Natalia, por ser
uma pessoa tao especial e por ter me ajudado nos momentos mais dificeis. E, € claro a pessoa
que mais me incentivou ¢ um dos personagens principais da minha histéria, meu amado
Danilo, pelo amor, por todo o apoio, pela paci€ncia nos momentos mais dificeis, pela

dedicagao, pelo carinho, pela amizade, pelo companheirismo e pelos momentos inesqueciveis.



RESUMO

Tolerancia a dessecacdo vegetativa consiste na habilidade de um organismo em sobreviver a
perda de mais de 95% do seu contetido hidrico celular por longos periodos e recuperar
completamente sua competéncia metabdlica apds a reidratacdo. Esta caracteristica ¢
comumente encontrada em um grupo de plantas, denominadas de plantas revivescentes, que
possuem a capacidade de se manterem vidveis por longos periodos em estado de anabiose ¢
retornar ao seu metabolismo celular normal apds a 4gua se tornar novamente disponivel.
Barbacenia purpurea Hook. (Velloziaceae), sinonimia Pleurostima purpurea (Hook.)
Rafinesque, ¢ uma espécie revivescente comumente encontrada em afloramentos rochosos no
estado do Rio de Janeiro, Brasil. Este trabalho objetivou avaliar as alteragdes fisioldgicas e
bioquimicas envolvidas nas respostas associadas a tolerancia a dessecagdo em B. purpurea ¢
se as alteragdes sdo influenciadas pela sazonalidade. Para tanto, plantas envasadas de B.
purpurea foram submetidas ao déficit hidrico em duas diferentes estagdes do ano, inverno e
verdo, ¢ foi observado que a espécie possui mecanismos induzidos de respostas a deficiéncia
hidrica, que incluem o desligamento da fotossintese, a degradacdo das clorofilas, a ativagdo
do sistema antioxidante ndo enzimatico e o aumento e sintese de carboidratos e aminoacidos
para ajustamento osmotico. A espécie responde com alteracdes metabdlicas que independem
da sazonalidade. No entanto, possui duas respostas temporalmente distintas dependentes da
tensao hidrica imposta as folhas, sendo que em baixos niveis de déficit hidrico (98-70% do
teor relativo de agua foliar) s@o ativados mecanismos de evitagdo da dessecagdo, enquanto
que em niveis de déficit hidrico moderado a intenso (abaixo de 70 até¢ 10% do teor relativo de
agua foliar) a espécie apresenta respostas tipicas de plantas vasculares tolerantes a dessecacao.
Conclui-se, portanto, que a tolerancia de B. purpurea a dessecagdo envolve a percep¢do da
intensidade do déficit de dgua que resulta em diferentes estratégias para superar o periodo de

estresse.
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ABSTRACT

Desiccation tolerance of vegetative tissues is the ability of an organism to survive the loss of
more than 95% of its water content for extensive periods and recover completely their
metabolic competency after rehydration. This feature is commonly found in a group of plants
referred to as resurrection plants, which have the ability to remain viable for long periods in
anabiose and return to their normal cell metabolism after water becomes available again.
Barbacenia purpurea Hook. (Velloziaceae), synonym Pleurostima purpurea (Hook.)
Rafinesque, is a resurrection species, usually found in rocky outcrops in the state of Rio de
Janeiro, Brazil. This work was focused on assessing the physiological and biochemical
responses associated with tolerance to desiccation in B. purpurea and as they are influenced
by seasonality. Potted plants of B. purpurea were subjected to water deficit in two different
seasons, winter and summer. It was observed that the species has induced mechanisms of
desiccation tolerance, which include photosynthesis inhibition, degradation of chlorophylls,
activation of non-enzymatic antioxidant system, and increase and synthesis of carbohydrates
and amino acids for osmotic adjustment. The species responds with metabolic changes that
independently on the seasonality. However, the responses are temporally separated and are
under the control of water deficit imposed on leaves. At low levels of water deficit (98-70%
relative water content in leaves) the mechanisms of desiccation avoidance are activated, while
at levels of moderate to intense water deficit (below 70 to 10% relative water content in
leaves) the species showed responses of desiccation tolerant typical of vascular plants. In
conclusion, the desiccation tolerance in B. purpurea involves perception of water deficit

intensity, which results in different strategies to overcome the stress period.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 35% da superficie terrestre ¢ considerada arida ou semidrida
(Wood, 2005). A partir de mudancas na precipitacdo normal em funcdo do periodo de
duracao, trés tipos de seca podem ser considerados: (I) seca meteoroldgica, caracterizada por
um déficit de precipitagdo associado a alta incidéncia de radiacdo, temperaturas elevadas,
baixa umidade relativa do ar e aumento da evaporacao; (II) seca ecofisioldgica, cuja falta de
agua disponivel no solo leva a um estresse hidrico nas plantas, ocasionando uma reducio da
biomassa e (III) seca hidrologica, que consiste na redu¢do dos niveis de escoamento fluvial,
afluéncias de reservatorios, lagos, barragens e terras alagadas (IPMA, 2013).

As plantas que se desenvolvem em ambientes com limitacdo hidrica tém de lidar com
a tendéncia constante de perder dgua de seus tecidos para o ambiente circundante (Wood,
2005; Oliver et al., 2010). Para sobreviver a baixa disponibilidade de dgua e a seca e ainda
manter o crescimento, as plantas podem escapar, evitar ou tolerar a perda de agua (Bewley,
1979). As plantas que escapam da seca possuem ciclos de vida curtos e completam as fases
vegetativa e reprodutiva enquanto a umidade ainda esta disponivel no ambiente (Bewley,
1979). Plantas que evitam ou resistem a seca possuem estratégias que limitam a percepgao do
déficit hidrico no protoplasma, cujo objetivo € evitar o impacto da perda imediata de agua dos
tecidos (Wood, 2005). As plantas que possuem a capacidade de tolerar a seca, por sua vez,
possuem a habilidade de resistir a baixa disponibilidade de agua, utilizando adaptacdes que
permitem que o metabolismo ocorra em baixos potenciais hidricos (Wood, 2005).

Poucas sdo as espécies de plantas vasculares capazes de lidar com variagdes extremas
de disponibilidade de 4gua no ambiente (Porembski, 2011), sendo que a maioria ndo
sobrevive a potenciais de agua (‘Pw) entre -5 e -10 megapascal (MPa) (Oliver et al., 2010).
Em condigdes de deficiéncia hidrica severa (0,1 g H,O g de massa seca correspondendo a -
100 MPa), apenas 0,02% das plantas vasculares sdo capazes de resistir a perda substancial de
agua de seus orgdos vegetativos (Alpert & Oliver, 2002; Wood, 2005; Oliver et al., 2010;
Morse et al., 2011; Farrant et al., 2012). Nessas plantas, a existéncia de adaptacdes estruturais
e funcionais, desenvolvidas ao longo do tempo culminou em estratégias eficazes para a
aquisicdo da tolerancia a dessecacao vegetativa (Wood, 2005; Liittge ef at., 2011).

A tolerancia a dessecacdo pode ser definida como a habilidade de um organismo em
sobreviver a perda de mais de 95% do seu contetdo de agua celular (por periodos que variam
de acordo com o grupo) e recuperar completamente sua competéncia metabolica apos a
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reidratacdo (Farrant et al., 2007; Liittge et at. 2011, Porembski, 2011; Dinakar et al. 2012,
Farrant et al., 2012). Dessecacdo ¢ a condi¢do mais extrema de desidratacdo de um tecido ou
célula e esta definicdo refere-se ao processo pelo qual toda a dgua livre ¢ perdida a partir do
protoplasma (Wood, 2005).

No reino vegetal, a tolerancia a dessecag¢@o ¢ um fendmeno comumente encontrado em
tecidos reprodutivos, como esporos, sementes e polens e em tecidos vegetativos de briofitas e
liquens, sendo raro em pteridofitas e angiospermas e ausente nas gimnospermas (Porembski
& Barthlott, 2000; Farrant et al., 2007; Morse et al., 2011; Farrant et al., 2012).

Os mecanismos da tolerancia a dessecagdo diferem entre plantas avasculares e
vasculares (Morse et al., 2011). As plantas avasculares ndo sdo capazes de prevenir a perda de
agua de seus tecidos para o ambiente, sofrendo mudangas bruscas no seu grau de hidratacao
(Larcher, 2000; Oliver et al., 2010). Nessas plantas, também denominadas de poiquiloidricas
verdadeiras, a dessecag¢do ocorre muito rapidamente e a protecdo antes da secagem ¢ minima
ou nula, sendo que a sobrevivéncia a este estado ¢ baseada na presenga de mecanismos
constitutivos ¢ na inducdo de mecanismos de reparo de possiveis danos somente apds a
reidratacdo (Oliver ef al., 1998; Farrant ef al., 2007; Liittge et al., 2008; Farrant et al., 2012).
Liittge et al. (2008) demonstraram para as briofitas brasileiras Campylopus savannarum,
Racocarpus fontinaloides e Ptychomitrium vaginatum que a sobrevivéncia a uma rapida
dessecacdo e reidratagdo estd associada a protecdo foto-oxidativa nestas espécies
poiquiloidricas, e que a manuteng@o do aparato fotossintético durante a dessecagdo ¢ um pré-
requisito para um rapido retorno de suas atividades apds o aumento da disponibilidade
hidrica.

Em geral, as plantas vasculares possuem a habilidade de controlar a perda de agua
para o ambiente e sdo denominadas homeohidricas, sendo caracterizadas por ndo estarem
sujeitas a mudancgas bruscas no seu grau de hidratagao (Larcher, 2000). As plantas tolerantes
a dessecacdo, por sua vez, tem a desidratacdo dos tecidos atrasada em relacdo ao ambiente e,
para isto, devem ser ativados tanto mecanismos de evitagdo da desidratacdo quanto
mecanismos de protecao durante a secagem e de reparo na reidratacao (Wood, 2005).

De acordo com Wood & Jenks (2007) e Farrant et al. (2012), aproximadamente 400
espécies de plantas vasculares apresentam tolerdncia a dessecacdo vegetativa, estando
incluidas em 9 familias de pteridofitas (Adiantaceae, Aspleniaceae, Davalliaceae,

Grammitidaceae, Hymenophyllaceae, Isoétaceae, Polypodiaceae, Schizacaceae ¢



Selaginellaceae) e 10 familias de angiospermas (Acanthaceae, Cactaceae, Cyperaceae,
Gesneriaceae, Lamiaceae, Liliaceae, Myrothamnaceae, Poaceae, Scrophulariaceac e
Velloziaceae). Independente do grupo a que pertencam, para que as plantas sobrevivam a
uma perda severa de agua protoplasmatica, trés caracteristicas sdo essenciais: (I) os danos
devem ser limitados a um nivel reparavel; (II) a integridade fisiologica deve ser mantida no

estado desidratado e (III) os mecanismos de reparo devem existir apos a reidratacdo.

1.1 Plantas revivescentes

Plantas revivescentes, do inglés “resurrection plants”, sdo plantas vasculares,
especialmente monocotiledoneas (Porembski & Barthlott, 2000), caracterizadas por
possuirem a capacidade de tolerar dessecacdo vegetativa, mantendo-se viaveis por longos
periodos em estado de anabiose (suspensdo das atividades vitais), e retornar ao seu
metabolismo celular normal apds a agua se tornar novamente disponivel (Farrant ef al., 2007,
Farrant et al., 2009; Aidar et al., 2010; Morse et al., 2011; Dinakar et al., 2012). Estas plantas
habitam nichos ecoldgicos caracterizados por condigdes ambientais extremas, possuindo
limites sazonais de disponibilidade hidrica com periodos extensos sem precipitacao, altos
graus de radiagdo e solos com capacidade minima de retencdo de 4gua. Sdo encontradas a
partir do nivel do mar até¢ 2800 metros, mas ocorrem principalmente em afloramentos
rochosos ou inselbergs nos tropicos e, em menor escala, em zonas temperadas. A diversidade
de espécies é maior no sul da Africa (especialmente Africa do Sul, Namibia ¢ Zimbabwe),
Madagascar, Australia e Brasil (Porembski & Barthlott, 2000; Dinakar et al., 2012).

Os mecanismos relacionados a capacidade de tolerar a dessecacdo vegetativa nas
plantas revivescentes implicam na existéncia de uma complexa maquinaria associada a
desidratagcdo e reidratagdo, envolvendo atributos anatdmicos, fisioldgicos e moleculares
especificos. O processo de anabiose ¢ metabolicamente custoso e implica em investimentos
macicos em sistemas de protecao e reparo (Meirelles, 2009; Liittge et at., 2011; Dinakar et al.,

2012).

1.2 Mecanismos de tolerancia a dessecacio em plantas revivescentes

Dentre os mecanismos que plantas revivescentes dispdem para tolerar a dessecacao
encontram-se (I) alteragdes relacionadas ao desligamento da fotossintese; (II) modulacao do

sistema antioxidante; (III) acumulo de carboidratos; (IV) mudangas nas propriedades



quimicas da parede celular e (V) alteracdes morfoldgicas e anatomicas, entre outros (Farrant

et al., 2009; Dinakar et al., 2012).
1.2.1 Alteragdes relacionadas ao desligamento da fotossintese

Os cloroplastos sdo particularmente sensiveis a danos oxidativos e quando se trata de
tolerancia a dessecagdo, além da produgdo de antioxidantes, duas outras estratégias sdo
encontradas nos vegetais em relagcdo ao contetdo de clorofila mantido apos a dessecagdo, para
evitar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (Aidar, 2005; Dinakar et al., 2012). A
primeira estratégia, encontrada em pteridofitas e eudicotiledoneas, refere-se as plantas
denominadas homeoclordfilas, nas quais o conteudo de clorofilas ¢ parcialmente preservado
juntamente com a estrutura basica plastidial. Em estudo realizado por Farrant (2000), foi
observado que em plantas de Craterostigma wilmsii os cloroplastos apresentavam um formato
ovalado, enquanto que em Myrothamnus flabellifolius os cloroplastos assumiam um formato
arredondado. Em ambas as espécies, a manutencdo dos cloroplastos ndo foi possivel devido
ao enrolamento foliar que levou a um sombreamento destas células e protegeu os cloroplastos
da incidéncia de luz.

