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RESUMO

Pitcairnia lanuginosa Ruiz & Pav. é uma espécie de Bromeliaceae encontrada
nos afloramentos rochosos do cerrado brasileiro, tolerando desidratacdo
protoplasmatica severa e recuperando o metabolismo celular dentro de um
curto periodo apés a reidratacdo. Neste estudo, foram avaliadas as relacdes
hidricas, trocas gasosas, teores de carboidratos, conteudo de ABA enddgeno e
alteracdes morfologicas durante os processos de dessecacdo e recuperacao
apos a reidratacao. Para tal, as plantas foram separadas em trés grupos para a
imposicdo dos seguintes tratamentos de disponibilidade hidrica: plantas
regadas diariamente grupo (controle - C), suspensao total das regas durante 60
dias (D1) e 90 dias (D2) com subsequente reidratacdo e retorno do regime de
rega diaria. Foram avaliados o conteudo relativo de agua (CRAf) foliar, os
potenciais hidrico (Ww) e osmdtico (Ws), trocas gasosas, conteudo de
pigmentos fotossintéticos, teor de carboidratos solaveis, prolina livre, conteudo
de ABA, alteragOes na composicéo da parede celular e alteracdes anatdmicas.
As plantas de P. lanuginosa demonstraram ser muito tolerantes a dessecacao.
O CRAf e o potencial hidrico foliar diminuiram a partir do 10° dia, atingindo
18,7% e -5,54 MPa, respectivamente aos 90 dias de restricao hidrica. As taxas
de assimilacdo liquida do carbono (A) e transpiracdo (E) diminuiram
rapidamente em plantas submetidas a supressdo da irrigacdo. Decréscimos
significativos nos teores de clorofila a e b foram observados apés 50 dias para
0S grupos sujeitos a dessecacao. A intensificacao do déficit hidrico promoveu o
aumento de carboidratos soluveis totais em folhas e raizes, com o0 aumento da
glicose e frutose em folhas apds 38 dias de déficit hidrico para D1. O teor de
amido das folhas desidratadas diminuiu rapidamente, coincidindo com o
aumento dos niveis de sacarose no mesmo periodo. O teor de amido nas
raizes manteve-se inalterado durante a desidratacdo. O conteudo de ABA em
folhnas aumentou mais do que cinco vezes em 60 dias para D2 (27,5 ng.g™l),
enguanto que para as raizes, ndo foram observadas diferencas significativas.
Xilose e arabinose foram os monossacarideos predominantes nas paredes
celulares brutas da espécie e a razdo arabinose/xilose aumentou em folhas
desidratadas aos 60 e 90 dias, sugerindo a presenca de moléculas mais
ramificadas com arabinose em plantas dessecadas. Foram observadas
alteracdes na morfologia interna das folhas dessecadas (D2) com diminui¢cao
do tamanho das células da hipoderme, dobramento parcial das paredes
celulares, vacuolizagdo e supressao dos pigmentos. Os nossos resultados
indicam que plantas de P. lanuginosa submetidas a dessecacao apresentam
um atraso na desidratacao dos tecidos foliares quando comparado com a perda
de umidade do solo. Os mecanismos de tolerancia foram mais evidentes em
estagios avancados de déficit hidrico, indicando a presenca de alta capacidade
de protecao e reestruturacdo metabdlica apods a reidratacdo. Este estudo relata



a ocorréncia de tolerancia a dessecacdo vegetativa em uma Bromeliaceae,
indicando tratar-se de uma espécie revivescente. Sugere ainda que a presenca
do rizoma na espécie pode ser uma estratégia adicional de tolerancia a
dessecacao, que contribui para o comportamento observado.

Palavras-chave: Déficit hidrico, Fotossintese, Carboidratos, ABA, Parede
Celular, Reidratagao.
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ABSTRACT

Pitcairnia lanuginosa Ruiz & Pav. is a Bromeliaceae species found in the rocky
outcrops of the Brazilian Cerrado, tolerating severe protoplasmic dehydration
and recovering normal cellular metabolism within a short period after
rehydration. In this study, we evaluated water relations, gas exchange,
photosynthetic pigments, carbohydrate content, endogenous ABA content, and
morphological changes of plants submitted to desiccation and recovery after
rehydration. The imposition of water deficit was conducted in five plants for
each group: control group (C), watered daily, desiccated for 60 days (D1) and
desiccated for 90 days (D2) with complete suspension of irrigation and
subsequent rehydration. We recorded leaf relative water content, water
potential and osmotic potential, gas exchange, photosynthetic pigments, soluble
carbohydrates, proline content, ABA content, cell wall changes and anatomical
alterations. P. lanuginosa showed to be very tolerant to desiccation. RWC and
leaf water potential decreased from day 10 on, reaching 18.7% and -5.54 MPa,
respectively at day 90 of water withholding. The rate of net photosynthesis and
transpiration decreased rapidly in plants submitted to water suppression. A
significant decrease in chlorophyll a and b content was observed after 50 days
for the groups subjected to dehydration. The intensification of the water deficit
promoted the increase of total soluble carbohydrates in leaves and roots, with
increased glucose and fructose in leaves after 38 days of water deficit for D1.
The leaf starch content rapidly decreased, coinciding with increased sucrose
levels at the same period. The root starch content remained unchanged during
dehydration. The leaf ABA content increased five times at 60 days to D2 (27.5
ng.g?), while for the roots, no significant differences were observed. Xylose and
arabinose were the predominant monosaccharides in cell walls of P.
lanuginosa. The arabinose/xylose ratio increased in the dehydrated leaves for
60 and 90 days, suggesting the presence of more branched arabinoxylans in
desiccated plants. Changes were observed in the internal morphology of dried
leaves (D2), with small hypoderm cells, partial cell wall folding, vacuolization,
and decreased pigments. Our findings indicate that P. lanuginosa subjected to
desiccation presents a delay in foliar tissue dehydration when compared to the
loss of soil moisture. This mechanism seems to be more evident in advanced
stages of water deficit, indicating the presence of high protection capacity and
metabolic restructuring after rehydration. This study reports the occurrence of
desiccation tolerance in a Bromeliaceae species, indicating that P. lanuginosa is
a resurrection plant. It also suggests that the presence rhizome may be an
additional strategy of desiccation tolerance, which contributes to its tolerant
behavior.

Keywords: Water deficit, Photosynthesis, Carbohydrate, ABA, Cell Wall,
Rehydration.
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1. INTRODUCAO

Os afloramentos rochosos presentes em diferentes regifes tropicais
apresentam uma gama de similaridades ambientais entre si, em especial
aquelas relacionadas as condi¢des edaficas e microclimaticas, decorrentes dos
diferentes estagios de decomposicdo das rochas (Porembski et al., 1998).
Esses afloramentos tém origem geoldgica bastante antiga, em geral Pré-
cambriana, e apresentam como caracteristicas principais a auséncia quase
completa de cobertura de solo e grande heterogeneidade topogréfica (Giulietti
et al., 1997, Porembski et al., 1998, Parmentier, 2003). Essas caracteristicas
peculiares levam ao estabelecimento de uma cobertura vegetal distinta da area
contigua (Porembski & Barthlott, 2000), formando as chamadas "ilhas xéricas"
(Porembski et al., 1998, Parmentier, 2003). As plantas que se estabelecem
sobre os afloramentos crescem diretamente sobre a rocha exposta ou em ilhas
de vegetacdo, que apresentam tamanhos variados, gerando um mosaico de
acordo com a declividade da rocha e a profundidade do substrato (Meirelles et
al., 1999).

Varios estudos sobre a vegetacdo associada a afloramentos rochosos
tém sido realizados na Africa (Porembski et al., 1996; Parmentier, 2003) e na
América do Sul (Ibisch et al., 1995; Groger & Barthlott, 1996). No Brasil, a
maioria dos trabalhos concentra-se nos campos de altitude (Porembski et al.,
1998; Meirelles et al., 1999; Scarano, 2002), nos cerrados rupestres (Oliveira-
Filho & Martins, 1986) e, em especial, nos campos rupestres (Romero &
Nakajima, 1999; Giulietti et al., 2000; Romero, 2002; Conceicdo & Giulietti,
2002). Esses estudos vém contribuindo com informacdes valiosas sobre a flora
desses ambientes, suas caracteristicas ecoldgicas e biogeograficas, revelando
uma série de espécies dotadas de adaptacdes a sobrevivéncia em ambientes
com condi¢des ambientais severas (Oliveira & Godoy, 2007).

No Cerrado, os campos rupestres sdo formados por um tipo
predominantemente herbaceo-arbustivo, que ocorre geralmente em Neossolos
Litolicos nas fendas de afloramentos ou diretamente sobre as rochas. Séo
comuns algumas araceas, bromélias e orquideas rupicolas formando uma flora

tipica, com muitas espécies endémicas e raras, apresentando caracteristicas



xeromorficas (Ribeiro & Walter, 2008; Carvalho et al., 2012). O habitat
estressante dos afloramentos rochosos é muito associado a solos areno-
pedregosos, muitas vezes rasos, com baixos niveis de nutrientes, alta
incidéncia de radiacdo e baixa capacidade de retencdo de agua (Luttge et al.,
2007; Negreiros et al, 2014). De acordo com Porembski & Barthlott (2000),
esses locais funcionam como centros de diversidade de plantas vasculares
tolerantes a dessecacao, enfatizando que o sucesso deste grupo ecoldgico de

plantas esta relacionado com a incerteza da disponibilidade de agua.

A agua € um componente fundamental do metabolismo de todos os
organismos vivos, participando de muitas reac¢des biologicas vitais. Em plantas
e outros organismos autotroficos, a dgua desempenha a funcédo de fornecer
energia necessaria para a fotossintese, transportar substancias como solutos e
gases, promover reacfes gquimicas essenciais para 0 crescimento, manter a
turgescéncia celular e regular a abertura dos estdbmatos (Taiz & Zeiger, 2008).
Uma das principais consequéncias do déficit hidrico é a perda de agua
protoplasmética, levando ao aumento na concentracdo de ions, o que

efetivamente pode inibir diversas fun¢cdes metabdlicas (Mundree et al., 2002).

Existem aproximadamente 135 espécies de angiospermas comumente
referidas como plantas tolerantes a dessecacao, que apresentam capacidade
de sobreviver a perda de até 95% do teor total de dgua celular e recuperar a
atividade metabdlica completa em tecidos pré-existentes no prazo de 24 -72 h
depois da reidratacdo (Moore et al., 2009; Dinakar & Bartels, 2013; Gaff &
Oliver, 2013). A tolerancia a dessecacdo pode ser classificada como
constitutiva ou induzida, sendo a primeira, encontrada principalmente em
alguns grupos avasculares (algas, liquens e briéfitas) que nao apresentam
mecanismos de impedimento da perda de agua para o ambiente (Farrant et al.,
2007) e necessitam de mecanismos de reparo durante a recuperacao (Oliver &
Bewley, 1997). O modo induzido, por sua vez, € mais comum em espécies
vasculares (Pteridofitas e Angiospermas) que podem exercer controle sobre a
perda de agua provocada pela demanda transpiratoria. Neste processo, onde a
desidratacdo dos tecidos vegetativos é adiada em relacdo ao ambiente, sdo
ativados tanto os mecanismos de evitacdo da perda de agua, como outros

mecanismos de protecdo e reparo relacionados a dessecacédo (Oliver, 1996).



1.1. Mecanismos de tolerancia a dessecacao

As respostas a deficiéncia de agua manifestam-se como um grupo de
sintomas concomitantes, que envolvem interacdo complexa de processos
fisicos e metabdlicos em células, tecidos e 6rgdos (Lawlor & Cornic, 2002).
Contudo, o fendmeno da tolerancia a dessecacdo depende do grau de
desidratacédo tolerado, a rapidez de reidratacdo e recuperacdo, 0s ciclos
multiplos de desidratacdo e reidratacdo suportados e da estabilidade e
longevidade do tecido no estado seco (Galf & Oliver, 2013). As plantas
desidratadas necessitam estabelecer um equilibrio com o ar seco circundante
interrompendo o crescimento e diminuindo a assimilagéo até entrar num estado

de anabiose, paralisando seu metabolismo (Farrant et al., 2007).

Segundo Mundree & Farrant (2000), algumas consequéncias
fisiolégicas, bioquimicas e estruturais normalmente esperadas em tecidos vivos
submetidos a fatores de estresse, que devem ser resolvidas para que a
tolerancia a dessecacdo em tecidos vegetativos seja garantida sao: 1) estresse
mecanico associado com a reducdo do volume celular, 2) estresse oxidativo
provocado pela producdo de radicais livres como consequéncia de um
metabolismo desregulado, associado particularmente com a fotossintese e a
respiracdo e 3) ruptura de membranas e da integridade macromolecular devido

a perda de agua associada as estruturas celulares.

Os danos resultantes de estresse mecanico dependem de fatores como
a forca de adeséo entre a plasmalema e a parede celular, o grau de interrupcao
da membrana plasmatica, bem como da flexibilidade da parede celular. Dentre
as estratégias empregadas para superar o processo de dessecacao estdo a
vacuolizacdo, o armazenamento de proteinas, lipidios e carboidratos no
vacuolo, para substituir a dgua perdida, a supressao de macromoléculas e o
dobramento da parede celular para evitar possiveis rupturas da membrana
plasmatica (Vicré et al., 2004). Moore et al. (2006), avaliando respostas da
parede celular em folhas de Myrothamnus flabellifolia em estado de
dessecacdo, demonstraram que a flexibilidade da parede celular, devido a
modifica¢des induzidas pelo acimulo de polimeros de pectinas, parece ser um

mecanismo importante de tolerancia a dessecacao. Os autores enfatizam ainda



gue o aumento da concentracdo de polimeros de arabinose, que apresentam
alta flexibilidade e grande capacidade de absorcdo de agua foi determinante

para a reidratacdo das folhas apds o periodo de dessecacao.

Mudangcas nas trocas gasosas durante a dessecacédo foliar,
especialmente na fotossintese, em resposta ao decréscimo do contetudo
relativo de agua, ocorrem em funcao da diminuicdo na assimilacao liquida de
COz2 pela restricdo na difusdo estomatica, influenciando a atividade da Rubisco
(Flexas et al., 2007; Dinakar et al., 2012). O declinio na fotossintese também
pode ser devido as alteracdes no metabolismo fotossintético, por limitacdo na
geracdo de poder redutor (Lawlor & Cornic, 2002). A limitacdo da fixacdo de
carbono fotossintético durante a desidratacdo diminui a utilizagcdo de NADPH,
com um declinio no nivel NADP*. O esgotamento de NADP* acelera o
transporte de elétrons do PSI para o oxigénio molecular, promovendo a
geracdo de ROS (Lawlor & Teraza, 2009). Os mecanismos de paralisacédo e
recuperacdo da fotossintese em plantas revivescentes parecem variar entre
espécies, mas todos sdo dependentes da manutenc¢do ou reparo da integridade
das membranas para que ocorram as reacdes de transporte de elétrons
(Dinakar et al., 2012).

Diferencas notaveis nos padrdes de comportamento fotossintético sédo
observadas em plantas homocloréfilas e poiquilocloréfilas; as primeiras
mantém o conteudo de clorofilas, sem apresentar grandes alteracdes ou graves
desarranjos nos cloroplastos durante a dessecacéao (Farrant, 2000; Navari-1zzo
et al., 2000). Nas poiquiloclordfilas, por sua vez, ocorre rapida degradacao dos
pigmentos, com desmantelamento dos cloroplastos, funcionando como
estratégia eficaz contra a formacao de ROS (Mundree & Farrant, 2000; Farrant
et al., 2007). Plantas poiquilocloréfilas sdo comuns entre as monocotileddneas
e, atualmente, sdo representadas por oito géneros pertencentes a cinco
familias (Boryaceae, Cyperaceae, Poaceae, Schizaeaceae e Velloziaceae).
Nas homoclordéfitas estdo incluidas espécies de cinco familias de pteridofitas
(Actiniopteridaceae,  Aspleniaceae, Pteridaceae, Selaginellaceae e
Sinopteridaceae) e quatro familias de eudicotiledbneas sendo elas:
Gesneriaceae, Myrothamnaceae, Scrophulariaceae e Linderniaceae (Dinakar et
al., 2012).



Em Craterostigma wilmsii (Scrophulariaceae) foram descritas mudancas
na estrutura dos cloroplastos, que adquirem formatos arredondados no estado
desidratado; suas membranas internas passam a se localizar perifericamente e
0s grana tilacoideais permanecem conservados e visiveis. Ja em Myrothamnus
flabellifolia (Myrothamnaceae), também homeoclorofila, os cloroplastos
assumem formato ovalado e os tilacdides mantém seu empilhamento.
Diferentemente, na pecilocloréfita Xerophyta viscosa (Velloziaceae), as
membranas externas dos cloroplastos mantém-se continuas enquanto suas
membranas internas sdo alteradas, perdendo sua conformacao inicial,
adquirindo aparéncia vesiculada ap6s a dessecacdo, com amplas
possibilidades de reparacéo na reidratacéo (Sherwin & Farrant, 1996).

Plantas revivescentes desenvolveram complexos mecanismos de
protecdo para evitar o dano iniciado por radicais livres. Os componentes
primarios incluem enzimas antioxidantes como superoxido dismutase,
catalases e peroxidases, e sequestradores de radicais livres, como
carotendides, acido ascorbico, tocoferdis e glutationa oxidada e reduzida. Sob
condicbes de estresse moderado, os radicais sdo eficientemente eliminados
por este sistema de defesa antioxidante. No entanto, em periodos de estresse
mais severo por dessecacdo em plantas sensiveis, o0 sistema de eliminacao
desses radicais torna-se saturado pelo aumento da taxa de producdo de ROS e
0s danos séo inevitaveis (Mundree et al., 2002). Moore et al. (2005), avaliando
0s mecanismos de defesa frente a dessecacdo em folhas de Myrothamnus
flabellifolia, encontraram forte atuacdo de substancias protetoras como o acido
3,4,5 tri-O-galloilquinico, que protege as membranas da dessecacdo,
intercalando-se na bicamada lipidica e reduzindo o tempo de transicao entre as

fases de liquido cristalino e gel.