A segunda estratégia ¢ restrita a monocotiledoneas e esta presente em plantas
denominadas peciloclorofilas, nas quais ocorre perda total do contetdo de clorofila do tecido,
associada a um desmantelamento das membranas dos tilacdides devido a desidratagdo,
resultando na inativacdo da cadeia transportadora de elétrons, consecutivamente inibindo a
fotossintese. Farrant (2000) observou que, em Xerophyta humilis, as membranas externas dos
cloroplastos mantém-se continuas enquanto que as membranas internas perdem sua
conformacdo original, assumindo aspecto vesiculado apds a dessecagdo e, dessa maneira, o
aparato fotossintético deve ser inteiramente reconstruido apos a reidratagdo. Esta estratégia ¢
eficaz na minimizacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e parece ser uma
das principais razdes das espécies peciloclorofilas permanecerem vidveis no estado
desidratado por muito mais tempo do que as plantas homeoclorofilas (Farrant ez al., 2007).

Farrant er al. (2003), a partir dos resultados obtidos em um estudo com plantas
homeocloréfilas e peciloclorofilas submetidas a secagem na presenca e auséncia de luz,
sugeriram que em plantas revivescentes a reducdo da atividade fotossintética pode estar
associada, em grande parte, a transducdo de sinal a partir da degradacdo ou mascaramento da

clorofila. Estudos de protedmica realizados com proteinas associadas a fotossintese em folhas
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da espécie peciloclorofila Xerophyta viscosa durante a desidratagdo mostraram a degradacao
de proteinas a0 mesmo tempo em que ocorria o desmantelamento das membranas dos
tilacoides. Ja na espécie homeoclorodfila Craterostigma plantagineum, as mesmas proteinas
foram, em parte, mantidas durante a desidratagdo, uma vez que cloroplastos sdo apenas
parcialmente degradados na dessecagao (Ingle et al., 2007).

Em X. humilis foi observada reducdo da fotossintese em condi¢des de desidratacao e,
acompanhando este decréscimo, o aumento das concentragdes intercelulares de CO,,
sugerindo que a principal limita¢do fotossintética era fotoquimica, afetando principalmente a
regeneracdo da ribulose 1,5-bis-fosfato (RuBP) dependente de energia. Essa limitagdo
coincidiu com o inicio da degradacdo das clorofilas (Beckett et al., 2012). Além disso, foi
observado a partir de imagens de fluorescéncia que a eficiéncia dos centros de reacdo (PSII)
foi prejudicada com a dessecacdo. A recuperagdo da eficiéncia fotossintética foi obtida apods a
reidratacdo, sem nenhum dano permanente, demonstrando que as limitacdes fotossintéticas

sdo reversiveis em espécies revivescentes.
1.2.2 Sistema antioxidante

O déficit hidrico causa perturbagdes metabdlicas e danos mecanicos a membrana e
macromoléculas das plantas revivescentes devido também a geragdo de ROS (Dinakar ef al.,
2012). Para combater os danos causados pelas ROS, plantas revivescentes contam com a
atuacdo de um complexo sistema antioxidante enzimatico ou ndo, cujo padrao de respostas
varia amplamente entre as espécies (Farrant, 2000).

A atuacdo das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) como mecanismos para evitar os danos
oxidativos em espécies revivescentes ¢ amplamente estudada (Farrant, 2000; Farrant et al.,
2003; Illing et al., 2005; Farrant et al., 2009). Farrant (2000) observou que a regulagdo do
sistema antioxidante enzimatico em condi¢des de secagem varia muito entre as espécies
revivescentes. C. wilmsii, em condi¢des dessecantes, apresenta aumento da atividade de APX
e GR, enquanto que em M. Flabellifolius e X. humulis as enzimas APX, GR e SOD tém sua
atividade aumentada (Farrant, 2000; Farrant et al., 2003). Illing et al. (2005) compararam a
atividade de enzimas antioxidantes em duas espécies sensiveis a dessecacdo (Eragrostis
curvula ¢ E. teff) com a tolerante a dessecacao Eragrostis nindensis ¢ observaram que, sob

desidratacdo leve, em todas as espécies havia aumento da atividade antioxidante. No entanto,
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em baixos teores de agua, esta atividade era mantida apenas em E. nindensis. Desta forma, os
autores propuseram que, embora as enzimas facam parte dos sistemas de protecdo a
dessecacdo, elas ndo sdo suficientes para garantir a tolerancia dessas espécies a dessecacgao.

Além da acdo dos sistemas antioxidantes mencionados, as plantas revivescentes
contam com atuagdo de substincias antioxidantes provenientes do metabolismo secundario,
tais como compostos fenolicos e terpénicos, para minimizar os danos causados pelas ROS
(Taiz & Zeiger, 2004). Farrant (2000) observou que o acimulo de antocianinas evita a
interagdo luz-clorofila por refletir a radiacdo, consequentemente inibindo a fotorrespiragdo em
plantas no estado dessecado. Esta resposta também foi encontrada na planta M. flabellifolius,
submetida a dessecacdo, onde o acimulo de antocianinas ocorre apenas em plantas dessecadas
na presenca de luz, sugerindo que este aumento seja mediado pela radiacdo. Entretanto, em C.
wilmsii o acimulo de antocianinas ocorreu em folhas dessecadas tanto na presenga quanto na
auséncia de luz, sugerindo que, para esta espécie, este acimulo ocorre em resposta a secagem,
atuando na prevencao de formagdo de ROS independentemente da presenca de luz (Farrant et
al., 2003). Estudos relatam a atuacdo de outros compostos fendlicos contra danos induzidos
por ROS. Moore et al. (2005) observaram a presenc¢a do 4cido 3, 4, 5-tri-O-galoilquinico, um
polifenol, em M. flabelifolius e os autores demonstraram que este polifenol protege as
membranas contra danos induzidos pela dessecagao.

Os carotendides também atuam na protecdo contra danos causados pela formacdo de
ROS (Dinakar et al., 2012). A manutengao do conteudo de carotendides nao € uma resposta
recorrente nas plantas revivescentes. Em condicdes de déficit hidrico ocorre degradacao
parcial do conteudo de carotendides em M. flabellifolius e X. viscosa, enquanto que em C.
wilmsii, os teores de carotendides se mantém constantes durante a dessecacdo (Sherwin &
Farrant, 1996). Em X. humilis, Beckett et al. (2012) observaram diminui¢do dos niveis de
violaxantina e aumento de zeaxantina e estas alteragdes sdo devidas a conversdo de
violaxantina em zeaxantina (ciclo das xantofilas), que se liga as proteinas do sistema antena,
levando a alteragdes na conformacao (Taiz & Zeiger, 2004) e dissipacdo de energia na forma

de calor e consequente agao antioxidante e de foto-protecao (Beckett et al., 2012).
1.2.3 Alterag¢bes do contetido de carboidratos

O acumulo de carboidratos tem sido relatado em todas as plantas revivescentes

estudadas at¢ o momento e ¢ considerado um fator de grande importancia na aquisi¢cao da
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tolerancia a dessecagdo (Oliver ef al., 1998; Farrant et al., 2009). Dentre as fungdes atribuidas
ao acumulo destes carboidratos, destaca-se o ajustamento osmotico para manutencido da
turgescéncia, a estabilizacdo das estruturas das membranas contra efeitos nocivos causados
por ROS, a formagdo do estado vitreo celular e o fornecimento de esqueletos carbdnicos
proporcionando fonte de energia para recuperacdo da planta durante a reidratacdo (Oliver et
al., 1998; Farrant et al., 2007; Farrant et al., 2009)

Mudangas nos contetdos de carboidratos soluveis foram verificadas em X. viscosa
(Peters et al., 2007) em condi¢des dessecadas. Foi observado aumento de sacarose e de
oligossacarideos da série da rafinose (RFOs), especialmente rafinose, cujo acumulo ocorreu
em maiores concentracdes em teor relativo de agua foliar de 5%. Esse acumulo foi reversivel,
decrescendo a medida que a turgescéncia evoluia, evidenciando que RFOs desempenham
papel protetor nos tecidos foliares desta revivescente, além de atuarem no armazenamento de
carbono a ser disponibilizado da reidratacdo. Farrant et al(2009) relatam que, além do
acumulo de sacarose e rafinose em Mohria caffrorum, também ocorre aumento dos niveis de
glicerol, arabinose e melezitose e ainda redu¢do na abundéncia dos niveis de glicose e frutose,
acompanhando a progressdo do déficit hidrico, e esta redugdo indica que estes aclcares

podem estar sendo convertidos em sacarose.
1.2.4 Alteracdes nas propriedades da parede celular

Estudos indicam o dobramento reversivel da parede celular como o mecanismo
responsavel pelo enrolamento foliar, sendo este essencial para a manutencdo da estrutura
celular no estado desidratado (Farrant, 2000; Farrant et al., 2007; Dinakar et al., 2012). O
padrao de dobramento da parede celular ¢ dependente de sua estrutura e composi¢do quimica,
de modo que diversas modificagdes devem ocorrer durante a desidratagdo para estabilizar sua
arquitetura. Dentre elas, alteragdes significativas no teor dos monossacarideos e
polissacarideos podem estar envolvidas com o aumento na flexibilidade da parede celular
durante o enrolamento foliar (Moore, et al., 2006; 2008; Dinakar et al., 2012).

Em C. wilmsii, a dessecagdo dos tecidos foliares induziu aumento do contetido de
xiloglucanos e pectinas ndo esterificadas na parede celular e da propor¢ao de galactose em
relacdo a glicose na estrutura dos xiloglucanos nas folhas desidratadas, em relagdo aos tecidos
hidratados (Vicré et al., 1999; Vicré et al., 2004). Na revivescente C. plantagineum, foi

observado o aumento na atividade da proteina expansina, o qual permitiu uma maior
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extensibilidade da parede celular a partir do rompimento de ligagdes ndo covalentes (ligacdes
de hidrogénio) entre os polissacarideos de parede, indicando ser este o fator responsavel pelo
enrolamento foliar em condicdes dessecadas nesta espécie (Jones & McQuenn-Mason, 2004).

Moore et al. (2006) observaram que o dobramento da parede celular na espécie
revivescente M. flabellifolius esta relacionado a um aumento do teor do monossacarideo
arabinose, possivelmente na forma de arabinano, que confere maior flexibilidade & parede
celular, por diminuir a forte interacdo entre as cadeias de ramnogalacturonanos. Os autores
sugerem que a fung@o mais importante deste mecanismo € prevenir os danos mecanicos aos
tecidos, especialmente a perda da associacdo entre a plasmalema e a parede celular. Os
autores propdem que o arabinano ¢ constitutivamente sintetizado nas paredes celulares de M.
flabellifolius permitindo um preparo constante da planta para enfrentar os ciclos de

dessecacdo e reidratagdo.
1.2.5 Alteragdes morfoldgicas e anatdmicas

Durante a dessecagdo ha uma consideravel redug@o do volume celular que pode gerar
tensao na bicamada lipidica, resultando em deslocamento das proteinas de membrana,
contribuindo para a perda da sua integridade, rompimento da compartimentalizacdo celular e
perda da atividade das enzimas apoplasticas (Mahajan & Tuteja, 2005). Para evitar o estresse
mecanico, ocorrem alteragdes morfologicas e anatomicas nos tecidos das plantas
revivescentes e estas alteragdes t€m por finalidade evitar a ruptura da membrana plasmatica,
além de reduzir a superficie de transpiragdao e limitar os danos causados pela incidéncia de
radiacgdo ultravioleta (UV) (Dinakar et al., 2012).

O enrolamento ou dobramento foliar ¢ uma alteragdo morfoldgica recorrente em
plantas revivescentes. Sherwin & Farrant (1998) relataram diferentes padroes de dobramento
foliar e suas possiveis fungdes. Em X. viscosa, o enrolamento de suas folhas ocorreu a partir
das margens das laminas foliares que se dobraram ao meio, ao longo da nervura central,
mantendo apenas a superficie abaxial exposta a luz. Em C. wilmsii, o padrdo de dobramento
ocorreu do apice da folha em direcdo a base, incluindo toda superficie adaxial e deixando
também a superficie abaxial exposta a radiagdo. Em outro estudo realizado por Farrant et al.,
(2009), foi demonstrado que na pteridofita M. caffrorum, além do enrolamento foliar em
direcdo a superficie adaxial, apareciam escamas de coloragdo laranja na superficie abaxial das

folhas, possivelmente como estratégia para proteger esta superficie da exposi¢ao excessiva a
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radiagdo. De modo interessante, essas adaptacdes foram observadas apenas na estacdo seca,
uma vez que na época chuvosa estas escamas estavam ausentes e, quando submetidas a
dessecacdo nestas condigdes, as folhas de M. caffrorum nao apresentavam enrolamento foliar
e sim aspecto de murcha, que foi mantido mesmo apos a reidratagdo. Com isso, 0s autores
sugeriram que a tolerancia a dessecacdo nesta pteridofita ¢ influenciada pela sazonalidade, ou
seja, na estacdo de seca ela se comporta como uma espécie tolerante a dessecacdo, enquanto
na estacdo chuvosa ela se comporta como uma espécie sensivel a perda de agua.

Para manter a estabilizacdo mecanica do protoplasma, alteragdes anatdmicas podem
ocorrer nas células das plantas revivescentes. Em resposta a deficiéncia hidrica, C. wilmsii, M.
flabelifolius e X. humilis apresentaram, em suas células, substitui¢do de um unico vacuolo
central por pequenos vacuolos e a agua presente nas células foi substituida por outros
compostos, 0s quais ocuparam mais espago no citoplasma, minimizando a redugdo da
plasmalema devido a pressdo da parede celular (Farrant, 2000). Farrant et al (2009)
observaram, a partir de imagens de microscopia eletronica de transmissdo, que nas células do
mesofilo de plantas dessecadas de M. caffrorum nao ocorria ruptura da plasmalema e que,
mesmo em condi¢des de dessecagdo, o citoplasma mantinha sua conformacdo original. Os
autores observaram ainda a presenca de polifenois formando uma linha na periferia de um

vacuolo central.

1.3 Plantas revivescentes da flora brasileira

A maioria dos estudos com plantas revivescentes e sobre os mecanismos associados a
tolerancia a dessecagdo foi realizada com plantas revivescentes da flora africana (Gaff, 1977,
Sherwin & Farrant, 1998; Farrant, 2000; Farrant et al., 2003; Vicré, et al., 2004; Illing, et al.,
2005; Moore et al., 2005; Moore et al., 2006; Ingle et al., 2007; Peters, et al., 2007; Farrant et
al., 2009; Beckett et al., 2012). No entanto, algumas espécies brasileiras foram incluidas em
uma lista de plantas tolerantes a desseca¢do da América do Sul, publicada por Gaff (1987) e
citada por Aidar (2005).