Outra estratégia utilizada por espécies tolerantes a dessecacédo é a
grande capacidade de producdo e acumulo de compostos osmoticamente
ativos, que atuam na substituicho da agua perdida no processo de
desidratacdo e também para protecdo contra os efeitos deletérios da alta
concentracdo de ions (Gaff & Oliver, 2013). Tais alteragbes parecem
envolvidas com a manutencdo da estabilidade das membranas no estado

desidratado e/ou com a promocdo de uma vitrificagéo citoplasmatica (Hoekstra



et al., 2001). Substancias como carboidratos, sorbitol, manitol, glicerol, prolina,
betainas, polifendis e proteinas hidrofilas (LEAs) e de choque térmico (HSP)
estdo relacionadas ao ajuste osmdético celular e a uma possivel osmoprotecéo,
pela acdo de captura de ROS e dissipacdo do excesso de energia (Farrant,
2000; Farrant et al., 2007; Gechev et al., 2013).

O acumulo destes compostos varia entre 0s grupos de plantas tolerantes
a dessecacdo, embora a sacarose seja 0 agucar de reserva predominante no
tecido foliar desidratado da maior parte das plantas revivescentes (Whittaker et
al., 2001; Dinakar & Bartels, 2013; Moyankova et al., 2014). Em algas e
musgos tolerantes a dessecagcdo, a sacarose representa um constituinte
importante nos tecidos dessecados (Bewley 1979). A trealose, por sua vez,
parece atuar como acucar protetor acumulado em tecidos dessecados de
samambaias tolerantes como Selaginella lepidophylla e S. sartorii (Iturriaga et
al., 2000). No entanto, um estudo recente indica que a trealose também se
acumula em maiores niveis em espécies sensiveis a dessecacdo como
Selaginella moellendorffii, sob as mesmas condicbes (Yobi et al., 2012). Para
as angiospermas, além da sacarose, a glicose e oligossacarideos da série da
rafinose (rafinose, estaquiose e verbascose) também sdo acumulados em
resposta a desidratacdo e atuam como importantes osmorreguladores celulares
durante a fase de dessecacdo e como fonte de carbono para a glicolise durante
a reidratacao (Whittaker et al, 2001; Peters et al., 2007; Martinelli, 2008;
Suguiyama et al., 2014).

Os avanc¢os nos estudos dos mecanismos de tolerancia a dessecacao
em plantas revivescentes demonstram que as respostas sdo multigénicas e
multifatoriais. Recentemente, a regulacdo génica que contribui para a
estabilidade metabdlica e macromolecular durante a dessecacao tem recebido
muita atencdo, embora ainda falte compreensdo de como estes fatores
individuais podem interagir espacial e temporalmente. A aplicagcdo de
tecnologias “Omicas”, como transcriptomica, metabolébmica e protedmica
(Figura 1) auxilia na identificacéo e listagem de componentes necessarios para
avaliar o grau em que varios fatores mensuraveis (por exemplo, transcricées de
genes especificos, proteinas e metabolitos) contribuem para a compreensao da

tolerancia a dessecacao (Moore et al., 2009).



Os genes transcritos durante a desidratacdo atuam na sintese de
compostos que podem prevenir danos celulares relacionados ao estresse,
participando da defesa antioxidante, sintetizando proteinas reguladoras,
moléculas de sinalizacédo e enzimas relacionadas ao metabolismo de protecao
(Dinakar & Bartels, 2013). Os genes envolvidos na sintese de carboidratos da
série da rafinose, por exemplo, sdo induzidos em diferentes fases, sendo
abundantemente expressos em folhas reidratadas de Craterostigma
plantagineum. Em contraste, para folhas de Haberlea rhodopensis sua
expressao foi elevada apenas durante a dessecacédo (Rodriguez et al., 2010;
Gechev et al., 2013).

Modelagem do processo de deteccao do déficit hidrico através da dessecacdo e reidratacdo

m<:> Transcriptomica Fe=¥ ProteOmica [Ke=3 Metabolomica
I SR T

Elementos CDT-1, CpPLD-1, Proteinas LEA e Sacarose, trealose,
. CpMyb7, CpMYB10, proteinas HS, acido arcorbico,
responsivos ao ABA e . . . aF
roteinas histonas H3 CpHB7, CpC2, superoxido-dismutase, prolina, fendlicos,
P CpPLD-2 e XvSAP1 dehidrinas tocoferdis e ABA
Gene (Classe) Origem Transgénico Manipulagao e Fenétipo
CpHB7 Craterostigma Nicotiana -germinagao precoce, aumento na
plantagineum tabacum taxa de crescimento, mudangas na
tolerancia de plantas a seca.
CDT-1 C. plantagineum  Arabdopsis  -tolerancia a dessecagdo constitutiva
thaliana em tecido de calo sem ABA.
XvSAP1 Xerophyta A. thaliana -melhoria na tolerancia a salinidade,
viscosa estresse osmotico e alta temperatura.

Figura 1. Esquema demonstrativo de analises multivariadas utilizando tecnologias
“Omicas” para compreensao dos processos de percepcao da desidratacdo em plantas
tolerantes a dessecacdo. A integracdo dos dados e suas conexfes ainda ndo estdo
bem estabelecidas (indicadas por “?”). Sdo mostrados exemplos de plantas
transgénicas modificadas a partir de genes transcritos de plantas revivescentes e 0s
fendtipos resultantes. Modificado de Moore et al. (2009).

O acido abscisico (ABA) € um horménio vegetal, que normalmente se
acumula em plantas sob déficit hidrico, exercendo varios efeitos fisiolégicos
(por meio de picos de sinalizagéo) sobre o metabolismo. Embora, os sinais que

desencadeiam sua biossintese ndo sejam bem entendidos, o ABA tem sido



identificado como mensageiro nas vias de resposta de percepcdo do estresse,
promovendo modificacdes celulares (Huang et al., 2008). Em plantas
revivescentes, a sinalizacdo durante a dessecacdo de tecidos vegetativos €
mediada pelo ABA, que pode ativar a expressdo de genes que codificam
proteinas com funcéo protetora como as LEAs do grupo 2 (dehidrinas) e LEAs

do grupo 3, como as aquaporinas (Gaff et al., 2009).

Evidéncias indicam que o ABA é amplamente distribuido em briofitas
podendo acionar a resisténcia a seca em alguns musgos (Werner et al., 1991).
Em folhas de angiospermas revivescentes, como Craterostigma plantagineum
e Myrothamnus flabellifolia foi detectado aumento de duas a trés vezes nos
niveis de ABA endbégeno apoOs periodo de dessecacdo, enquanto que em
Xerophyta humilis, o acumulo de ABA foi seis vezes maior em plantas
desidratadas. Para Chamaegigas Intrepidus, uma planta aquética tolerante a
dessecacdao, foi descrito um incremento de 20 vezes mais ABA em plantas

desidratadas, quando comparadas as plantas hidratadas (Schiller et al., 1997).

O estudo dos processos de desidratacdo e reidratacdo de espécies
revivescentes indica que a tolerédncia a dessecacdo em 06rgdos vegetativos
constitui uma estratégia ecolégica de sucesso comparada a plantas
homeohidricas (Aidar et al., 2010). O sucesso ecologico de plantas
pecilohidricas sugere a evolucdo de um processo que deve atender gastos e
beneficios adaptativos relacionados ao balanco de carbono em ambientes
adversos, onde os periodos de hidratacdo sédo raros e de curta duragdo
(Eickmeier, 1979; Alcantara et al., 2015).

Estudos sobre a ocorréncia de tolerancia a dessecacdo em
angiospermas brasileiras ainda sdo escassos. Algumas espécies foram
incluidas em uma lista de plantas tolerantes a dessecacdo da América do Sul,
publicado por Gaff (1987) e uma longa lista de espécies tolerantes e
"potencialmente tolerantes"” foi apresentada por Meirelles et al. (1997),
incluindo 30 espécies de varios locais do pais. Pesquisas recentes (Aidar et al
2010; Suguiyama et al., 2014; Alcantara et al., 2015) mostraram algumas
respostas ecofisiolégicas, bioquimicas e metabdlicas presentes em plantas da

familia Velloziaceae e suas estratégias de sobrevivéncia em incelbergs e



campos rupestres, porém o entendimento da tolerancia a dessecacédo nessas

espécies ainda é pouco entendido.
1.2. Caracterizacao da familia e da espécie

A familia Bromeliaceae abrange cerca de 3.160 espécies (The Plant List,
2010) distribuidas em 58 géneros (Luther, 2008) e apresenta grandes taxas de
diversidade e endemismos no Brasil, com registro de 44 géneros e 1.279
espécies, das quais 1.097 sdo endémicas (Forzza et al.,, 2012). A familia &
essencialmente neotropical e inclui trés centros de distribuicdo e diversidade: o
Escudo das Guianas, o norte dos Andes e o leste do Brasil (Martinelli, 2008). O
género Pitcairnia € um dos maiores da familia, incluindo 391 registros (The
Plant List, 2010), com ocorréncias registradas no México, América Central,
Antilhas e por quase toda a América do Sul, sendo que a maior riqueza de

espécies ocorre na regido andina (Benzing, 2000; Santos-Silva et al., 2013).