Um dos primeiros estudos realizados com revivescentes da flora brasileira foi efetuado
por Meguro et al. (1977) com Xerophyta plicata. Mais tarde, Garcia (1997) estudou o
comportamento ecofisiologico de trés espécies de Velloziaceae (Barbacenia gentianoides,

Vellozia nivea € Nanuza plicata) durante os processos de dessecacdo e reidratagdo, mostrando



que B. gentianoides comporta-se como uma espécie sensivel a dessecacdo, N. plicata é uma

espécie tolerante e que V. nivea depende de sinalizacdo para ativar a tolerancia a dessecacao.
Uma extensa lista de espécies tolerantes foi apresentada por Meirelles et al. (1997),

incluindo 30 espécies de varios locais no Brasil, principalmente em substratos rochosos.

Dentre elas esta incluida Barbacenia purpurea.

1.4 Barbacenia purpurea

Barbacenia purpurea Hook., sinonimia Pleurostima purpurea (Hook.) Rafinesque,
pertence a familia Velloziaceae e ¢ uma planta revivescente comumente encontrada em
afloramentos rochosos no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Em 2010, Aidar et al. analisaram
as respostas ecofisiologicas de tolerancia a dessecacdo nesta espécie, avaliando o contetido de
agua foliar, as trocas gasosas e o teor de pigmentos fotossintéticos durante a dessecacdo e
reidratacdo em individuos cultivados a partir de sementes coletadas no Morro da Urca (RJ). A
partir da imposicdo das plantas a condi¢cdes de dessecacdo, os autores observaram que as
respostas referentes as taxas fotossintéticas ocorrem em quatro fases, conforme sintetizado na
tabela 1.

Tabela 1. Analise dos parametros fotossintéticos em resposta a deficiéncia hidrica em
Barbacenia purpurea realizada por Aidar ef al. (2010), onde TRAf = teor relativo
de 4gua foliar, g; = condutancia estomatica e 4 = taxa de assimilacdo liquida do

carbono.
Fase Dias TRAf Parametros fotossintéticos
1 0a4 acimade 90% maximo da disponibilidade hidrica
gs semelhante ao controle
2 4a9 acimade 90% declinio da g

3 9al14 decrescede 90a75%  fechamento estomatico (gs = 0)
4 14220 decresce de 75a 14%  degradacdo das clorofilas
gs proximo a zero
A apresenta valores negativos e, em seguida,

zera

Com a diminui¢do do conteido de dgua nas folhas, Aidar et al. (2010) verificaram
declinio da condutancia estomatica e da fotossintese liquida e degradacdo das clorofilas totais.
O contetido de carotendides ndo sofreu alteracdes ao longo da secagem, caracterizando a

estratégia de peciloclorofilia. Além disso, os autores observaram que, em resposta a
10



desidratacdo, a planta apresentou enrolamento das folhas sem ocorréncia da abscisdo. Desta
forma, os autores constataram que B. purpurea apresenta mecanismos de evitacdo da
dessecacdo associados a mecanismos de tolerdncia e que a planta utiliza os mecanismos de
evitacdo da dessecacdo em condicdes de seca moderada, os quais devem permitir que a
dessecagdo tenha inicio somente apos todos os processos preparatorios para reidratacao
estarem ativados.

Considerando a escassez de estudos com espécies revivescentes da flora brasileira,
especialmente sobre o seu comportamento fisiologico e bioquimico, B. purpurea foi

selecionada como espécie modelo para novas investigagoes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar as alteragdes fisiologicas e bioquimicas
como respostas de tolerancia a dessecacdo da espécie revivescente Barbacenia purpurea, sob

influéncia do déficit hidrico, em diferentes épocas do ano e subsequente reidratagao.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar as respostas ecofisioldgicas em Barbacenia purpurea, em condi¢des de
deficiéncia hidrica severa, quanto ao teor de umidade do solo e planta, o potencial

hidrico foliar, composicdo de pigmentos fotossintéticos e medidas de troca gasosa de

COz € HzO;

v’ Analisar os teores de carboidratos soluveis, amido e aminoacidos ¢ a composi¢do da

parede celular;

v’ Verificar alteragdes no perfil metabolico de folhas de B. purpurea dessecadas e apds

reidratadas;

v' Avaliar a influéncia da sazonalidade nas respostas metabolicas relacionadas a

tolerancia a dessecagdo em B. purpurea.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

Foram utilizados seis vasos contendo plantas de Barbacenia purpurea Hook.
(Velloziaceae), com aproximadamente 17 anos de idade (Figura 1), origindrias de sementes
coletadas no Morro da Urca/RJ e gentilmente emprestados pelo Dr. Sérgio Tadeu Meirelles
do IB/USP. Devido ao crescimento lento da espécie, esses vasos eram 0s Unicos que
dispunham de material vegetal suficiente para as coletas pretendidas, motivo pelo qual nao foi
possivel ampliar o tamanho amostral. Desde outubro de 2010, as plantas, que possuem até 18
ramos por vaso, foram mantidas em vasos de 3 litros contendo substrato Plantmax (DDL
Agro Industria Ltda.") em casa de vegetagdo no Niucleo de Pesquisa em Fisiologia e
Bioquimica do Instituto de Botanica, Sao Paulo (IBt/SP), com monitoramento de temperatura
(°C), umidade relativa do ar (UR, %) e densidade do fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF,

umol fotons m™ s™), cujas médias foram calculadas utilizando-se os dias de coleta como datas

de referéncia.

Figura 1. Vasos de Barbacenia purpurea mantidos na casa de vegetagdo do Nucleo de Pesquisa em

Fisiologia e Bioquimica do IBt/SP e utilizados nos experimentos. Barra = 10 cm.
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Os vasos receberam solugdo nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) a cada
20 dias ao longo do ano. Dez dias antes do inicio dos experimentos, as plantas foram tratadas
com inseticida natural comercial (Neem, Sempre Verde®™) para combate a cochonilha, com o

objetivo de evitar contaminag@o ou perda do material durante as coletas.

3.2 Tratamento e amostragem

Para a imposi¢cdo do déficit hidrico, as plantas foram dividas em dois grupos de 3
vasos, sendo um denominado controle (C) e o outro tratado (T). O grupo de plantas controle
foi irrigado diariamente com 400 mL de agua de torneira durante todo o experimento e o
grupo tratado foi submetido a dessecagdo por suspensdo completa da rega. A reidratagdo do
grupo tratado foi efetuada depositando os vasos em recipiente contendo agua de torneira por 3
horas, até que atingissem a capacidade de campo e de forma a evitar que as folhas fossem
umedecidas.

O tratamento foi realizado em duas épocas do ano, no periodo de 05 de julho a 04 de
agosto de 2011, correspondente a estacdo de inverno e de 13 de fevereiro a 09 de marco de
2012, correspondendo ao verao.

As medidas e as coletas do material vegetal foram efetuadas para o experimento de
inverno aos 0, 8, 16, 20 e 24 dias ap6s a imposi¢cdo ao déficit hidrico e as 12, 36, 84 ¢ 132
horas apds a restauragdo do regime de rega, e para o experimento de verdo aos 0, 8, 16 e 20
dias de déficit hidrico € com 12, 36, 84 ¢ 132 horas ap0s a reidratagdo. A diferenga no tempo
de reidrata¢do, com retorno das regas diarias do grupo tratado entre os dois experimentos, foi

devido ao estabelecimento mais rapido do processo de dessecagdo durante o periodo de verao.

3.3 Parametros Ecofisiolégicos

3.3.1 Monitoramento das condi¢des ambientais

A temperatura (°C), umidade relativa do ar (UR, %) e densidade do fluxo de fotons
fotossintéticos (DFFF, umol fotons m? s™) foram continuamente monitoradas no interior da
casa de vegetagdo onde as plantas permaneceram, utilizando sensor de temperatura e umidade
do ar (Li-1400-140, LI-COR — Nebraska, USA) e um sensor quantum (Li-190SA, LI-COR -
Nebraska, USA) respectivamente, sendo estes conectados a um datalogger (Li-1400, LI-COR
- Nebraska, USA). A partir dos dados coletados foram obtidos os valores maximos ¢ minimos

e calculadas as médias diarias dos pardmetros monitorados.
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3.3.2 Teor de umidade do solo

A andlise de umidade do solo (Us%) foi realizada diariamente durante os
experimentos pelo método de Reflectometria no Dominio do Tempo (TDR), utilizando uma
sonda de umidade do solo, modelo ML2x ThetaProbe Soil Moisture acoplada a um datalogger

modelo HH2 Moisture Meter (Delta T Devices, Cambridge, UK).
3.3.3 Teor relativo de dgua foliar (TRA)

Para determinacdo do TRAf durante os tratamentos de disponibilidade hidrica, uma
folha por vaso, totalizando trés repetigdes por tratamento por coleta, foi destacada das plantas
e imediatamente pesada (mg) em balanca digital analitica para a obtengdo do peso fresco da
folha (PFf), sendo, em seguida, submersa em agua destilada dentro de um becker por 24
horas e entdo pesada para obtencdo do peso turgido da folha (PTf). Posteriormente, as folhas
foram levadas para estufa a 60°C por 72 horas para a obtengdo do peso seco foliar (PSf). O
teor relativo de agua (TRA) foi calculado conforme descrito por Weatherley (1950), através

da seguinte equacao: TRAT (%) = (PF{-PSf/PT{-PSf)x100.
3.3.4 Potencial hidrico foliar (Yw)

Para determinar a intensidade do déficit hidrico imposto as plantas nos diferentes
tratamentos, foram realizadas medidas do potencial da 4gua nas folhas, utilizando-se uma
bomba de pressdo tipo Scholander Modelo 1000 (PMS Instrument Co., Utah, EUA). As
medidas foram realizadas no periodo da antemanha, entre 05:00 e 06:00 horas. Foram

realizadas trés medidas, sendo uma folha por vaso, por tratamento em cada tempo de coleta.
3.3.5 Anélise de trocas gasosas de CO, e H,O

As medidas instantaneas das taxas de assimilac@o liquida do carbono (A, umol m?s™),
transpira¢do (£, mmol H,O m? s'l), condutancia estomatica (gs, mol m? s'l) ¢ concentracao
interna de CO, (Ci pL 1) foram realizadas na quarta ou quinta folha de um ramo por vaso de
B. purpurea, utilizando-se um analisador de gas no infravermelho (IRGA) modelo Li-6400
(LI-COR — Nebraska, USA), entre as 08:00 e 10:00 horas. As medidas foram realizadas com
densidade do fluxo de fotons fotossintéticos e concentragdo de CO, na camara do IRGA com

taxas ajustadas para 800 umol fotons m? s e 380 umol CO, m?s’, respectivamente. As
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taxas de fluxo tiveram seus valores determinados a partir de um experimento prévio descrito

por Aidar et al. (2010).
3.3.6 Teores de pigmentos fotossintéticos

Para determinar o conteido de pigmentos foram utilizadas trés repeticoes,
representadas por trés plantas diferentes. Em cada repeti¢do foram avaliadas duas folhas de
dois diferentes ramos em um total de seis repetigdes por tratamento por coleta. Para cada
folha destacada, correspondente a terceira ou quarta folha completamente expandida de cada
ramo, foram retirados 5 cm da parte mediana da folha para analise da composi¢do de
pigmentos fotossintéticos. A extragdo e quantificagdo desses pigmentos foram realizadas sob
luz verde de seguranca, de acordo com a metodologia proposta por Hendry & Price (1993).
As amostras foliares foram maceradas em acetona 80% e o homogeneizado foi centrifugado a
3000 g por 5 minutos. O sobrenadante recuperado foi utilizado para a leitura das absorbancias
(Ab) nos comprimentos de onda de 480, 645 e 663 nm. A partir dos valores de absorbancia
encontrados, as concentracdes de clorofilas a e b e de carotendides totais foram calculadas de
acordo com as seguintes equagdes:

Clorofila a (mg g™): ((((12,7 x Ab663) — (2,69 x Ab645)) x V) / Ms) x 1,12

Clorofila b (mg g'l): ((((22,9 x Ab645) — (4,68 x Ab663)) x V) /Ms) x 1,1

Clorofila total (mg g™): Clorofila a + Clorofila b

Razio clorofila a/b (mg g™'): Clorofila a / Clorofila b

Carotendides totais (mg g"): ((Ab480 + (0,114 x Ab663) — (0,638 x Ab645)) x V) / (112,5 x
Ms)

Onde: V = volume da solucdo de extracao

Ms = massa seca em mg

3.4 Parametros Bioquimicos

3.4.1 Coleta do material vegetal para as andlises bioquimicas

Foram utilizadas trés repetigcdes, representadas por trés plantas diferentes. Em cada
repeticdo foram avaliadas duas folhas de dois diferentes ramos. Cada folha destacada,
correspondente a terceira ou quarta folha completamente expandida de cada ramo, apds a
retirada dos 5 c¢cm da parte mediana da folha para analise da composi¢do de pigmentos

fotossintéticos, foi imediatamente pesada em balanca analitica, congelada em nitrogénio
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liquido e entdo, macerada para obtengao do p6 da folha. As amostras destinadas as analises de
carboidratos e de perfil metabodlico foram liofilizadas utilizando Modulo D freezer Dyer 5 L -

Thermo Electron, USA.
3.4.2 Extracao de carboidratos soluveis

Amostras de folhas liofilizadas obtidas conforme descrito no item 3.4.1. foram
submetidas a extragdo de carboidratos soltiveis segundo método de Carvalho ef al. (1998). A
extracdo foi feita a partir de 200 mg de folhas liofilizadas, que foram submersas em 10 mL de
etanol 80%, homogeneizadas e levadas a banho-maria a 80°C por 15 minutos, sendo entdo
centrifugadas (Sorvall Super T21, Kendro Laboratory Products, USA) a 1000 g por 15
minutos. Os residuos foram re-extraidos por mais quatro vezes ¢ os sobrenadantes foram
reunidos e concentrados em evaporador rotativo (r-215, Buchi, Switzerland) a 36°C até
eliminag¢do completa do etanol. Foram entdo retomados em 3 mL agua destilada e mantidos a
-20°C até a quantificacdo de carboidratos (item 3.4.3.) e analise de sua composi¢ao por
cromatografia liquida de alta resolucdo (item 3.4.4). Os residuos foram liofilizados, pesados e
considerados como os residuos insoluveis em alcool e utilizados para extracdo e dosagem de

amido (item 3.4.5) e da parede celular (item 3.4.6).
3.4.3 Quantificacdo de carboidratos soluveis

Os carboidratos soltiveis presentes nos extratos de folhas foram quantificados a partir
do método colorimétrico do fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956) utilizando 100 pg mL" de
glicose (Sigma Aldrich®) como padrio. A leitura da absorbéncia foi realizada a 490 nm, em
espectrofotometro (SP-22, Biospectro, Curitiba, PR).