No Brasil encontram-se aproximadamente 54 espécies, das quais 38 sédo
endémicas, com taxons distribuindo-se especialmente em afloramentos
rochosos da Floresta Atlantica (23 spp.), em campos rupestres do Cerrado (13
spp.) e na bacia amazénica (18 spp.) (Martinelli & Forzza 2006; Forzza et al.
2012). As espécies de Pitcairnia possuem padrbes limitados de distribuicdo
fitogeografica, que sdo estabelecidos pela interacdo entre atributos ecolégicos
e adaptacdes ao longo do tempo (ex., xeromorfia, mudancas climéticas e
savanizacdao), que também podem ser observados em outros grupos de plantas

brasileiras (Leme et al., 2010).

Pitcairnia lanuginosa Ruiz & Pav. € uma erva terrestre que apresenta
espinhos na base da lamina foliar e inflorescéncia branco-lanuginosa. Ocorre
no Brasil, Bolivia e Peru. No Brasil, a espécie distribui-se nos estados do AM,
DF, GO, MG, MS e PA, geralmente em campos rupestres do Cerrado e
Floresta Estacional Semidecidua. Quando em floragcdo em casa de vegetacdao,
observa-se variacdo na coloracdo das pétalas ao longo de seu
desenvolvimento: verdes em botéo floral, verde-avermelhadas na antese e
vermelho em poés-antese (Guarconi et al., 2010). Cabe destacar que, ndo ha
registro de estudos sobre a toleréncia a dessecagdo com espécies da familia

Bromeliaceae, entretanto, foi observado que plantas de P. lanuginosa
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crescendo em seu ambiente natural sdo capazes de tolerar alto grau de
desidratacdo foliar com rapida recuperacdo em presenca de agua. Este fato
motivou a escolha da espécie para o presente trabalho.

O presente estudo propds analisar as respostas de P. lanuginosa frente

a tolerancia a seca, com o objetivo de responder as seguintes questdes:

« P. lanuginosa € uma espécie revivescente e apresenta mecanismos de

tolerancia a dessecacao vegetativa?

* A tolerancia a seca extrema suportada pela espécie deve-se a mecanismos

distintos daqueles ja descritos para outras plantas tolerantes a dessecacao?

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
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O objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos de inativacdo e
recuperacao fisiologicos, bioquimicos e as modificagdes estruturais em plantas

de Pitcairnia lanuginosa nos processos de desidratacéo e reidratacao.
2.2. Especificos

» Analisar as relagdes hidricas foliares durante a dessecacéo e recuperacao da

turgescéncia celular;

* Avaliar as respostas fotossintéticas por meio de trocas gasosas, fluorescéncia
da clorofila a e teor de pigmentos, em condigces de déficit hidrico e

reidratacao;

» Quantificar o conteudo de carboidratos de reserva e analisar sua relacdo com

0 mecanismo de ajustamento osmotico;

 Avaliar as alteragdes morfolodgicas e estruturais e de composig¢ao da parede

celular foliar frente ao estresse mecéanico durante a desidratacao e reidratagao.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condi¢cfes experimentais



12

Plantas de Pitcairnia lanuginosa foram coletadas em afloramentos
rochosos em area de Cerrado (Figura 2a, b, ¢) no municipio de Coxim-MS,
Brasil (18 ° 28'53.21 "S, 54 ° 45'32.85" W), transferidas para vasos de 5 kg
contendo substrato comercial plantmax® e cultivadas em casa de vegetacao no
Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica de Séo
Paulo-SP. O experimento consistiu de 30 conjuntos (vasos/plantas) divididos
em trés grupos para imposicdo dos diferentes tratamentos hidricos: plantas
regadas diariamente (controle - C); (D1) suspenséo total da rega por 60 dias e
(D2) suspenséo total da rega por 90 dias, seguidas de reidratacdo (Figura 2d,

e).

As analises fisioldgicas e bioquimicas foram realizadas na por¢cao média
de folhas completamente expandidas, posicionadas na terceira fileira do centro
para a extremidade da roseta, de cada planta. As plantas do controle foram
regadas diariamente até o solo no interior dos vasos atingir a capacidade de
campo. A reidratagdo para as plantas dessecadas foi efetuada adicionando
agua a um recipiente posicionado abaixo dos vasos, permitindo que a absorcdo
ocorresse de forma gradativa. Todas as andlises foram realizadas durante o
processo de dessecacdo aos 0, 30, 60 e 90 dias e em 24h (61 e 91 dias) e
192h (68 e 98 dias) apds a reidratacdo, utilizando-se cinco plantas por
tratamento, e duas folhas diferentes por repeticdo. Raizes de P. lanuginosa
hidratadas diariamente foram coletadas, lavadas para a retirada do excesso de
solo, antes de serem secas e armazenadas. Para as plantas desidratadas, o
maximo possivel do solo foi retirado manualmente e os fragmentos restantes
foram eliminados com auxilio de um fluxo de ar intenso, para a manutencgao
das raizes no estado desidratado. Amostras de folhas e raizes foram
acondicionadas em embalagens plasticas, armazenadas a -80°C e

posteriormente maceradas em nitrogénio liquido para as analises bioquimicas.

Durante os experimentos, 0s parametros ambientais como a temperatura
do ar (°C), umidade relativa (UR%) e a densidade de fluxo de fbétons
fotossintéticos (DFFF, fétons pmol m= s?) no interior da casa de vegetacdo
foram monitorados utilizando-se um sensor de temperatura e umidade relativa
do ar (Li-1400-140 LI-COR-Nebraska, EUA) e um sensor de quantum (Li-
190SA, LI-COR Nebraska, EUA), respectivamente. Os sensores foram
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conectados a um datalogger (Li-1400; Li-Cor-Nebraska, EUA), que foi
configurado para realizar as medi¢des em intervalos de 10 minutos, calculando
diariamente as médias, para cada parametro avaliado. A andlise de umidade
do solo (Us%) foi realizada diariamente durante o experimento pelo método de
reflectometria no dominio do tempo (TDR), utilizando uma sonda de umidade
do solo, modelo ML2x ThetaProb acoplado a um datalogger HH2 (Delta-T
Devices, Cambridge, UK).

3.2. Conteudo relativo de agua foliar (CRAf)

Para determinar o contetdo relativo de agua (CRAYf), duas folhas inteiras
por planta foram destacadas e imediatamente pesadas para a obtencédo do
peso fresco da folha (PFf) e em seguida foram submersas em um Becker
contendo agua destilada por 24 h e pesadas novamente para obtencdo do
peso turgido da folha (PTf). Posteriormente, as folhas foram colocadas em
estufa a 60°C por 72h para a obtencdo do peso seco da folha (PSf). O

conteudo relativo de agua foi calculado conforme descrito por Weatherley
(1950), através da seguinte equacédo: CRAf (%) = (PFf-PSf/PTf-PSf) x100).
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Figura 2. Local de coleta das plantas em Cerrado de campo rupestre localizado no
municipio de Coxim-MS (a); Pitcairnia lanuginosa no estado hidratado crescendo em
ambiente natural de ocorréncia (b); em processo de desidratacdo (c); em casa de
vegetacgdo e (d) em vaso com flores (e). Barra= 10cm.

3.3. Potencial hidrico (Ww) e potencial osmético (Ws) foliar

O potencial hidrico nas folhas foi avaliado em duas folhas destacadas e
imediatamente submetidas as medidas de pressédo hidrostatica negativa do
xilema utilizando-se uma bomba de pressao tipo Scholander Modelo 1000
(PMS Instrument Co. UTAH, EUA). As medidas do Ww foram realizadas no
periodo da antemanhd, entre 05:00-06:00h No inicio da imposi¢cdo do déficit

hidrico e até quando o estado de hidratacdo permitiu, o suco celular das folhas
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inteiras foi obtido por maceracdo e armazenado em frascos hermeticamente
fechados, sendo mantidos a -20°C até a realizagdo das medidas de Ws. Ao
final do experimento, o Ws de todas as amostras foi determinado, utilizando-se
um osmoémetro de pressao de vapor modelo 5520 (VAPRO). Para cada medida