A quantificacdo dos agucares redutores foi realizada pelo método de Somogyi-Nelson
(Somogyi, 1945). A leitura da absorbancia foi efetuada em espectrofotdmetro a 520 nm ¢ o

padrao utilizado foi glicose (Sigma Aldrich®) a 100 ng mL™".

3.4.4 Analise de carboidratos soltiveis por cromatografia liquida de troca idnica com detector

por pulso amperométrico (HPAEC/PAD)

Aliquotas de 1 mL dos extratos obtidos no item 3.4.2 foram purificadas em coluna de
troca idnica, utilizando 5 mL de resinas Dowex de troca cationica 50x8 (100-200 mesh) e

anidnica 1x8 (52-100 mesh). A elui¢do foi realizada com 36 mL de agua deionizada e o
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volume final teve o pH ajustado para 7,0 com hidroéxido de aménio 0,4 M. Apds a purificagdo,
as amostras foram liofilizadas e retomadas em 1 mL de dgua deionizada, e entdo novamente
submetidas a quantificacdo de carboidratos totais de acordo com o método de Dubois et al.
(1956) para ajuste da concentragio em 400 pg mL™.

As amostras foram filtradas utilizando membrana de politetrafluoretileno (cédigo
JHWP01300, Millex™, Merck Millipore®, USA) e a andlise da composi¢do em carboidratos
soluveis foi realizada através de cromatografia de troca anidnica de alta resolugdo com
detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em cromatografo liquido DIONEX modelo
ICS3000 (Dionex, Thermo Scientific, USA) em coluna CarboPac PA-1. Os monossacarideos
e oligossacarideos foram eluidos isocraticamente com 100 mM de NaOH, com fluxo de 0,25
mL min”. A identificagio dos agucares foi efetuada por comparagio dos tempos de eluigdo
com padrdes comerciais, sendo eles: mio-inostol, glicose, frutose, sacarose, rafinose,

estaquiose, verbascose ¢ trealose (Sigma Aldrich®). O tempo de corrida foi de 35 minutos.
3.4.5 Extracao e quantificagdo de amido

Aliquotas dos residuos da extragdo de carboidratos soliveis (item 3.4.2) foram
submetidas a extragdo de amido pelo método enzimatico proposto por Amaral et al. (2007). A
10 mg de amostra foram adicionados 0,5 mL [120 U mL™"'] de alfa-amilase termoestavel de
Bacillus licheniformis (c6digo E-ANAAM, Megazyme®) em tampao MOPS [4cido 3-(n-
morfolino) propanosulfonico] 10 mM pH 6,5 seguido por incubagdo a 75°C por 30 minutos.
Este procedimento foi repetido novamente e, na sequencia, as amostras foram resfriadas a
50°C. A elas foi adicionado 0,5 mL de uma solucio contendo 30 U mL™ de amiloglucosidase
(AMG) de Aspergillus niger (codigo E-AMGPV, Megazyme®) em tampio acetato de sodio
100 mM pH 4,5, e a incubagdo realizada a 50°C por 30 minutos. Este procedimento foi
repetido mais uma vez. Para interromper a reacdo enzimatica e precipitar as proteinas foram
acrescentados 100 pL de acido percldrico 0,8 M as incubagdes. Apds rapida centrifugagdo (2
minutos a 10.000 g), foi efetuada dosagem de amido pela quantificacdo da glicose liberada no
processo de hidrdlise. Para tanto, foram retiradas aliquotas de 20 pL. de extrato enzimatico, as
quais foram adicionados 300 pL de reagente Glicose PAP Liquiform (Centerlab®), contendo
as enzimas glicose oxidase e peroxidase (GOD-POD), além de 4-aminoantipirina e fenol a pH

7,5. Apds incubagdo por 15 minutos a 37°C, o teor de glicose foi determinado em leitor de
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microplacas de ELISA a 490 nm. A curva padrido foi efetuada utilizando-se concentracdes

crescentes de glicose (Sigma Aldrich®).
3.4.6 Extracao da parede celular

Os residuos resultantes da extragdo de carboidratos soluveis em alcool (item 3.4.2)
foram submetidos a extragdo com dimetilssulfoxido (DMSO) com a finalidade de remover o
amido das amostras. A 100 mg de residuo foram adicionados 5 mL de DMSO 90% e os
materiais foram mantidos sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. As amostras
foram entdo centrifugadas a 800 x g por 10 minutos e os sobrenadantes desprezados. Os
residuos foram lavados exaustivamente em agua destilada e, em seguida, foram liofilizados e
pesados para determinar o rendimento.

Apbs a extracdo com DMSO, os residuos foram lavados sequencialmente com
diferentes sistemas de solventes, sendo que a cada lavagem, o material foi agitado,
centrifugado (800 x g por 10 minutos) e os sobrenadantes descartados. Primeiramente foram
adicionados 10 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, seguidos por 10 mL de
agua destilada e de cloroformio:metanol [1:1] (v/v), por duas vezes. Na sequencia, adicionou-
se 10 mL de acetona. A ultima lavagem foi realizada com 10 mL de éter etilico. O material
foi seco em estufa a 60°C por trés dias e entdo pesado para obtengdo do rendimento de parede

celular (Gorshkova et al., 1996, modificado).
3.4.7 Hidrolise acida de polissacarideos nao celuldsicos da parede celular

Dois miligramas de parede celular bruta de folhas foram pesados e colocados em
ampolas de vidro, aos quais foram adicionados 2 mL de 4cido trifluoroacético (TFA) 2 N. As
ampolas foram seladas com auxilio de bico de Bunsen e as amostras hidrolisadas em
autoclave a 121°C, 1,5 atm por 1 hora. Os sobrenadantes foram recolhidos por centrifugacdo a
800 x g por 15 minutos e dosados quanto ao teor de carboidratos totais pelo método de fenol-
sulfurico (Dubois et al., 1956) e acidos urdnicos (Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991), utilizando-
se 100 pg mL"' de glicose e 4cido galacturénico (Sigma Aldrich®) como padroes,
respectivamente.

Ap6s as medidas colorimétricas, os hidrolisados resultantes foram evaporados em um
evaporador a vacuo com rotagdo (Hetovac VR-1 Centrifuge w/Rotor, HetoLab Equipment,
USA), lavados com 500 uL de etanol por trés vezes e 500 pL de 4gua deionizada uma vez, e
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evaporados a cada etapa de lavagem. Os materiais foram retomados em 1 mL de agua

deionizada e analisados por HPAEC/PAD (item 3.4.8).
3.4.8 Analise dos monossacarideos neutros por HPAEC/PAD

Os monossacarideos neutros provenientes da hidrdlise acida de polissacarideos ndo
celulosicos da parede celular foram analisados por HPAEC/PAD, utilizando coluna Carbo-
PAC PA1 em sistema DIONEX modelo ICS3000 (Dionex, Thermo Scientific, USA). Os
monossacarideos foram eluidos isocraticamente em NaOH 12 mM, com fluxo de 0,25 mL
min” e identificados por comparacio dos tempos de elui¢do com padrdes comerciais de
fucose, ramnose, arabinose, galactose, glicose, xilose e manose (Sigma Aldrich®). O tempo de

corrida foi de 35 minutos.
3.4.9 Analise da atividade antioxidante de folhas de B. purpurea

Para a determinagdo da atividade antioxidante das folhas foram utilizadas aliquotas do
extrato etanolico obtido na extracdo de carboidratos soliveis totais (item 3.4.2). A avaliacdo
quantitativa da atividade antioxidante dos extratos foi efetuada por sequestro do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila - DPPH (0,2%, Sigma Aldrich®). Em microplaca de 96 cavidades
foram adicionados 71,4 uL de solugdo metanolica de DPPH 0,3 mM e 178,5 uL da amostra
de extrato a 200 pg/mL. Como controle negativo utilizou-se 71,4 puL de solu¢do metanodlica
de DPPH 0,3 mM e 178,5 uL. de metanol e como controle positivo foi utilizada quercitina
(Sigma Aldrich®) 5 pg mL™. A microplaca foi mantida em temperatura ambiente na auséncia
de luz e a absorbancia foi medida aos 5 minutos a 518 nm, em espectrofotometro BIOTEK

KC4 (Koleva et al., 2002, modificado).
3.4.10 Analise do perfil metabdlico

O perfil metabolico das folhas de B. purpurea coletadas diante a imposi¢ao do déficit
hidrico foi analisado por cromatografia a gas acoplada a um espectrometro de massas
(CG/EM), de acordo com o método de Roessner et al. (2001), modificado. Vinte miligramas
de material liofilizado de folhas foram extraidos com 500 uL de uma solugdo de
cloroférmio:metanol:agua, na propor¢ao 12:5:1, ao qual foram adicionados 50 puL de adonitol
0,2 mg mL" como padriio interno para auxiliar as normalizagdes durante a quantificagio. O

material foi incubado a 60°C por 30 minutos sob agitacdo e centrifugado a 800 x g por 5
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minutos. Apos a extragao, 350 uL do sobrenadante foi coletado, a eles foram adicionados 350
pL de agua destilada, com nova agitagdo. Apods centrifugados (800 x g por 5 minutos), 300 pL.
da fase polar foram coletados e evaporados a vacuo sob rotagdo. O material residual foi
submetido a derivatizagdo acrescentando-se 150 pL de piridina, 50 pL de N,0-Bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 puL de hidroclorato de metoxialmina e, em
seguida incubado sob agitag¢do durante 1 hora a 75°C.

As amostras foram injetadas em um sistema GC-EM composto por um cromatografo a
gas Agilent GC 6890 series acoplado a um espectrometro de massas quadrupolo Agilent MSD
5973N (Agilent Technologies, USA). A separagdo cromatografica foi realizada em coluna de
30 metros HP5 com espessura de 0,25 mm e filme de 0,25 um (Supelco, Bellfonte, USA). A
temperatura de inje¢do foi de 230°C, a interface a 250°C, e a fonte de ions ajustada para
200°C. Hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de 1 mL min™'. Os picos detectados
foram comparados com padrdes auténticos e com a NIST 08 Mass Spectral Library e

confirmados através do calculo do indice de Kovats.
3.4.11 Analise de aminoacidos por UPLC

Foram utilizados 40 pL da fase polar das amostras previamente extraidas para a
analise do perfil metabolico (item 3.4.10), apenas do experimento de verdo, para determinar o
perfil de aminoacidos e amonio presentes nas folhas durante os tratamentos de déficit hidrico
e reidratacdo. Para tanto foi utilizada Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia com detector
de ultra-violeta — UPLC (Waters Acquity UPLC system — Waters, Milford, USA). As
amostras de folhas foram centrifugadas por 5 minutos a 800 x g. Em seguida, foi realizada
derivatizacdo seguindo protocolo do kit AccQ-Tag da Waters, com adaptagdes. Em um frasco
foram adicionados 70 pL de tampao borato, 40 uL de amostra 20 pL de 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) e a mistura agitada em vortex e levada a banho-maria a
55°C por 10 minutos.

A separagao ocorreu através de uma coluna AccQ.Tag Ultra Column C18 (2,1X100
mm 1,7 um), a 60 °C com os seguintes eluentes: A - AccQ.Tag Ultra Eluent A 10% em agua
(Walters®) , B - AccQ.Tag Ultra Eluent B a 100% (Walters®), em fluxo de 0,7 mL min™. Os
aminodcidos foram detectados por luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda de

excitagdo de 260 nm.

21



A determinag@o dos aminoacidos presentes nas amostras foi feita por comparagdo com
padrdes comerciais: Ala - Alanina, Arg- Arginina, Asn - Asparagina, Asp - Aspartato, Cit -
Citrulina, Cys - Cisteina, Gaba - acido gama-aminobutirico, Gly - Glicina, Glu - Glutamato,
Gln - Glutamina, H-Pro - Hidroxiprolina, His - Histidina, Ile - Ileucina, Leu - Leucina, Lys -
Lisina, Met - Metionina, Orn - Ornitina, Phe - Fenilalanina, Pro - Prolina, Ser - Serina, Tyr -
Tirosina, Thr - Treonina, Trp - Triptofano, Val — Valina (Sigma Aldrich®), além de amonia

(NHs;), nas concentragdes de 10, 25, 50, 100 e 150 pmol.

3.5 Analise estatistica

Os dados referentes aos parametros ecofisiologicos e bioquimicos, excetuando o perfil
metabolico e de aminoacidos, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo todo
e qualquer contraste entre médias avaliados pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade (p < 0,05), utilizando-se o pacote estatistico BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003).

22



4. RESULTADOS

4.1 Monitoramento das condi¢oes ambientais

As variagoes na densidade do fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF), temperatura do
ar e umidade relativa do ar (UR) referentes aos experimentos realizados na estacao de inverno
e verdo sdo apresentados nas figuras 2 e 3.

Ao longo do experimento realizado no periodo do inverno de 2011 (figura 2A), o
DFFF médio no interior da casa de vegetacdo foi de 168,23 umol m™ s™, tendo como pico
maximo 540,63 umol m™ s, no 30° dia. No experimento efetuado no verdo de 2012 (figura
2B), o DFFF médio foi de 281,1 pmol m™ s™, tendo como o pico maximo de fluxo 848,0

pmol m™ s™ aos 24 dias de coleta.

A - Inverno B - Verdo

= 400 - - 60 __ 400 - - 60

;(‘h g :tl) = | G
E 300 - = E 300 - [] T

3]
g 40 o o 40 8
2 T 2 -]
© 200 - o © 200 - ®
— = —_— S
[o] *a o -
£ -20 £ E r20 S
2 100 - s 2 100 ; g
n ek g
L H = "Q" [ =
=] 0 T T T T T T T T 0 O T T T T T T T 0
0 8 16 20 24 25 26 28 30 0 8 16 20 21 22 24 26
Dias Dias

Figura 2. Médias de temperatura maxima (®), média (A ) e minima (m) e DFFF (barras) no interior da
casa de vegetagdo do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do IBt/SP durante o periodo de
inverno (A) e verdo (B).