foram utilizadas aliquotas de 10 pL de suco celular.
3.4. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Medidas instantdneas das taxas de assimilacao liquidas do carbono (A,
umol CO2 m? s1), condutancia estomatica (gs, mol m? s1), transpiracdo (E,
umol H20 m? s?) e a concentracdo de CO: intracelular (Ci, pL?') foram
realizadas no periodo de 8:00h as 11:00h da manha usando um analisador de
gas por infra-vermelho LI-COR 6400 (LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA) sob
condicdes controladas de concentracdo de CO2 (380 ppm de CO2), densidade
de fluxo de fétons fotossintéticos (DFFF) de 500 pmol fétons m2st e
temperatura da camara de 25°C. As medi¢Oes foram feitas na porgdo mediana
das folhas completamente expandidas conforme descrito no item 3.1. A
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) das plantas foi obtida pela razdo de
A/gs. A emissdo da fluorescéncia da clorofila a foi realizada em folhas
adaptadas ao escuro por 12 h em uma camara escura. As medidas foram
realizadas utilizando-se um fluorémetro portéatil (OS5p Opti-Sciences, Hudson,
NH, USA). As folhas, previamente adaptadas ao escuro, foram inicialmente
expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2 umol m?2 s?), para
determinacdo da fluorescéncia minima emitida (Fo), quando todos os centros
de reacdo do FSIl estdo na forma oxidada. Em seguida, um pulso de luz
saturante, com irradiancia de 3000 umol fotons m2 s e duracdo de 1s foi
aplicado para promover, temporariamente, a maxima reducdo do aceptor
primario de elétrons do FSIlI (Qa), determinando-se, assim, a fluorescéncia
maxima (Fm) emitida pelas amostras adaptadas ao escuro. A partir dessas
medidas, a maxima eficiéncia fotoquimica do PSIl (FW/Fm= (Fm - Fo)/Fm) foi
calculada (Schreiber et al., 1994). Para todas as medi¢cdes de trocas gasosas
foliares e fluorescéncia da clorofila a cinco plantas foram utilizadas por

tratamento.

3.5. Pigmentos fotossintéticos foliares
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A extracdo e quantificacdo de clorofila a, b e carotendides totais das
folhas foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por Hendry &
Price (1993). As analises foram realizadas em cinco plantas por tratamento,
utiizando duas folhas completamente expandidas de cada planta. Os
fragmentos foliares da por¢cdo mediana das folhas (aproximadamente 100 mg)
foram triturados num almofariz utilizando 3 ml de acetona a 80% (v/v), sob
auséncia de luz. Posteriormente as amostras foram diluidas em mais 10 mL do
mesmo solvente, centrifugadas a 3000 g e os sobrenadantes analisados por
espectrofotometria (SP-22, Biospectro) em comprimentos de onda de 480, 645
e 663. A partir dos valores de absorbancia (Abs) obtidos, a concentragao de
clorofilas a, b, e dos carotenodides totais foram calculados de acordo com as

seguintes equacoes:

Clorofila a ((umol g2): (12,7 x Abs663) - (2,69 x Abs645)) X V) / Ms) x 1,12;
Clorofila b (umol g1): (22,9 x Abs645) - (4,68 x Abs663)) X V) / Ms) x 1,1;
Clorofila total (umol g?): clorofila a + Clorofila b;

Carotendides totais (umol de g?t): ((Abs480 + (0,114 x Abs663) - (0,638 x
Abs645)) x V) / (112,5 x Ms)

Onde: V = volume da solucéo de extracéo,

Ms = mg de massa seca.

3.6. Andlise de carboidratos
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3.6.1. Extracao e quantificacdo de carboidratos sollveis

O material vegetal (folhas e raizes) foram liofilizados, moidos, pesados
(200 mg) e submetidos a extracdo de carboidratos solUveis totais, como
descrito por Carvalho et al. (1998). As amostras foram imersas em 20 ml de
etanol a 80% e incubadas em banho de agua a 80°C, durante 15 minutos. Apés
centrifugacéo (Sorvall Super T21, Kendro Laboratory Products, USA) a 3000 g
por 15 minutos, o sobrenadante foi recolhido e o residuo foi re-extraido por
mais duas vezes. Os sobrenadantes foram combinados e concentrados em
evaporador rotativo (r-215, Buchi, Switzerland) até completa remocdo do
etanol. Os extratos foram completados para dois ml com agua destilada e
analisados quanto aos teores de acguUcares totais e redutores. Os residuos
foram lavados com agua destilada, liofilizados e utilizados para a quantificacéo
de amido. Os teores de carboidratos solUveis totais e acUcares redutores
presentes nos extratos etandélicos foram determinados colorimetricamente pelo
método de fenol-acido sulfuarico (Dufois et al., 1956) e pelo método descrito por
Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945), respectivamente, utilizando-se glicose

(Sigma Aldrich) como padrao.

3.6.2. Andlise gualitativa de carboidratos soltveis por cromatografia liquida de

troca anibnica de alta resolugdo (HPAEC/PAD)

Aliguotas dos extratos (1 ml) obtidos no item anterior foram deionizadas
utilizando-se colunas de troca idnica Dowex (Sigma Aldrich), contendo resinas
de troca catidnica de 50 x 8 (100-200 mesh) e anionica de 1 x 8 (52-100 mesh).
A eluicdo foi realizada com 30 mL de agua deionizada e o pH do eluato final
obtido foi ajustado para 7,0 com hidroxido de aménio 0,4 M. Apés a purificacdo,
as amostras foram liofilizadas, concentradas e retomadas em 1 ml de agua
deionizada e novamente submetidas a quantificacdo de carboidratos totais para
ajuste da concentragdo em 400 ug ml? (Carvalho et al., 1998). A identificacdo
dos carboidratos sollveis foi feita por cromatografia liquida de troca aniénica de
alta resolucdo em cromatégrafo DIONEX, modelo ICS 3000 (Dionex, Thermo
Scientific, USA) acoplado a um detector de pulso amperométrico
(HPAEC/PAD), utilizando coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mm). Os

monossacarideos e oligossacarideos foram eluidos isocraticamente com 250
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mM de NaOHem fluxo de 0,25mL min'. Os picos detectados foram
comparados com padrbes comerciais de glicose, frutose, sacarose, rafinose e

estaquiose (Sigma Aldrich).
3.6.3. Extracdo e quantificacdo de amido

Aliquotas de 10 mg do residuo da extragdo dos carboidratos sollveis
das folhas e raizes foram submetidas a extracdo de amido pelo método
enzimatico descrito por Amaral et al. (2007). Foram adicionados ao residuo 0,5
ml de alfa-amilase (120 U ml!) termostavel de Bacillus licheniformis (CE
3.3.1.1, Megazyme®, Irlanda) em tampdo MOPS [&cido 3- (n-morfolino)
propanosulfénico] a 10 mM pH 6,5. Essa solugao foi incubada a 75 °C durante
30 minutos, sendo esse procedimento realizado duas vezes. Apds 0
resfriamento das amostras até cerca de 50 °C, foi adicionado 0,5 mL de uma
solucdo contendo 30 U mlt de amiloglucosidade (AMG) de Aspergillusniger
(CE 3.2.1.3 Megazyme®, Irlanda) em tampé&o de acetato de sédio 100 mM pH
4,5, seguida por incubacao a 50 °C durante 30 minutos. Este procedimento foi
repetido por mais uma vez. Em seguida, a reacdo enziméatica foi paralisada e
foram adicionados 100 pL de &cido perclérico a 0,8 M para a precipitacdo das
proteinas. A quantidade de amido foi determinada pela quebra da glicose
liberada por digestdo enzimética apds incubacdo com aliquotas do reagente
Glicose PAP Liquiform (Centerlab®), que contém as enzimas glucose-oxidase
e peroxidase (GOD-POD), 4-aminoantipirina e fenol, em pH 7,5 a 37°C durante
15 minutos. Apés a incubacéo, a absorbancia das amostras (em triplicatas) foi

medida a 490 nm em microplaca.
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3.7. Anélise do teor de prolina livre

O contetudo de prolina livre foi determinado a partir de fracdes dos
extratos etandlicos de folhas e raizes descritas no item 3.6.1., exceto para a
coleta do tratamento D1 em fungdo do numero limitado de amostras. As
analises foram feitascom base na reacao de prolina com ninhidrina, utilizando
uma mistura com aliquotas de 1 ml dos extratos e a estes adicionados 1 ml de
ninhidrina acida e 1ml de acido acético glacial concentrado (Bates et al., 1973).
Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex, levadas a banho-maria a
100°C por 60 minutos e na sequéncia resfriadas em banho com gelo para
interromper a reacdo. Posteriormente, foram adicionados 2 ml de tolueno a
cada amostra, que foram agitadas e o sobrenadante foi coletado e submetido a
leitura colorimétrica a 520 nm em espectrofotdbmetro. Para a quantificagdo foi

utilizada uma curva padréao utilizando L-prolina (SigmaAldrich).
3.8. Extracéo e quantificagdo de ABA enddgeno

A quantificacdo de ABA foi realizada a partir de 50 mg de material fresco
de folhas e raizes, coletadas no periodo da manha, e maceradas em N2 liquido.
Para a extracao, foi utilizada uma solucéo de isopropanol: 4cido acético (95: 5)
e a esta adicionado 0,5 mg de ABA como padrdo interno ([°H6]-ABA), e o
material foi mantido sob agitacdo constante durante 2 h a 4°C. A mistura foi
centrifugada a 13 000 g, o sobrenadante foi recolhido e concentrado até 50 ml,
sob um fluxo de N2 gasoso. Em seguida, 0,2 ml de agua ultrapura foram
adicionados e o fracionamento realizado com 0,5 ml de acetato de etila. A fase
organica foi transferida para um novo tubo e seca sob um fluxo de N2 gasoso. .
As amostras foram metiladas com diazometano, secas sob fluxo de gas Nz e

retomadas em acetato de etila (Rigui et al., 2015).