A temperatura média do ar no experimento de inverno (figura 2A) manteve-se em
torno de 24°C, com média maxima de 35°C no 16° dia e média minima de 8°C no 30° dia,
gerando uma amplitude térmica de 27°C. A maior variagdo de temperatura diaria foi de 20,3°
C observada no 8° dia e a menor em 5,8° C no 26° dia.

No verdo (figura 2B), a temperatura média do ar ficou em torno de 31°C, com maxima
de 46°C no 16° dia e minima de 19,2°C no 26° dia resultando em uma amplitude térmica no
periodo de 26,8°C. A maior variagdo de temperatura diaria foi 12,7° C, aos 24 e 26 dias ¢ a
menor variagdo de 6,2°C no 20° dia.

Em ambos experimentos observa-se que a temperatura média foi determinada em
grande parte pelas variacdes na temperatura maxima, tendo em vista que a temperatura

minima apresentou pequenas variagdes ao longo dos periodos experimentais.
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A umidade relativa do ar (UR) no inverno (figura 3A) manteve-se em torno de 52,1%
e no experimento do verdo (figura 3B) a média foi de 78,9%. Os maiores valores de

temperatura do ar coincidiram com altos valores de DFFF e com baixos valores de UR.
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Figura 3. Médias da umidade relativa do ar maxima (e), média (A ) e minima (m) no interior da casa
de vegetagdo do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do IBt/SP durante o periodo inverno
(A) e verao (B).

4.2 Respostas ecofisiologicas

A figura 4 apresenta as variagoes na umidade do solo (Us) dos vasos de B. purpurea.
Em ambas estagdes do ano investigadas, ¢ possivel observar que ocorre um decréscimo de
agua no solo a partir do 4° dia de suspensdo do regime de rega, chegando a valores minimos
de 3% no 24° dia no periodo de inverno (figura 4A) e 1,4% no 20° dia do verdo (figura 4B). O
decréscimo ¢ mais acentuado no inicio do experimento do verdo devido as maiores
temperaturas, que resultaram em uma maior demanda atmosférica por agua e, por
conseguinte, em maior taxa de evaporagao da agua do solo. Apos 12 horas da reidratagdo, os
vasos dessecados (Us= 3% e 1,4%) retornaram ao estado de saturagao do solo, com Us = 37%

no inverno e Us = 42% no verdo que foram mantidas até o final do experimento.
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Figura 4. Umidade do solo em vasos de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas diarias
(grupo controle - @) e suspensdo total de rega (grupo tratado - ©), durante o inverno (A) e verdao (B). A
seta indica o dia da reidratacdo. As barras indicam o desvio padrao da média (n=3). (*) Médias entre
os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

O estabelecimento do déficit hidrico e os efeitos visuais do estresse hidrico imposto
pela suspensao total das regas foram mais lentos no periodo do inverno, sendo que as plantas
submetidas a dessecacdo mantiveram aparéncia normal até o 12° dia, seguida por lenta
desidratacdo com enrolamento foliar até¢ o 20° dia e entdo perda intensa da coloracdo verde até
0 24° dia (Figura 5). Apo6s 16 horas de reidratacdo, as folhas estavam completamente turgidas
e, apos 41 horas, parte das folhas ja apresentava coloracdo esverdeada. As folhas adquiriram

coloracdo verde, semelhante ao controle, ap6s 90 horas.

Inverno

Figura 5. Aspecto geral das plantas Barbacenia purpurea durante a imposicdo do déficit hidrico e
posterior reidratagdo, em periodo de inverno, com regime de regas didrias (C — grupo controle - vaso
da esquerda) e suspensao total de rega (T — grupo tratado - vaso da direita). Barra = 15 cm. A seta
indica o dia da reidratacdo.
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A figura 6 apresenta o aspecto geral das plantas durante a desidratacdo no experimento
do verdo. Com a suspensdo da rega no grupo tratado (vaso da direita), as plantas mantiveram
aparéncia normal até o 6° dia, seguido por rapida desidratacdo e enrolamento foliar nos 7° e 8°
dia, sendo a partir do 9° dia observada a degradacdo da clorofila e o amarelecimento das
folhas. Com 16 dias de déficit hidrico, a clorofila havia sido completamente degradada e as
folhas encontravam-se com o TRAf proximo aos 10% (figura 7), indicando estado de
anabiose, o qual foi mantido até o 20° dia de dessecagdo. Com 36 horas apds a retomada do
regime de rega, as folhas apresentavam-se tirgidas e parte delas ja apresentava coloragdo
esverdeada (figura 6). Com a reidratagdo do substrato, foi possivel observar que tanto a

hidratagdo foliar quanto a sintese da clorofila iniciam-se da base da folha em diregéo ao apice.

Verao

Figura 6. Aspecto geral das plantas Barbacenia purpurea durante a imposicdo do déficit hidrico e
posterior reidratacdo, em periodo de verdo, com regime de regas diarias (C — grupo controle - vaso da
esquerda) e suspensao total de rega (T — grupo tratado - vaso da direita). Barra =15 cm. A seta indica
o dia da reidratagdo.
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TRAf (%)

Diferencas significativas no TRAf (figura 7A) e yy (figura 8A) das plantas submetidas
a dessecacdo em relacdo as do controle, no inverno, foram observadas somente a partir do 20°
e 16° dias, respectivamente. Ja no experimento de verdo, diferencas significativas entre os
tratamentos (figuras 7B e 8B) foram observadas ja a partir do 8° dia.

No experimento do inverno, o TRAf, no grupo tratado (figura 7A) manteve-se no
mesmo nivel do controle até o 8° dia, sendo reduzido para 74% no 16° dia e chegando a 29%
no 24° dia. Doze horas apo6s a reidratagdo, as plantas apresentavam 38% do TRAf e 85% apds
36 horas do retorno da rega. Ao contrario do inverno, o TRAf do experimento realizado no
verdo (figura 7B) decresceu rapidamente com a imposi¢ao do déficit hidrico atingindo 9% no
16° dia. Apos a reidratacdo, o TRAf aumentou gradativamente chegando a valores proximos

aos do grupo controle com 132 horas (82% T, 91% C) apds a retomada da rega.
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Figura 7. Teor relativo de agua em folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas
diarias (grupo controle - @) e suspensdo total de rega (grupo tratado - o) durante o inverno (A) e verao
(B). A seta indica o dia da reidratacdo. As barras indicam o desvio padrao (n=3). (*) Médias entre os
grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo a disponibilidade de agua nas folhas de B. purpurea, foi observado que no
inverno o W'w manteve-se estavel até o 8° dia (-0,3 MPa), seguido de reducdo consideravel a -
1,4 MPa no 16° dia e chegando a condigdes indetectaveis pelo método utilizado no 20° dia
(figura 8A). Com a reidratacdo, houve um aumento da disponibilidade hidrica nas folhas apos
12 horas (-0,5 MPa), alcancando valores iguais ao grupo controle. O Ww, no verdo, decresceu
rapidamente até o 8° dia (-2,4 MPa), atingindo valores indetectaveis no 16° dia e, assim como
no experimento de inverno, com 12 horas apos a reidratacao, a disponibilidade hidrica foi de -

0,4 MPa, valor semelhante ao detectado no controle (figura §B).
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Figura 8. Potencial hidrico das folhas (‘\Yw) de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas
diarias (grupo controle - ®) e suspensdo total de rega (grupo tratado - ©) durante o inverno (A) e verdo
(B). A seta indica o dia da reidratacdo. As barras indicam o desvio padrdo (n=3). (*) Médias entre os
grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Os dados de fotossintese liquida (4), transpira¢do (E), condutancia estomatica (gs) e
concentracdo interna de CO, (Ci) dos experimentos realizados no inverno e no verao, estdo
representados na figura 9. Problemas com o analisador de gases no infravermelho (IRGA)
durante o experimento de verdo impossibilitaram as realizagdes de medidas nos pontos
referentes ao 1°, 8° e 16° dias.

Em plantas submetidas a dessecacdo foi observado, no experimento de inverno (figura
9A), que a partir do 8° dia ocorre reducdo da taxa fotossintética, que se intensificou no 16° dia
(1,4 pmol m™s™), enquanto o controle atingiu 9,8 pmol m™s™ no mesmo dia de avaliagdo. A
taxa fotossintética das plantas tratadas decresceu a valores proximos a 0 pmol m™s™ no 22°
dia de experimento. No experimento realizado no verdo (figura 9B), as taxas fotossintéticas
chegaram a valores muito inferiores aos detectados no grupo controle (T = 1,36 pmol miste
C = 12,61 umol m'zs'l) aos 20 dias de imposi¢cdo da seca. Com a reidratacdo, em ambos
experimentos, o grupo tratado apresentou taxas fotossintéticas proximas ao grupo controle
com 84 horas da retomada da rega.

As taxas de transpiracdo (£, figuras 9 C e D) e condutancia estomatica (g;, figuras 9 E
e F), variaram de forma similar ao observado para a fotossintese nas plantas submetidas ao
déficit hidrico, que com 20 dias ap6s a imposi¢do da seca chegaram a valores indetectaveis
em ambos experimentos. De uma forma geral, a concentracdo interna de CO, (Ci, figura9 G e

H) néo apresentou alteracdes significativas nos experimentos realizados.
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Figura 9. Fotossintese liquida (A e B), transpiracdo (C e D), condutincia estomatica (E e F) e
concentracdo interna de CO, (G e H) em folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de
regas diarias (grupo controle - @) e suspensdo total de rega (grupo tratado - ©). A seta indica o dia da
reidratagdo. As barras indicam o desvio padrdo (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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A figura 10 apresenta a quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos em fun¢do do
déficit hidrico. O contetido de clorofila @ ndo variou significativamente entre os grupos
controle e tratado até o 20° dia ap6s a imposicao do déficit hidrico no experimento de inverno
(figura 10C). A partir do 24° dia e nas primeiras 36 horas apos a retomada da irrigacdo, os
valores chegaram proximos a 0 mg g”' da massa seca (MS), subindo lentamente para 1,7 mg g
"' MS até 132 horas ap6s a reidratagdo. No verdo (figura 10D), houve queda acentuada de
clorofila @ do 8° ao 16° dia, de 5,7 mg g”' MS a valores indetectaveis. Com a reidratagio, a
clorofila a do grupo tratado somente foi detectada apos 84 horas (1,7 mg g MS), com valores
inferiores aos encontrados no controle.

Quanto ao conteudo de clorofila b, no inverno (figura 10E) houve decréscimo
significativo a partir do 20° dia chegando a valores indetectaveis no 24° dia de experimento.
No verao (figura 10F) a clorofila » manteve-se constante até o 8° dia, com valores similares
aos do grupo controle (2,2 mg g”' MF), havendo redugio dréstica a niveis indetectaveis no 16°
dia. Em ambos experimentos, houve a ocorréncia da biossintese de novo de clorofila b a partir
de84 horas da retomada do regime de regas.

O conteudo de clorofilas totais foi reduzido, a partir do 20° dia no experimento de
inverno (figura 10A) e do 8° dia no experimento do verdo (figura 10B). Em ambos
experimentos, os valores de clorofilas totais do grupo tratado ndo alcangou os conteudos do
grupo controle apos a reidratagao.

A razdo clorofila a/b diminuiu em resposta ao déficit hidrico nos experimentos de
inverno e verdo (figura 10G e H), retornando ao seu valor inicial ap6s a reidratacao.

O conteudo de carotenoides totais apresentou aumento significativo em relacdo ao
controle somente a partir da reidratagdo no inverno (figura 10I), enquanto que no verdo
apresentou decréscimo no 16° e 20° dias de imposi¢do ao déficit hidrico, e aumento
significativo com 12 horas apos a rega (figura 10J).

A razdo clorofila total /carotenoides decresceu a partir do 20° de imposi¢@o ao déficit
hidrico no inverno e do 8° dia no verdo (dados ndo mostrados), indicando degradagdo mais

acentuada das clorofilas em relacdo aos carotenoides.
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Figura 10. Conteudo total (A e B), clorofila a (C e D), clorofila b (E e F), razdo clorofila a/b (G e H)
e carotenoides (I e J) em folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas didrias
(grupo controle - ®) e suspensdo total de rega (grupo tratado - o). A seta indica o dia da reidratagéo.
As barras indicam o desvio padrao (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Respostas bioquimicas

A andlise do contetido total de carboidratos soluveis (figura 11) revelou aumento do
teor em fung@o do déficit hidrico. No inverno, o conteudo de carboidratos totais aumentou
1,8 vezes até o ultimo dia de imposi¢do & seca chegando a 90 mg g”' MS no 24° dia, enquanto
que no verdo, esse aumento ocorreu mais rapidamente, atingindo 83 mg g' MS no 16° dia,
correspondendo a um aumento de 1,9 vezes. Nas duas estagdes, os teores de carboidratos

retornam a valores semelhantes ao do controle com 36 horas apos a reidratagdo.
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Figura 11. Determinagdo de carboidratos soluveis totais em folhas de Barbacenia purpurea
submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - ®) e suspensao total de rega (grupo tratado -
0) durante o inverno (A) e verdao (B). A seta indica o dia da reidratagdo. As barras indicam o desvio

padrao (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.
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Figura 12. Determinagéo de carboidratos redutores em folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos
regimes de regas diarias (grupo controle - ®) e suspensdo total de rega (grupo tratado - o) durante o
inverno (A) e verdo (B). A seta indica o dia da reidratagdo. As barras indicam o desvio padrdo (n=3).

(*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Os carboidratos detectados nas amostras por HPAEC/PAD foram glicose, frutose,
sacarose ¢ os oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose, além de polidis (figura 13).
Coerente com as quantificacoes de agucares redutores (figura 12), ndo foram observadas
variagdes significativas nos teores de glicose e frutose (figura 13C, D, E e F). Dentre os
agucares analisados, as quantidades de sacarose, rafinose, estaquiose ¢ verbascose variaram
expressivamente entre os grupos com a imposicdo do déficit hidrico, nos experimentos de
inverno e verdo (figura 13). O teor de estaquiose aumentou 7 vezes no inverno e 5,9 vezes no
verdo, enquanto que verbascose, ausente no inicio dos experimentos, ndo apresentou aumento

significativo no inverno, porém aumentou 3,8 vezes no verao.
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Figura 13. Teor de carboidratos soliveis determinados por HPAEC/PAD, (A e B) polidis, (C e D)
glicose, (E e F) frutose, (G e H) sacarose, (I e J) rafinose, (K e L) estaquiose, (M e N) verbascose em
folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - ®) e
suspensdo total de rega (grupo tratado - o). A seta indica o dia da reidratacdo. As barras indicam o
desvio padrao (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.