O material foi analisado no Laboratério de Fisiologia e Desenvolvimento
Vegetal do Instituto de Biociéncias da USP por cromatografia gasosa (modelo
6890), acoplada a um espectrometro de massas Shimadzu (modelo: GC/MS-
QP2010 SE) equipado com uma coluna HP-1701 (30 metros, 0,25 mm ID, filme
interno 0,50 mm de espessura) usando hélio como gas de arraste, a um fluxo
swde 4 ml min'! no seguinte programa: 3 min a 150°C, seguido de uma rampa
de 5°C min't até 210°C e 15°C min't até 260 ° C. Como controle da corrida,
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ions com relagdo de massa (m/z) 134, 162 e 190 (que corresponde ao ABA
enddégeno) e 138, 166 e 194 (que corresponde a [?H6]-ABA) foram
monitorizados. As andlises foram realizadas com cinco repeticdes para as

folhas e trés para as raizes.
3.9. Anédlises de parede celular
3.9.1. Extracao da parede celular

A parede celular bruta foi extraida a partir de aliguotas do residuo
resultante da extracdo de carboidratos solaveis (item 3.6.1.). Inicialmente o
material foi suspenso em dimetilsulfoxido 90% (DMSO), na proporcdo de 10 mL
para 1 g de material, e mantido sob agitacdo constante por 16 h a temperatura
ambiente, para eliminacao parcial do amido. Em seguida, as amostras foram
lavadas com agua destilada por 3 vezes e 0s sobrenadantes descartados. Os
residuos foram incubados com amiloglucosidade (AMG) de Aspergillus niger
(EC 3.2.1.3 Megazyme®, Ireland) usando a propor¢do de uma unidade da
enzima para 10 mg de material, para completa remoc¢ao do amido. O residuo
restante foi lavado exaustivamente com agua destilada, liofilizado e pesado. As
amostras foram entdo lavadas com 10 ml de tampéo fosfato de potassio 100
mM pH 7,0, centrifugadas a 800 g por 10 min e o sobrenadante descartado.
Este processo foi repetido por mais duas vezes, seguido por lavagem com 10
mL de agua destilada. Na sequéncia, o residuo foi lavado com 10 ml de
cloroférmio:metanol [1:1] (v/v), 10 ml de acetona e 10 ml de éter etilico, sendo
gue cada uma destas etapas foi repetida duas vezes. A cada etapa, o material
foiagitado, centrifugado a 800 g por 10 min e os sobrenadantes, contendo o0s
solventes organicos, foram descartados. O residuo final foi submetido a
secagem em estufa a 60°C por 72h e pesado para obtencédo do rendimento de

parede celular bruta (Gorshkova et al., 1996).

3.9.2. Andlise de composicdo e ligacao glicosidica dos polissacarideos de

parede celular

Aliquotas das paredes celulares brutas de folhas dos tempos 0, 60 e 90
dias de dessecacao e respectivas reidratacdes foram analisadas quanto a sua

composicdo em monossacarideos por cromatografia a gas acoplada a
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espectrometria de massas, utilizando derivados sililados, conforme descrito por
Santander et al. (2013). Cerca de 300 pg de material foram hidrolisados em
HCL metandlico em tubos selados por 18 h a 80 °C. Apos resfriamento e
remogdo do solvente sob fluxo de N2 as amostras foram tratadas com uma
mistura de metanol, piridina e anidrido acético por 30 minutos. Os solventes
foram evaporados e as amostras derivatizadas utilizando Tri-Sil (Pierce) a 80
°C por 30 minutos. As analises dos trimetilsilil glicosideos foram efetuadas em
um cromatografo Agilent 7890A acolpado a um espectrometro de massas
5975C, utilizando uma coluna capilar de silica Supelco Equity-1 (30 mx 0.25mm
de diametro interno). A porcentagem molar dos agucares foi calculada a partir
das areas dos picos identificados nos cromatogramas.

Para as andlises de ligacdo glicosidica, as amostras foram permetiladas,
despolimerizadas reduzidas e acetiladas e os alditol acetatos parcialmente
metilados resultantes foram analisados conforme descrito por Heiss et al.
(2009). Cerca de 1 mg das amostras foi suspenso em 200 pl de dimetilsulfoxido
e agitado por 3 dias. As amostras foram permetiladas por dois tratamentos
subsequentes com NaOH (15 min) e iodeto de metila (45 min). As amostras
permetiladas foram hidrolisadas com acido triluoroacético (TFA) 2M por 2h a
121 °C em tubos selados. Na sequéncia, foram reduzidas com boroidreto de
sodio deuterado e acetiladas utilizando acido acético e TFA. Os alditol acetatos
parcialmente metilados foram analisados em um cromatdgrafo Agilent 7890A
acolpado a um espectrdmetro de massas 5975C (no modo ionizacdo de

impacto eltrénico), utilizando uma coluna capilar Supelco SP-2331 (30 m).
3.10. Anélises da morfologia interna das folhas

Porcdes foliares hidratadas e desidratadas de P. lanuginosa procedentes
do tratamento controle e dessecacao por 90 dias (D2) com no maximo 4 mm
foram fixadas com uma solugcdo contendo 2% de paraformaldeido e 2% de
glutaraldeido em tampao fosfato de sédio 50mM, pH 7,1, durante 24 h a 4°C.
Em seguida, o material foi lavado em tampéo fostato de sodio para a retirada
do excesso de fixador, pés-fixado em 1% de tetréxido de ésmio e desidratado
em série alcodlica crescente (30, 50, 75, 95, e 3 vezes em 100%), durante 30

minutos em cada etapa, em temperatura ambiente. O material foi imerso em
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oxido de propileno por 24h e submetido agradiente de 6xido de propileno/resina
Araldite 502 (Electron Microscopy Sciences) nas seguintes propor¢oes: 3:1 por
4 h, 1:1 por 6 h, 1:2 durante 24 h e, por fim, em resina pura durante 72 h, com a
troca da resina a cada 24 h. A desidratacéo e todo o processo de embebicéo
foram feitos sob vacuo. Para a polimerizacdo, as amostras foram imersas em
moldes contendo resina pura e incubadas a 60°C durante 24 h. Cortes a 250
nm de espessura foram obtidos em micrétomo ultracult e coletados em laminas
de vidro, corados com azul de toluidina a 1% e fotografados em microscoépio
OLYMPUS BX51 utilizando o programa DP Controller.

3.11. Andalise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e qualquer
contraste entre as médias foi avaliado pelo teste de Tukey (P< 0,05), utilizando
0 pacote estatistico BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2000). Testes de normalidade

foram realizados anteriormente.
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4. RESULTADOS
4.1. Efeito da desidratacao e reidratacao no status hidrico das folhas

As variacbes na temperatura (°C) e umidade relativa (%) do ar e na
radiacdo fotossintéticamente ativa (DFFF, umol fétons m=2 s?) no interior da
casa de vegetacdo ao longo do periodo experimental, sdo apresentadas na
Figura 3A, B. A DFFF média para o periodo de dentro da estufa foi de 182,25
umol m2 st e a temperatura média do ar oscilou, com maximas de 32,6°C e
minimas em cerca de 10,3°C durante a avaliacdo, com amplitude de 22,3°C no
periodo. A umidade relativa também variou com os valores médios de 52,5%

durante o monitoramento.
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Figura 3. Parametros climaticos com valores médios de DFFF (barras) e temperaturas
(linhas) em (a) e umidade relativa (b) [maxima (0), média (A) e minima (0)] dentro da
casa de vegetacdo do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de
Botanica-SP, durante o periodo de experimento (Junho a Setembro de 2013). R indica
0 periodo de reidratagéo.

A umidade do solo decresceu para plantas mantidas sob suspenséo das
regas diarias (Figura 4) com diferencas significativas para as plantas irrigadas,
atingindo valores préximos a zero a partir dos 60 dias. Com a retomada da rega
a umidade foi restabelecida e os valores retornaram aos niveis do tratamento

controle.

Pela figura 5 é possivel visualizar que, ja aos 30 dias de suspenséao da
rega, as plantas de P. lanuginosa mostraram alteracées no seu aspecto em
comparacao as plantas controle. Aos 60 dias, foi observado o enrolamento das
bordas foliares em dire¢cdo a nervura central (Figura 5c). Esse processo de
desidratacéo se intensificou aos 90 dias, com diminuicdo drastica da area foliar
e dessecacao das folhas mais velhas (Figura 5d). A diminuicdo da umidade
relativa do ar observada entre 40 e 61 dias, combinada com as flutuacdes de
temperatura (Figura 3) pode também ter influenciado as respostas relacionadas
com a perda de 4gua através da transpiracdo, modificando a aparéncia das
plantas. Apos a reidratacdo, as plantas readquiriram a turgescéncia, sendo

observado o desenrolamento das folhas.

Umidade do solo (%)

Dias
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Figura 4. Umidade do solo em vasos de plantas de P. lanuginosa submetidas a
diferentes regimes de regas. (®) controle: suspenséao total da irrigacédo: (@) D1 déficit
hidrico por 60 dias; (0) D2 déficit hidrico por 90 dias. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica no nivel de p< 0,05 pelo teste de Tukey. As barras indicam o
desvio padrdo da média (n= 5). As setas indicam os dias de reidratacdo e R, as
plantas reidratadas.

A reducdo no conteudo relativo de agua foliar (CRAf) acompanhou os
decréscimos na disponibilidade de agua no solo, alcancando valores de CRAf
de 64,3% e 40,8% aos 30 e 60 dias, respectivamente para o tratamento D1.
Tais CRATf estiveram associados a valores de umidade do solo de 3,4 e 0,0%
no mesmo periodo. Quando o estresse se tornou mais severo, a diminuicdo de
agua nas folhas foi mais acelerada atingindo 18,7% aos 90 dias (Figura 6c),
embora com a retomada da rega, houve recuperacdo a niveis semelhantes ao
controle para D1 e D2 as 192 h apds a reidratacdo. A recuperacdo da
turgescéncia ocorreu gradualmente a partir da base para o apice da folha

promovendo a abertura das bordas foliares recém-enroladas.
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Figura 5. Aspecto das plantas de P. lanuginosa no experimento com: (a) controle com
hidratacdo plena; (b) 30 dias de déficit hidrico; (c) 60 dias de déficit hidrico; (d)
desidratada aos 90 dias; (e) 192 h apds a reidratagdo. Barra= 10 cm.

Acompanhando as mudancas observadas para o CRAf, o potencial
hidrico da folha (Ww) se tornou mais negativo nas plantas submetidas ao

estresse. A partir dos 20 dias, ocorreu decréscimo dos valores de Ww
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chegando a -4,1 MPa para D1 em 60 dias, sendo este valor restaurado
rapidamente, chegando a valores finais de -0,4 MPa as 192 h apés a
reidratacdo. No tratamento D2, as plantas apresentaram os valores mais baixos
de potenciais de agua até os 68 dias, que chegaram a -5,54 Mpa. A partir deste
ponto, ja ndo foi possivel realizar as medicbes em funcdo do estado de
desidratacdo das folhas. Apds a reidratacdo, houve recuperacdo gradual do
WPw atingindo média -3,08 e -0,7 MPa para D2 nos tempos de reidratacéo de 24

h e 192 h, respectivamente (Figura 6a).

O potencial osmatico foliar (Ws) também diminuiu significativamente
devido a intensificacdo do déficit hidrico, corroborando os resultados obtidos
para o potencial de agua. A figura 6b mostra a reducdo do potencial osmético
celular com valores de -0,78 MPa a -1,13 MPa, para o controle e D1 em 30
dias, respectivamente. Foram observados valores mais negativos aos 60 dias
para D1, atingindo -1,65 MPa no final de 64 dias de monitoramento. Em
medidas subsequentes, ndo foi possivel extrair o suco celular das folhas, o que
impediu a estimativa das medidas no final do estresse para D2. A partir dos 30
dias de avaliacao, foi notavel a diferenca estatistica entre os tratamentos (p <
0,05), correspondendo aos menores valores de potencial osmético nos
tratamentos de estresse quando comparados ao controle. Apds a reidratacao, o
Ws das folhas foi restabelecido gradualmente até atingir valores semelhantes
ao controle, sem diferenca significativa quando comparado com plantas

hidratadas.

Como a diminuicdo do CRAf e do potencial hidrico das plantas foi mais
acelerada apo6s os 40 dias de déficit hidrico, coincidindo com a diminuicdo da
umidade relativa do ar e aumento das temperaturas, é provavel que tenha
havido aumento da transpiracdo. Esse aumento na demanda transpiratéria
pode ter contribuido para a rapida diminuicdo da umidade do solo,
possivelmente diminuindo o gradiente de potencial de agua das folhas,
desencadeando a reducdo do potencial osmotico. A diminuicdo do Ws no
mesmo periodo pode ser atribuida ao aumento na concentragéo intracelular de
solutos e/ou a reducdo drastica da quantidade de agua nas células. Apos a

reidratacdo, quando a &gua tornou-se disponivel no solo novamente, houve
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restabelecimento dos niveis de agua nas células e recuperacdo do status

hidrico das folhas.
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Figura 6. (a) Potencial hidrico foliar (WYw); (b) potencial osmético foliar (Ws) e (c)
conteudo relativo de agua foliar (CRAf) de plantas de P. lanuginosa submetidas a
diferentes regimes de regas. (®) controle com suspensao total da irrigacdo: (@) D1
déficit hidrico por 60 dias; (o) D2 déficit hidrico por 90 dias. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica no nivel de p< 0,05 pelo teste de Tukey. As barras indicam o
desvio padrdo da média (n= 5). As setas indicam os dias de reidratacdo e R, as
plantas reidratadas.

4.2. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas das plantas de P. lanuginosa guardaram estreita
relacdo com a disponibilidade hidrica, apresentando reducfes significativas
durante o processo de dessecagcdo nos tratamentos D1 e D2 seguidas de
recuperagdo apods o retorno das regas, atingindo valores semelhantes aos das
plantas controle. A assimilacdo liquida de carbono (A) apresentou valores
maximos de 8,39 umol m? s para o tratamento controle, que se manteve
constante durante todo o experimento e diferindo significativamente dos
tratamentos de suspensédo de irrigacdo para D1 e D2. Nestes tratamentos de
restricdo hidrica, observou-se reducdo de 50% das taxas fotossintéticas apos
30 dias de suspensao das regas e valores proximos a zero a partir dos 48 dias
com taxas respiratOrias totais (respiracdo mitocondrial + fotorrespiracdo) de -
0.074 pmol m2 s e -0,053 pmol m2 s, respectivamente, aos 60 e 90 dias de

experimento (Figura 7).

Para D1 a recuperacdo da assimilacdo foi gradual, com valores 2,19
umol m2 st apés 24h (dia 61) e 7,91 umol m2 s apés 192 h (dia 68) apds a
retomada da irrigacao (Figura 7a). Mesmo ap6s 90 dias de suspenséo total das
regas e apresentando taxas de respiracdo no escuro por mais de 50 dias, as
plantas foram capazes de recuperar a fotossintese, apresentando taxas médias
de A de 1,8 pumols CO2 m? s ap6s 24 h de reidratacdo (CRAf 38,94%) e de
7,6 umols CO2 m2 s ap6s 192 h, sendo estes semelhantes aos das plantas

controle, demonstrando boa capacidade de recuperacéao.

Outro parametro afetado foram as taxas de transpiracdo (Figura 7b),
sendo observado decréscimo para os tratamentos de estresse apos os 20 dias,
embora tenham se mantido estaveis até os 32 dias. Apos esse periodo, houve

declinio consistente da transpiracéo foliar, atingindo valores minimos de 0,043
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umol m2 st em D1 e 0,032 umol m?2 s para D2, apés 40 dias de inducgéo do
déficit hidrico. O grupo exposto a hidratacdo plena manteve valores meédios de
taxas de transpiracdo acima de 1,73 pumol m? s e para as plantas em D1 e D2

os valores foram restaurados rapidamente apos a reidratacao.

Diferencas significativas foram igualmente observadas na condutancia
estomatica das folhas com valores a partir de 84.47 umol m2 s no tempo zero
para o tratamento controle, de 38,27 umol m=2 st aos 30 dias de suspenséo da
irrigacéo e 0,059 pumol m=2 st aos 60 dias para D1. Valores préximos de zero
(0,052 pmol m2 s1), também foram observados aos 90 dias para D2, com a
retomada da condutancia estomatica ocorrendo gradualmente apdés a
reidratagcédo (Figura 7c). Houve aumento na concentragéo interna de CO2 em
plantas sujeitas a seca a partir dos 35 dias, fato relacionado com a diminuigao
da taxa de fotossintese liquida (Figura 7d). O fechamento parcial dos
estbmatos ocasionado pela diminuicdo do CRAf, provavelmente, restringiu a
absorcao de CO2, causando um aumento da concentragdo no mesofilo durante
0 periodo de stress mais intenso para D1 e D2. Os valores deste parametro

também foram reparados apos o influxo de agua nas folhas.

A partir dos dados de assimilacéo e trocas gasosas foi possivel avaliar a
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) das plantas (A/gs). A EiIUA esta
diretamente ligada ao tempo de abertura dos estdmatos e a quantidade de CO:
que a planta absorve para a fotossintese, com a agua perdida para a atmosfera
por evapotranspiracdo, em funcdo do gradiente de potencial de agua, sendo
assim um bom indicador de possiveis limitacdes estomaticas a fotossintese. As
plantas de P. lanuginosa foram eficientes no uso da agua quando ele estava
disponivel para a engrenagem assimilatoria. Para o tratamento controle, como
ndo houve queda na assimilacdo, os valores médios permaneceram em torno

de 80,2 pmol mol* sem grandes flutuacdes durante o monitoramento.