A figura 14 apresenta a porcentagem relativa de carboidratos soluveis e polidis
identificados por analise em HPAEC/PAD, no qual se observa predominio de sacarose ¢
rafinose em condi¢des normais nas folhas de B. purpurea, sendo que juntos correspondem a
um valor médio de 72% do total quantificado no dia 0, em ambos os experimentos (figura
14A e B).

Com a imposi¢do do déficit hidrico no inverno (figura 14A), houve reducdo de polidis
(de 5% no dia 0 para 1% no 24° dia) e aumento de glicose e frutose no 20° dia, seguido de
decréscimo no 24° dia. Sacarose aumentou de 32% no dia 0 para 44% no 24° dia. Além disso,
foi observado aumento dos niveis de estaquiose de 14% (dia 0) para 23% com 24 dias e este
aumento coincidiu com reducdo de 14% nos niveis de rafinose, indicando uma possivel
conversdo de rafinose a estaquiose. Com a retomada da rega, observou-se que as alteragdes
nos niveis de carboidratos foram mantidas até 12 horas ap6s a reidratagdo.

No verdao (figura 14B), houve decréscimo de 7%, 8% e 3% nos teores de polidis,
glicose e frutose, respectivamente, os quais foram mantidos até 20° dia de imposi¢do do
déficit hidrico. Foi observado ainda aumento de sacarose (de 34% no dia 0 para 44%) ¢
estaquiose (de 11% para 20%), sintese do oligossacarideo verbascose (2%) e reducgdo de
rafinose (de 30% para 27%) no 16° dia de imposicdo ao déficit hidrico. No 20° dia foi

observada reducdo de sacarose de 44% para 39% no 20° dia, concomitantemente ao aumento
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de 3% de estaquiose. Com a reidratagao, foi observado aumento de 3% nos teores de sacarose,

2% nos teores de estaquiose e decréscimo de 6% nos niveis de rafinose.
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Figura 14. Continua ...
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Figura 14. Porcentagem relativa de carboidratos soliveis e polidis obtidos por andlise em
HPAEC/PAD em folhas de Barbacenia purpurea durante o periodo de inverno (A) e verdo (B). A seta
indica o inicio do periodo de reidratagdo reidratagdo. Pol = polidis; Gli = glicose; Fru = frutose; Sac =
sacarose; Raf = rafinose; Est = estaquiose; Ver = verbascose.
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A quantificacdo de amido nas folhas (figura 15A e B) revelou a mobilizacdo ou
alocagdo deste polissacarideo de reserva, cujos niveis foram indetectdveis com a imposi¢ao de
seca as plantas. Esta mobilizagdo coincidiu com o aumento do teor de carboidratos soluveis,
conforme observado nas figuras 11, 13 e 14. Com a retomada do regime de rega, observou-se

que a sintese de amido foi iniciada com aproximadamente 36 horas.
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Figura 15. Quantificacdo de amido em folhas de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de
regas diarias (grupo controle - ®) e suspensao total de rega (grupo tratado - o) durante o inverno (A) e
verdo (B). A seta indica o dia da reidratagdo. As barras indicam o desvio padrao (n=3). (*) Médias
entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 16. Teor de carboidratos totais da parede celular bruta de folhas de Barbacenia purpurea
submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - ®) e suspensao total de rega (grupo tratado -
o) durante o inverno (A) e verdo (B). A seta indica coletas apds a reidratacdo. As barras indicam o
desvio padrao (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade. Valores expressos em relagdo a massa seca de parede celular.
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Nao foi observada diferenca significativa no teor de carboidratos totais ap6s hidrolise
acida de polissacarideos nao celulosicos da parede celular de folhas de B. purpurea nos dois
experimentos realizados, conforme mostrado na figura 16. Entretanto, foi observado, no final
do periodo de dessecagdo e na reidratacdo, aumento significativo no teor de acidos urénicos
no experimento de inverno (figura 17A). Quanto ao experimento realizado no verdo (figura
17B) ndao houve aumento significativo ao longo do experimento, exceto no ultimo dia de

coleta para as plantas sob déficit hidrico submetidas a reidratagdo
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Figura 17. Teor de acidos urénicos da parede celular de folhas de Barbacenia purpurea submetidas
aos regimes de regas didrias (grupo controle - @) e suspensio total de rega (grupo tratado - o) durante
o inverno (A) e verdo (B). A seta indica coletas apds a reidratagdo. As barras indicam o desvio padrdo
(n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Valores expressos em relagdo a massa seca de parede celular.

A andlise por HPAEC/PAD da composi¢do dos monossacarideos neutros da parede
celular bruta de folhas de B. purpurea revelou a presenca de xilose como monossacarideo
majoritario, correspondendo a cerca de 48%, seguido por glicose (22%), galactose (13%) e
arabinose (11%). Ramnose e fucose representaram apenas 6% dos monossacarideos (figura
18). Nao foram observadas diferencas significativas na composi¢do de monossacarideos da

parede celular entre os grupos tratado e controle e entre os periodos de inverno e verao.
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Figura 18. Composi¢do relativa de monossacarideos neutros da parede celular de folhas de
Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - A e C) e suspensio
total de rega (grupo tratado — B e D) durante o inverno (A e B) e verdo (C e D). A seta indica coletas
apos a reidratacdo. As barras indicam o desvio padrdo (n=3). (*) Médias entre os grupos que diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A andlise quantitativa da atividade antioxidante pelo método de DPPH (figura 19)
revelou tanto no experimento de inverno, quanto no de verdo, que ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos, embora tenha sido observada tendéncia de aumento nas

plantas tratadas no periodo de inverno (figura 19B)
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Figura 19. Atividade e?nl?i%xidante em folhas de Barbacenia purpurea subnl:l)leatisdas aos regimes de
regas diarias (grupo controle - ®) e suspensao total de rega (grupo tratado - o) durante o inverno (A) e
verdo (B). A seta indica coletas apos a reidratacdo. As barras indicam o desvio padrdo (n=3). (*)
Meédias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. A porcentagem foi calculada tendo como referéncia o flavonol quercetina.
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A andlise do perfil metabolico nos grupos controle e tratado, nos experimentos de

inverno e verdo, permitiu a identificacdo de 43 compostos, sendo 24 acidos organicos, 9

carboidratos, 7 politis, além de 3 outros metabdlitos, conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2. Compostos identificados por CG/EM em folhas de Barbacenia purpurea nos
grupos controle e tratado, nos experimentos de inverno e verao.

Acidos organicos Carboidratos
Acido transcafeoilquinico Glicose

Acido 1-trans-cafeoilquinico Frutose/sorbose
Acido 3-trans-cafeoilquinico Galactose
Acido 4-trans-cafeoilquinico Manose

Acido 5-trans-cafeoilquinico Rafinose

Acido ascorbico Sacarose

Acido cafeico Trealose

Acido chiquimico Xilose

Acido citrico Polidis

Acido fosférico Arabinitol
Acido fumarico Galactinol
Acido galactdnico Galactosilglicerol
Acido glicérico Glicerol

Acido hexadecanéico Manitol/sorbitol

Acido isocitrico
Acido lactico

Acido malico

Acido octadecandico
Acido oxalico

Acido quinico

Acido ribdnico
Acido succinico
Acido tetradecanoico

Acido trednico 1,4-lactona

Mio-inositol
Treitol
Xilitol/arabitol

Outros metabolitos

Quercetina
Tributilbenzenotiol

3-fluoro-5 (trifluorometil) benzaldeido
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Na figura 20 estdo representadas as proporgdes relativas dos acidos organicos
detectados pela analise em CG/EM que apresentaram diferenga significativa em resposta a
imposi¢ao ao déficit hidrico nos experimentos realizados no inverno e no verao.

A proporgao relativa de acido fumarico aumentou apds 16 dias de déficit hidrico, no
experimento de inverno (figura 20A), retornando a niveis semelhantes aos do controle apos a
reidratacdo. No experimento de verdo (figura 20B), os niveis detectados apresentaram
decréscimo de suas proporgdes relativas quando comparados com o grupo controle.

O perfil de acido chiquimico comportou-se de forma semelhante, em ambos os
experimentos (figura 20C e D), havendo aumento de suas propor¢des nos primeiros dias de
deficiéncia hidrica e reducdo a niveis indetectaveis com a intensificagdo do déficit hidrico.
Com 12 horas apds a retomada do regime de regas, o &cido chiquimico foi novamente
detectado e retornou a niveis proximos aos do controle, que foram mantidos até o final dos
experimentos.

No experimento de inverno, o acido quinico apresentou aumento em relacdo ao grupo
controle no 16° dia de déficit hidrico, seguido por decréscimo na sua propor¢do no 20° dia. No
verdo, ocorreu comportamento semelhante ao inverno, com aumento no 8° dia, seguido de
decréscimo no 20° dia. Com a reidratagdo, em ambos os experimentos a propor¢ao encontrada
nos grupos tratados foi semelhante a detectada nos grupos controles (figuras 20E e F).

No experimento de inverno, os acidos 3-trans-cafeoilquinico e 4-trans-cafeoilquinico
aumentaram significativamente aos 16 dias apds a imposicao do déficit hidrico (figuras 20G e
I), enquanto que o acido 5-tramns-cafeoilquinico apresentou apenas uma tendéncia de aumento
neste mesmo ponto de coleta. Apds a reidratacdo, os acidos 3-trans-cafeoilquinico e 5-trans-
cafeoilquinico, apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle (figuras 20G e K),
enquanto que o acido 4-trans-cafeoilquinico apresentou aumento de suas proporgdes relativas
em 12 horas apds a reidratacdo. No verdo o acido 3-trams-cafeoilquinico apresentou uma
tendéncia de aumento no 8° dia, seguido por valores semelhantes ao controle no restante do
experimento (figura 20H), inclusive apos a reidratagdo. O acido 4-trans-cafeoilquinico, no
verdo, oscilou no inicio do experimento em relagdo ao controle, aumentando
significativamente com 20 dias de imposi¢ao do regime de seca (figura 20J) e retornando a
valores semelhantes ao controle apos a retomada da rega. O acido 5-trans-cafeoilquinico
apresentou propor¢do relativa inferior no grupo tratado quando comparado ao controle,

oscilando ao longo do experimento (figura 20 F). Foi observado que, quando comparados os

43



experimentos de inverno e verdo, foram encontradas cerca de 30 vezes mais acidos

clorogénicos no experimento do verdo do que no inverno.
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Figura 20. Proporcdo relativa de metabolitos identificados por CG/EM em folhas de Barbacenia
purpurea submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - ®) e suspensdo total de rega
(grupo tratado - o) durante o inverno e verdo. A seta indica coletas apos a reidratagdo. As barras
indicam o desvio padrio (n=3). Os valores foram normalizados pela média do controle no dia 0. (*)
Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade.
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Corroborando com dados apresentados anteriormente (figura 13), ocorreu aumento dos
teores de sacarose nas folhas de B. purpurea (figura 21A e B) com 8 dias no experimento de
inverno e a partir do 8° dia no experimento de verdo, acompanhando uma redug@o nos niveis
de mio-inositol (figura 21C e D) em resposta ao déficit hidrico.

No inverno, galactinol apresentou aumento significativo na propor¢do aos 16 dias apos
a imposicao do déficit hidrico, retornando a valores iguais aos do controle com a reidratacao
(figura 21E). Ao contrario do experimento do inverno, no verdo foi observada tendéncia de
aumento no 8° dia de imposi¢do da seca, seguida por reducdo nas proporgdes relativas do

grupo tratado (figura 21F).
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Figura 21. Proporgao relativa de sacarose, mio-inositol e galactinol analisados por CG/EM em folhas
de Barbacenia purpurea submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - @) e suspensdo
total de rega (grupo tratado - o) durante o inverno e verdo. A seta indica coletas apos a reidratacdo. As
barras indicam o desvio padrao (n=3). Os valores foram normalizados pela média do controle no dia 0.
(*) Médias entre os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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A tabela 3 apresenta a relagdo dos aminoacidos identificados por Cromatografia

Liquida de Ultra Eficiéncia com detector de UV, totalizando 23 aminoacidos. Esta analise foi

realizada apenas para o experimento de verdo devido a disponibilidade do equipamento.

Tabela 3. Aminodcidos identificados por andlise em UPLC em folhas de Barbacenia
purpurea nos grupos controle e tratado, no experimento de verao.

Aminoacidos

Alanina Isoleucina
Arginina Leucina
Asparagina Lisina
Aspartato Metionina
Cisteina Ornitina
Fenilalanina Prolina
GABA (4cido gama-aminobutirico) Serina
Glicina Tirosina
Glutamato Treotonina
Glutamina Triptofano
Histidina Valina
Hidroxiprolina

Os aminoacidos cuja quantidade apresentou diferenca significativa ao longo do
experimento de imposicdo do déficit hidrico, no verdo, estdo representados na figura 22.
Asparagina aumentou consideravelmente com 8 dias de imposicao a seca, diminuindo apds 12
horas da retomada do regime de rega (figura 22A). O mesmo comportamento pdde ser
observado para valina (figura 22D), serina (figura 22F), tirosina (figura 22G) e triptofano
(figura 22H). GABA aumentou significativamente apo6s o 8° dia de experimento (figura 22B).
Histidina (figura 22C) apresentou aumento significativo em seu contetido aos 16 dias de
déficit hidrico, no entanto, mesmo ap6s 132 horas da reidratagdo, o conteido ndo atingiu os
niveis detectados no controle.

Hidroxiprolina foi detectada apo6s 8 dias do inicio do experimento, sendo mantida em
niveis elevados durante toda a imposi¢ao de deficiéncia hidrica, sendo suas proporgoes

reduzidas a niveis indetectaveis apds 36 horas da retomada da rega.
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Figura 22. Propor¢ao relativa dos aminoécidos identificados por UPLC em folhas de Barbacenia
purpurea submetidas aos regimes de regas diarias (grupo controle - @) e suspensdo total de rega
(grupo tratado - o) durante o verdo. A seta indica coletas apos a reidratacdo. As barras indicam o
desvio padrdo (n=3). Os valores foram normalizados pela média do controle no dia 0. (*) Médias entre
os grupos que diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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5. DISCUSSAO

5.1 Respostas ao déficit hidrico

Os experimentos de restricdo hidrica na planta revivescente B. purpurea, nas estacdes
de inverno e verdo, revelaram que com a suspensao do regime de rega, o teor de umidade do
solo (Us, %) dos vasos foi reduzido, atingindo valores minimos a partir do 22° dia no
experimento do inverno (figura 4A) e a partir do 18° dia no experimento de verdo (figura 4B),
com valores de Us = 3,5 e 2,0%, respectivamente. Estes dados assemelham-se aqueles
descritos por Aidar et al. (2010) com a mesma espécie, entre os meses de julho e agosto de
2005, cujos valores mais baixos do conteudo de dgua no solo foram registrados por volta do
16° dia. No verdo, o decréscimo foi mais acentuado nos primeiros dias, resultado de maior
gradiente de pressdo de vapor no sistema solo-planta-atmosfera, devido as temperaturas mais
elevadas, cujas maximas foram superiores a 40° C (figura 2B), levando a um aumento da
transpiragdo foliar e evaporacdo de dgua do solo. Estes dados revelam que o tratamento foi
eficiente na imposi¢do do déficit hidrico nas duas épocas do ano.

Os individuos do grupo submetido ao déficit hidrico apresentaram um atraso na
desidratacdo de seus tecidos foliares (figura 7A e B) quando comparados a reducdo do teor
relativo de dgua no solo (figura 4A e B), nos experimentos de inverno e verdo. Estes dados
indicam, assim como verificado por Aidar (2005), que B. purpurea ¢ uma planta
homeohidrica tipica, que apresenta, na fase inicial da deficiéncia hidrica, mecanismos de
evitagcdo da desidratacdao. Esses mecanismos incluem a diminui¢ao da condutincia estomatica
¢ a consequente diminui¢do da fotossintese liquida e transpiragdo, reduzindo assim a perda de
agua na forma de vapor.

A desidratacao dos tecidos foliares na estagdo do inverno ocorreu a partir do 16° dia,
atingindo valores minimos de TRAf (29,7%) no 24° dia. No verdo o TRAf foi drasticamente
reduzido nos primeiros dias de experimento, antes mesmodo 8° dia de imposi¢ao da restrigdo
hidrica, chegando a 9,9% do TRAf com 16 dias de imposi¢do do déficit hidrico.
Acompanhando a desidratacdo, ocorreu enrolamento das margens das laminas foliares de B.
purpurea em direcdo a nervura central, expondo a superficie adaxial a radiagdo, diferindo do
relatado para Xerophyta viscosa cujo enrolamento ocorre em dire¢do a superficie abaxial
protegendo a superficie adaxial da exposicdo a luz (Sherwin & Farrant, 1998). Este
enrolamento iniciou-se com TRAf entre 60-70%, em ambos experimentos ¢

concomitantemente a um aumento na rigidez foliar. Com TRAf abaixo de 30%, ocorreu a
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perda da coloracdo verde dos tecidos foliares. No experimento realizado por Aidar et al.
(2010) foi verificado um padrdo de desidratagdo semelhante, com reducdo do turgor foliar a
um valor minimo de 17% ap6s 20 dias de imposi¢do da dessecagdo, e também enrolamento
foliar com alteragdes na cor e textura, com aumento na rigidez das folhas.

O conteudo de clorofilas totais foi mantido mesmo em condigdes de intensa
desidratacdo até o 20° dia de imposi¢ao do déficit hidrico no inverno e até¢ o 8° dia no verdo,
sendo que com TRAf entre 30% (inverno) e 10% (verdo), ocorreu a degradacdo das clorofilas
a e b. Este comportamento evidencia a estratégia de peciloclorofilia, caracteristica tipica de
monocotiledoneas (Farrant, 2000; Porembski & Barthlott, 2000) e indica que B. purpurea
degrada os componentes do aparato fotossintético somente na etapa final da secagem,
confirmando as observacdes prévias de Aidar et al. (2010).

Em experimento anterior (Aidar et al., 2010), a concentragdo dos carotenoides totais
manteve-se constante quando plantas de B. purpurea foram submetidas a dessecacdo. No
experimento aqui descrito, houve reducdo da razdo clorofilas totais/carotendides nos
individuos submetidos ao déficit hidrico, no inverno e verdo, indicando que também nao
houve degradacdo intensa dos carotenodides, mas sim das clorofilas, sugerindo que estes
metabolitos possam ter fungdo importante na tolerancia a dessecagdo nessa espécie.

As taxas fotossintéticas de plantas de B. purpurea submetidas ao tratamento de
imposicdo do déficit hidrico neste experimento apresentaram padrdes semelhantes as fases
descritas por Aidar et al. (2010) (tabela 1). Foi verificado que até o 8° dia ap6s a imposic¢ao do
déficit, os valores de fotossintese liquida (4) e condutincia estomadtica (g;) foram mantidos
proximos aos do grupo controle (figura 9A e C) com TRAf acima de 90% (figura 7) e
potencial hidrico (Yw) de -0,3 MPa (figura 8A), coincidindo com a fase 1. Entre o 8° e 16°
dia foi observado declinio da 4, g, e da transpiragao (£) (figura 9C) em TRAf entre 90 e 75%
e Ww entre -0,3 e -1,4 MPa, assim como relatado nas fases 2 e 3. Conforme verificado na fase
4, aos 20 e 24 dias, A, g5 ¢ E atingiram valores indetectaveis, quando os TRAf chegaram
proximos aos 30% e Ww atingiu valores abaixo do limite de deteccdo do aparelho usado nas
medidas. As diferencas relatadas quanto a duracdo das fases de resposta fotossintética
observadas neste experimento em relacdo aos relatados por Aidar er al. (2010) estdo
possivelmente relacionadas com as variagdes ambientais, que influenciam o gradiente de
pressdo de vapor ao qual as plantas foram submetidas, além de possiveis diferencas no

tamanho das plantas e volume do solo.
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Os declinios das taxas de assimilagdo liquida do carbono (4), da transpiracao (E) e da
condutancia estomatica (g;) (figuras 9A, C e E) tiveram inicio a partir do 8° dia de imposicao
da dessecag@o, quando os valores do TRAf (90%) e potencial hidrico (Yw = -0,3 MPa) ainda
eram altos e ndo apresentavam diferengas significativas (figuras 7A e 8A) em relagdo ao
controle, indicando que héa a percepcao inicial do déficit hidrico relacionado a reducdo da
agua no solo (figura 4A), antes mesmo de ocorrerem alteragdes na turgescéncia foliar. Essa
percepcdo se da inicialmente pela limitagdo estomatica, sendo que as plantas evitam a perda
excessiva de agua nos estagios iniciais de déficit hidrico a despeito de redugdes nas taxas
fotossintéticas, corroborando com a proposta de Aidar et al. (2010). Esses autores sugerem
que este atraso na desidratagdo foliar pode estar associado a uma “janela” de tempo que
permite que os tecidos foliares estejam aptos a um rapido retorno a atividade fisiologica
normal, ainda antes do processo de secagem ser iniciado, caso o contetido de dgua no solo
seja rapidamente restaurado apds um periodo de déficit hidrico. Além disso, este atraso pode
estar associado a mecanismos que mantenham um controle temporal sobre a taxa de secagem,
permitindo a expressdo génica e a sintese de proteinas e outros compostos que atuem nos
mecanismos de protecdo e reparo antes da anabiose (Oliver et al., 1998). Tais respostas a
curto-prazo podem estar associadas a sinalizacdo entre a raiz e a parte aérea gerando uma
resposta integrada na planta, a qual permite sua sobrevivéncia até que a disponibilidade de
agua aumente (Sanches, 2012). Esta comunicagao pode ser realizada por varios meios (Davies
& Zhang, 1991), podendo ser regulada pelo acido abscisico (ABA), que ¢ um dos principais
reguladores do fechamento estomdtico em resposta a deficiéncia hidrica do substrato
(Mahajan & Tuteja, 2005). Essa regulacdo ainda pode estar associada a variagdes dos niveis
de fumarato, que em B. purpurea apresentaram aumento apos o 8° dia de imposicao do déficit
hidrico (figura 20A). Em plantas de tomate, Nunes-Nesi et al. (2007) observaram que a
redugdo na expressdo da enzima fumarase, aumentando os niveis de fumarato, ocasionou
alteragdo da eficiéncia estomatica, levando a restri¢ao da fotossintese.

Redugoes das taxas fotossintéticas em altos TRAT (entre 90 e 74%) ja haviam sido
relatadas nas espécies revivescentes Myrothamnus flabellifolius, Xerophyta humilis ¢
Craterostigma wilmsii. Foi sugerido que este decréscimo, ainda em altos teores de dgua foliar,
ocorreu como estratégia para minimizar a foto-oxidacdo e que substincias antioxidantes
poderiam estar auxiliando na prevengdo da formagao de ROS e/ou os danos por elas causados

(Farrant, 2000). No presente trabalho foi observado que o decréscimo das taxas fotossintéticas
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foram concomitantes ao aumento dos niveis de metabolitos com atividade antioxidante, como
o0 acido quinico (figura 20E) e acido 3-trans-cafeoilquinico (figura 20G) a partir do 8° dia de
imposicao ao déficit hidrico e em TRAf entre 92 e 74%, no experimento do inverno.

Mesmo apds o encerramento do metabolismo fotossintético e degradacdo total das
clorofilas, foi verificada a manutengdo parcial dos carotendides totais, em TRAf abaixo de
30%, o que sugere que estes metabodlitos possam estar atuando contra danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ROS). Desta forma, e assim como sugerido por Farrant (2000),
a reducdo da fotossintese pode estar associada com a atuag@o de substancias com potencial
antioxidante, cujas fungdes consistem em evitar a formagdo de ROS em baixos niveis de agua
nos tecidos, evitando assim a foto-oxidagdo. De fato, se a assimila¢do de CO, esta limitada
pelas reducdes na condutincia estomdtica, mesmo sob altos valores de TRAf e Yw, a
manutengdo dos pigmentos cloroplastidicos pode colaborar com a dissipacdo do excesso de
energia, evitando a foto-oxidacao e danos as membranas celulares.

Os acidos clorogénicos possuem conhecida atividade antioxidante (Maruta et al.,
1995; De Maria & Moreira, 2004; Moore et al., 2005). A atuacdo destes acidos em plantas
revivescentes ja havia sido relatada por Moore et al. (2005), os quais observaram que o acido
3, 4, 5-tri-O-galoilquinico em M. flabelifolius tem um papel fundamental no controle dos
danos induzidos por ROS e ainda na protecdo das membranas contra danos induzidos pela
dessecacao.

A presenca dos acidos 3, 4 e 5-trans- cafeoilquinicos (Tabela 2) indicam um preparo
constitutivo em B. purpurea para responder prontamente a danos oxidativos em caso de
dessecagdo e isto ¢ observado na figura 20. Com a imposi¢do da dessecacdo no inverno,
houve aumento do teor de &cido 3-trams-cafeiolquinico (figura 20G) no 16° dia e uma
tendéncia de aumento dos 4cidos 4 e 5-trans- cafeoilquinicos no 24° dia (figuras 201 e K). No
verdo, por sua vez, os acidos 3 e S-trans-cafeoilquinicos (figuras 20H e¢ L) ndo mostraram
variagOes significativas, porém o acido 4-trams-cafeoilquinico apresentou um aumento
consideravel no 20° dia (figura 20J). Estes resultados indicam que ha alguma variagdo padrao
de respostas nas diferentes estagdes do ano, porém estas podem ser prontamente ativadas em
resposta a seca. Corroborando esta afirmagdo, foi observado que no verdo o acido 3-trans-
cafeiolquinico estd presente em uma propor¢do 30 vezes maior que no inverno. Isso sugere
que os acidos clorogénicos estdo presentes em maior quantidade e podem contribuir para

evitar o estresse foto-oxidativo na estacdo do ano com maior disponibilidade de radiacdo e

53



maiores temperaturas, que correspondente ao verdo. Ainda, os acidos clorogénicos podem
estar atuando no regulamento osmotico nas folhas desidratadas de B. purpurea. Farrant et al.
(2009) verificaram em M. caffrorum, a partir de imagens de microscopia eletronica de
transmissdo, a presenca de polifendis formando uma linha na periferia do vactolo e, segundo
os autores, estes polifendis auxiliam na manutengdo do volume vacuolar através da
substitui¢do de agua por este soluto.

O aumento de sacarose ¢ amplamente observado entre as plantas revivescentes e este
carboidrato atua estabilizando as células durante a secagem, interagindo com macromoléculas
e membranas, alterando a fluidez do citoplasma em um processo reversivel caracterizado pela
vitrificagdo celular, além de regular o ajustamento osmético (Albini et al., 1999; Illing et al.,
2005; Farrant et al., 2007; Peters et al., 2007; Farrant et al., 2009; Toldi et al., 2009). Com a
inducdo da desseca¢do em B. purpurea, foi observado aumento expressivo nos teores de
sacarose (figura 20). Esta ¢ uma caracteristica das ultimas etapas na prote¢do celular para o
processo de anabiose (revisado por Toldi et al. 2009), ocorrendo normalmente em TRAf
abaixo de 60% ou ainda em alguns casos, abaixo de 20%.

Acompanhando o aumento de sacarose, foi observado aumento nos niveis dos
oligossacarideos rafinose e estaquiose e sintese de verbascose (TRAf em torno de 60%),
sendo este ultimo em concentragdes significativas apenas no experimento do verdo (figuras 13
e 14), além da reducdo dos niveis de mio-inositol (figuras 21C e D). Hoekstra et al. (1997)
mostraram que os dissacarideos e oligossacarideos atuam no ajustamento osmoético e na
protecdo das membranas, a partir da interagdo destes carboidratos com os grupos fosfatos
ligados aos lipideos de membrana, no estado desidratado, além de atuarem no processo de
vitrificag@o celular. Segundo Peters et al. (2007), um dos primeiros relatos do acimulo de
oligossacarideos da série da rafinose, em concentragdes consideraveis, em resposta ao déficit
hidrico ocorreu em folhas da Velloziaceae X. viscosa, possivelmente atuando na estabilizagao
e vitrificagdo da arquitetura celular e como armazenamento de carbono em resposta a
estresses abioticos.

Ao contrario do observado por Farrant et al. (2009) para M. caffrorum, em B.
purpurea glicose e frutose ndo sofreram decréscimo significativo dos seus contetidos (figura
13), o que sugere que o aumento da sacarose tenha sido favorecido pela disponibilidade de
esqueletos carbdnicos a partir da mobilizacdo do amido, que sofreu reducao do seu contetido a

niveis indetectaveis nos experimentos de inverno e verdo (figura 15). Em folhas de Trifolium
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repens, Lee et al. (2008) demonstraram a mobilizacdo do carbono a partir da hidrélise do
amido armazenado relacionado ao actimulo de glicose e sacarose em resposta ao déficit
hidrico, uma vez que o fornecimento de carbono havia sido reduzido logo no inicio da
deficiéncia hidrica devido a reducdo na assimilagdo do carbono por decréscimo da
fotossintese.

No inverno, ap6s o 16° dia de supressao da rega foi observado o decréscimo dos teores
de mio-inositol em B. purpurea, acompanhado pelo aumento dos niveis de galactinol (figuras
21C e I) e sacarose (figuras 13 e 21), os quais sdo precursores da via de sintese de
oligossacarideos da série da rafinose (Peterbauer & Richer, 2001). Um dos primeiros relatos
de galactinol como doador de galactosil para sintese de oligossacarideos da série da rafinose
em plantas revivescentes foi feito por Albini et al. (1999). Assim como observado em B.
purpurea, Peters et al. (2007) verificaram o aumento de rafinose e redug@o dos teores de mio-
inositol em X. viscosa, em condi¢des de déficit hidrico, e que essa correlagdo inverteu-se apos
a reidratacdo. Com estes resultados, sugere-se que quando B. purpurea ¢ submetida a
supressao hidrica, o mio-inositol ¢ utilizado para a sintese dos oligossacarideos da serie da
rafinose.

Alteragdes nos niveis dos monossacarideos ¢ na composigdo das pectinas e suas
relagdes com o dobramento ¢ enrolamento foliar nas respostas a dessecagdo vém sendo
relatadas em plantas revivescentes. Em C. wilmsii foi observado aumento nos niveis dos
xiloglucanos e pectinas ndo esterificadas e diminui¢do de glicose na fracdo de hemiceluloses
(Vicré et al., 1999; 2004). Em M. flabellifolius foi relatado aumento nos teores de arabinanos
(Moore et al., 2006). Apesar de ndo terem sido verificadas alteracdes significativas na
composi¢ao dos monossacarideos neutros apds hidrolise da parede celular bruta de B.
purpurea (figura 18), outras alteragdes nas propriedades quimicas que envolvem os
compostos presentes na parede celular puderam ser observadas. Foi observado aumento
significativo do contetdo de &cidos urdnicos (figura 17A), que sdo constituintes dos
polissacarideos pécticos e podem estar associados a maior retencdo de agua e a um aumento
na flexibilidade da parede celular em B. purpurea, facilitando o enrolamento foliar. Foi
observada também a sintese do aminoacido hidroxiprolina, além do aumento nos teores de
valina, histidina e tirosina, ¢ uma tendéncia de aumento de serina (figura 22) indicando a
possivel producao de extensina nas paredes celulares de B. purpurea. Extensinas sdo proteinas

que conferem estabilidade a parede celular e sao classificadas como membros de uma familia
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de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, consistindo em uma longa sequencia dos
aminoacidos serina e hidroxiprolina, podendo possuir inser¢des de valina, histidina, lisina,
tirosina e prolina, sendo que os padroes das inser¢cdes diferem entre as espécies vegetais
(Cassab, 1998). Estas alteracdes nos niveis de hidroxiprolina podem estar associadas ao
aumento na rigidez das folhas de B. purpurea quando submetidas a desidratacdo, conforme
relatado anteriormente, e este aumento pode estar associado a um aumento na resisténcia
mecanica da parede para enfrentar a tensdo provocada pelo déficit hidrico. Embora estas
alteracdes parecam contraditorias, é possivel que em B. purpurea ocorra um balango entre
estes dois pontos (aumento de flexibilidade e rigidez), e que estas respostas sejam
influenciadas por diferengas espago-temporais, que ndo foram avaliadas neste trabalho.

Em plantas de beterraba, Gzik (1996) observou que o aumento nos teores dos
aminoacidos (alanina, arginina, asparagina, fenilanalanina, glutamina, histidina, ileucina,
leucina, lisina, tirosina, triptofano e de prolina) estavam relacionados ao ajuste osmotico para
estabilizar o estado da agua dos tecidos em condi¢gdes de déficit hidrico. Neste trabalho,
observamos aumento nos teores dos aminodcidos asparagina, acido gama-aminobutirico
(GABA), histidina, valina, tirosina e triptofano (figura 22) em B. purpurea sob TRAT abaixo
de 70%, o que sugere uma diminuicdo da razdo carbono/nitrogénio, mostrando aumento na
eficiéncia do transporte de nitrogénio para a parte aérea da planta. Além disso, estes
aminoacidos podem exercer outras fungdes em resposta ao déficit hidrico, tal como
ajustamento osmotico ou ainda podem estar atuando indiretamente para o desvio do
metabolismo para outras vias. O aumento de triptofano (figura 22H) e decréscimo do 4cido
chiquimico (figuras 20C e D) sugerem uma alteragdo no metabolismo para producdo ou
aumento dos niveis de metabdlitos secundarios que possam auxiliar na tolerdncia a
dessecacao.

Outras fun¢des dos aminoacidos na manutengdo metabolica em condigdes de estresse
tém sido relatadas (Lea et al., 2006; Akgay et al., 2012). O acumulo de asparagina nos 6rgaos
vegetais ocorre em resposta ao estresse hidrico e salino, podendo estar relacionado a uma
restricao das taxas de sintese de proteinas, ou ainda pode estar associado a regulagdo osmotica
para manutencdo da turgidez foliar (Lea et al., 2006). O acumulo de GABA ocorre como
resposta a diversos estresses ambientais, podendo atuar como regulador osmoético, no ajuste
do pH celular, no armazenamento de nitrogénio, como inibidor da atuacdo de ROS e ainda

como produto no desvio do ciclo de Krebs devido a reducao da respiragao por limitagao da
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entrada de carbono no ciclo. O acumulo de GABA sob esta condi¢do permite o fornecimento
de substrato imediato para recuperag@o da respiragdo pos-estresse (Shelp et al., 1999; Akcay

etal., 2012).

5.2 Reidratacio

A partir da reidratacdo dos vasos de B. purpurea observou-se um rapido retorno (com
12 horas) do potencial hidrico nas folhas (Yw = - 0,5 MPa no inverno e -0,4 MPa no verdo) a
valores semelhantes aos do grupo controle (figura 8) em ambas estacdes, enquanto que o
TRAf das plantas submetidas ao tratamento atingiram valores proximos aos do controle
somente 36 horas apos o inicio da reidratacdo (figura 7). Essas divergéncias ocorreram devido
ao fato de que o restabelecimento da turgidez, bem como o desenrolamento foliar, tem inicio
na base da folha em direcdo ao &pice (figuras 5 e 6). Isso explica as diferengas observadas,
uma vez que o ¥Yw foi medido na base da folha enquanto que o TRAf foi medido na parte
mediana foliar. Desta forma, foi observado que em folhas de B. purpurea o retorno da
turgidez ocorre de forma controlada.

Com o retorno da disponibilidade hidrica, as taxas fotossintéticas puderam ser
novamente detectadas apos 36 horas (figura 9) em TRAT superiores a 60%, e estes dados
coincidem com o verificado por Aidar ez al. (2010). E importante salientar que as medidas das
taxas fotossintéticas foram realizadas de 2:00 a 4:00 horas apos as coletas do material foliar
para as analises bioquimicas de pigmentos fotossintéticos que ocorriam no periodo da
antemanha. Desse modo, foi observado que a sintese da clorofila apresenta aumento apds as
36 horas. Estes dados sugerem que as clorofilas sdo novamente sintetizadas (figura 10) em um
TRAf acima de 60% e que, acompanhando a regeneracdo do aparato fotossintético, a
atividade fotossintética retorna rapidamente, demonstrando que ndo ha danos irreversiveis aos
cloroplastos. Este rapido retorno deve estar relacionado a rapida utilizagdo dos carboidratos
para a recuperagdo apds a reidratagdo. O tempo necessario para regeneragdo do aparato
fotossintético (aproximadamente 30 horas) pode estar mais associado ao retorno da
turgescéncia foliar do que a ativag@o do sistema antioxidante em B. purpurea, diferindo do
verificado por Beckett et al. (2012) para X. humilis.

Os conteudos de sacarose e oligossacarideos da série da rafinose acumulados durante a
desidratacdo decresceram a partir da reidratagdo, no inverno e no verdo (figura 13),

provavelmente, para serem utilizados como fonte de carbono nas vias metabdlicas
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responsaveis pelo processo de reparacdo aos possiveis danos ocasionados na dessecagdo
(Peters et al., 2007). Isso se baseia no fato desses carboidratos possuirem baixo poder de
reducdo, podendo atuar como estoques de carbono (Toldi et al, 2009). Os teores de
aminoacidos acumulados (figura 22) também voltaram, ap6s a reidratacdo, aos niveis
detectados no controle, indicando que o nitrogénio acumulado pode ter sido utilizado como
substrato para reposi¢do de proteinas (Shelp et al., 1999).

Com a reidratacdo, foi observado que todas as alteragdes metabolicas que envolvem a
manuten¢do da viabilidade celular no estado dessecado em B. purpurea retornam as condi¢des
normais da espécie em até 132 horas apds a retomada da rega e que esse tempo necessario a
regularizacdo do metabolismo pode estar associado com o reparo dos possiveis danos nesta
etapa, conforme sugerido para outras revivescentes (Oliver et al., 1998; Farrant et al., 2007;

Liittge et al., 2008; Farrant et al., 2012).

5.3 Turgor foliar e a percep¢io do déficit hidrico

Farrant et al. (2009) observaram diferentes respostas em funcao da sazonalidade em
M. caffrorum, porém esta pteridofita ocorre em margens florestais e € exposta a condigdes de
dessecacdo apenas durante a estagao seca, ao contrario de B. purpurea que ocorre em
afloramentos rochosos, ambiente tipicamente mais arido, onde a planta estd exposta a
periodos mais freqiientes de dessecacdo (Alpert & Oliver, 2002). No presente trabalho foi
observado que as respostas fisiologicas de B. purpurea foram semelhantes nas plantas
submetidas ao déficit hidrico nas duas diferentes estacdes (inverno e verdo), apresentando
apenas pequenas variagdes no metabolismo da planta, vistas nas figuras 13 e 21, as quais
estdo possivelmente associadas com o tempo de resposta em fungdo de um déficit hidrico
mais intenso na estagdo do verdo dentro da casa de vegetacdo. Em estudos realizados por
Farrant et al. (2003) com M. flabellifolius foi observado que a luz exerce influencia na
tolerancia a dessecacdo e que na auséncia de luminosidade a planta ndo sobrevive a seca,
indicando que embora a planta possua tolerdncia a dessecacdo essa habilidade varia em
funcdo de fatores ambientais. Desta forma, sugerimos que a tolerancia a dessecagdo em B.
purpurea € induzida e que os mecanismos de resposta ndo sao influenciados pela sazonalidade
imposta em ambiente de casa de vegetagao.

Em B. purpurea foi observado que had um padrao entre as respostas da planta durante a

secagem em relagdo ao TRAT, mostrando que este pode ser um dos principais sinalizadores
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das respostas de tolerancia a dessecacdo na espécie estudada. Desta forma, a partir dos dados
compilados verificamos que as respostas dependentes da tensdo hidrica podem ser dividas em
duas etapas relacionadas. As primeiras respostas dependentes do turgor foliar ocorrem em
TRAT entre 96 e 70% e sdo caracterizadas pela ativagdo de mecanismos de evitagdo ou
resisténcia a desseca¢do a partir de um atraso da desidratacdo foliar, possibilitada pela
reducdo da condutancia estomatica e taxas fotossintéticas (figuras 9A e E), e também a um
aumento dos acidos quinico e cafeoilquinicos, que fazem parte do sistema de defesa
antioxidante.

Em um segundo momento, em TRAf abaixo de 70%, os resultados sugerem a
mobilizagdo de carboidratos e aminoacidos atuando no ajustamento osmotico e protecdo dos
componentes celulares. Na fase final da dessecacdo, com acumulo de carbono e nitrogénio
para posterior reidratacdo, e somente apds todo seu metabolismo ter sido preparado para
manter a viabilidade no estado de anabiose e para a rapida retomada das fungdes fenologicas
normais apos o aumento da disponibilidade hidrica, ocorreu a degradagdo das clorofilas totais,
com TRATf entre 30% (inverno) e 10% (verdo). Estes resultados apoiam a definicdo da
tolerancia a dessecacdo em homeohidricas vasculares, que segundo Wood (2005), sdo
caracterizadas pela ativagdo de mecanismos de evitagdo da desidratagao associados a

mecanismos de protecdo na secagem e reparo na reidratagao.
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6. CONCLUSOES

Barbacenia purpurea é uma espécie homeohidrica revivescente que, em decorréncia
do déficit hidrico, apresentou alteragdes fisiologicas e bioquimicas semelhantes as
encontradas em plantas tolerantes a dessecagdo, as quais incluem a estratégia de
peciloclorofilia, ativagdo do sistema antioxidante ndo enzimatico, ajustamento osmotico e
fornecimento de esqueletos de carbono e nitrogénio para reparacdo dos danos apos a
reidratacdo.

Os mecanismos de respostas de B. purpurea a baixa disponibilidade hidrica do
substrato sdo induzidos e os padrdes que envolvem as alteragdes metabdlicas ndo variam em
funcdo da sazonalidade em condi¢des de cultivo em casa de vegetacao.

B. purpurea possui duas linhas de respostas dependentes da tensdo hidrica imposta as
folhas, sendo que em baixos niveis de déficit hidrico (98-70% do TRAf), sdo ativados
mecanismos de evitacdo da dessecagdo, enquanto que em niveis de déficit hidrico moderado a
intenso (abaixo de 70 até 10% do TRAf) a espécie estudada apresenta mecanismos de
respostas tipicos de plantas vasculares tolerantes a dessecagao.

Concluimos, portanto, que a tolerancia de B. purpurea a desidratacdo envolve a
percepcao da intensidade do déficit de agua, o que parece resultar em diferentes estratégias
para superar o gradiente de disponibilidade de 4gua ao qual a planta estd sujeita ao longo de

um periodo de estresse.
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