Plantas submetidas aos tratamentos de restricdo de agua foram menos
eficientes no uso da agua a partir dos 34 dias, com diferencas evidentes e
valores de -2,57 umol mol?! (D1) e -0,58 pmol mol?! (D2) aos 60 e 90 dias,
respectivamente (Figura 7e).
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Figura 7. Trocas gasosas: (a) Assimilacdo liquida de carbono (A, umol m?2 s?); (b)
taxas de transpiracdo (E, pmol m?2 s1); (c) condutancia estomatica (gs, pumol m2 s?);
(d) concentragédo interna de CO, (Ci, pmol mol?); (e) eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A/gs); (f) fluorescéncia inicial (F0); (g) fluorescéncia méaxima (Fm) e (h) eficiéncia
fotoquimica do PSII (Fv/Fm) em plantas de P. lanuginosa submetidas a diferentes
regimes de rega. (®) controle com plantas hidratadas; suspensao total da irrigacdo: (o)
D1 déficit hidrico por 60 dias; (0) D2 déficit hidrico por 90 dias. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica em nivel de p<0,05 pelo teste de Tukey. As barras
indicam o desvio padrdo da média (n = 5). As setas indicam os dias de reidratacédo e
R, as plantas reidratadas.

Devido a restricdo na assimilacdo de carbono e diminuicdo na
condutancia causada pelo fechamento estomatico em estagios avancados do
estresse, as plantas, possivelmente, paralisaram a fotossintese e transpiracédo
como um mecanismo de defesa em detrimento do crescimento e ganho de
biomassa. Apés a reidratacdo, com a retomada da fotossintese e condutancia
estomatica, as plantas readquiriram a capacidade de usar a agua com maior

eficiéncia em niveis similares ao controle.

As alteracdes na emissédo de fluorescéncia da clorofila a, avaliadas por
meio dos parametros de fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm) e da eficiéncia
quantica potencial do fotossistema I, em folhas de P. lanuginosa sé&o
mostradas nas Figuras 7f, g, h. A suspensao total das regas para inducao do
processo de dessecacgao proporcionou significativos aumentos na emissao de
Fo nos tratamentos D1 (48,6%) e D2 (78,1%), ao final de 60 e 90 dias
respectivamente, em contraste com o0s valores médios obtidos para o
tratamento controle no mesmo periodo. Por outro lado, os valores de Fm
declinaram 51,4% para ambos tratamentos D1 e D2, ap6s 50 dias de déficit
hidrico, quando o CRAf atingiram 40,8%, a assimilacdo de carbono ja estava
paralisada e os teores dos pigmentos fotossintéticos (Figura 7A) ja
apresentavam as menores concentracdes observadas, indicando que mesmo

com um teor relativo de 4gua em niveis razoaveis, o estresse afetou o PSII.

A eficiéncia fotoquimica do PSII atingiu o maximo (0,823) em plantas do
tratamento controle, com diferencas significativas obtidas para os outros
tratamentos. Foi observado declinio da Fv/Fm a partir dos 38 dias, atingindo
0,567 para D1 aos 60 dias e 0,421 em D2 aos 90 dias de estresse. Os valores

refletem o desarranjo do aparato fotossintético, causado pelo severo estresse
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hidrico ao qual as plantas foram submetidas. Nao obstante, o retorno das regas
apos 60 e 90 dias permitiu a maxima recuperacdo de Fv/Fm das plantas quando

comparadas ao controle.
4.3. Pigmentos Fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos clorofila a e b de folhas de P. lanuginosa
diminuiram consideravelmente resultando em reducédo dos niveis de clorofila
total em relagcdo ao controle, apés 30 dias de imposicdo de déficit hidrico
(Figura 8a, b). Os decréscimos foram da ordem de 57,2% nos valores de
clorofila a aos 60 dias para D2 e 88,1% aos 90 dias. Diminuicdo similar foi
obtida para o teor de clorofila b contrastando com os valores obtidos para o
controle (1,18 mg g* MS em TO0) e déficit hidrico (tratamentos D1 = 0,49 mg g
MS aos 60 dias e D2 = 0,34 mg g* MS aos 90 dias).

A recuperacéo e sintese de novas clorofilas apds a reidratacdo ocorreu
gradualmente, atingindo valores semelhantes ao controle quando o CRAf
estava proximo de 85,0%, aos 98 dias (Figura 8c). Além disso, foi possivel
perceber que a recuperacdo foi mais lenta, quanto mais intenso foi o déficit
imposto, fato que provavelmente influenciou as taxas de assimilagdo durante a

reidratacéo.

O teor de -carotendides totais oscilou durante os experimentos,
aumentando significativamente a partir dos 30 dias para D1 e D2 até os 68
dias, valores que decresceram rapidamente para D1 com a reidratacéo e para
D2 aos 68 dias. Com a intensificacdo do estresse ocorreu continuo incremento
de carotendides (49,8%) ap6s 68 dias (Figura 8d), quando comparado ao

controle.
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Figura 8. Pigmentos fotossintéticos: (a) teores de clorofila a (mg.g!' MS); (b) de
clorofila b (mg.g* MS); (c) de clorofila total (mg.g* MS) e (d) carotendides totais (mg.g*
MS) em plantas de P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de rega. (e)
controle hidratado; suspenséo total da irrigacdo: () D1 déficit hidrico por 60 dias; (o)
D2 déficit hidrico por 90 dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica em nivel
de p=<0,05 pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrdao da média (n=5). As
setas indicam os dias de reidratacdo e R, as plantas reidratadas.

4.4. Carboidratos soluveis e amido

O conteudo de carboidratos soluveis totais também foi influenciado pela
supressdo hidrica ao longo do experimento. Como observado para 0s
parametros fisioldgicos, o teor de carboidratos do tratamento controle diferiu
significativamente dos outros tratamentos, apds 60 dias de suspensao da rega.
Devido a reducédo do CRATf (cerca de 40%) e potencial hidrico, houve acumulo
gradual de carboidratos, atingindo valores de 76,5 e 126,8 mg.gMS
respectivamente, com aumento de 1,8 vezes e 2,9 vezes para D1 e D2 em

relacdo ao controle, no mesmo periodo (Figura 9a). Resultados semelhantes
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foram obtidos para as raizes, com aumento de 2,8 vezes mais carboidratos
soltveis acumulados aos 90 dias de inducédo do estresse (Figura 9d). Com o
influxo de 4gua da reidratacdo e, consequente aumento no CRAf, o contetdo
total de carboidratos solluveis de folhas e raizes decresceu, atingindo valores

préximos ao controle.

O processo dessecativo também promoveu aumento no teor de
acucares redutores nas folhas, com valores de 44,2 mg.g*MS em 60 dias, o
que corresponde a 3,0 vezes mais em comparacdo com a meédia de controle,
que foi de 14,6 mg.g'MS (Figura 9b). Além disso, houve diminuicdo
progressiva nos valores de D2 em 90 dias, atingindo 28,4 mg.g*MS, o que
provavelmente pode estar relacionado com um mecanismo de ajuste osmatico.
No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos para o

teor de carboidratos redutores nas raizes (Figura 9e).

As plantas mantidas sob irrigacdo diaria ndo mostraram grandes
oscilacbes quanto ao teor de amido foliar. Diminuicéo drastica no teor de amido
foi detectada para D1 e D2, atingindo valores proximos de zero aos 50 dias. Na
reidratacdo, a sintese de amido foi retomada apds 68 e 98 dias, porém em
niveis muito inferiores aqueles encontrados nas plantas do controle (Figura 9c).
Raizes de plantas de P. lanuginosa apresentaram pouca quantidade de amido,
quando comparadas as folhas. Durante o experimento, ndo houve grandes
mudancas no teor de amido das raizes, embora tenha sido observada
diferenca significativa com redugéo aos 61, 90 e 91 dias de monitoramento
(Figura 9f).
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Figura 9. Teor de carboidratos sollveis: (a-d) carboidratos sollveis totais (mg.g*MS);
(b-e) acucares redutores (mg.g*MS) e (c-f) amido (mg.g*MS) em folhas e raizes de
plantas de P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de rega. (e) controle
hidratado; suspenséo total da irrigacéo: (@) D1 déficit hidrico por 60 dias; (o) D2 déficit
hidrico por 90 dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica em nivel de p< 0,05
pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrdo da média (n= 5). As setas
indicam os dias de reidratacdo e R, as plantas reidratadas.

As analises quantitativas de carboidratos por HPAEC/PAD revelaram
aumento gradual de glicose nas folhas submetidas a dessecacdo para D1 e
D2, com valores de 31,6 mg.g*MS para este ultimo apés 61 dias e aumento de
5,1 vezes em relacdo ao controle (Figura 10a). A partir dos 68 dias, ocorreu

diminuicdo do teor de glicose com nenhuma diferencga significativa entre os
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tratamentos até ao fim das medi¢cdes. Para as raizes, houve um incremento
nos niveis de glicose apds os 60 dias, embora com diferencas significativas
somente apos os 68 dias em D2 (Figura 10d).

O aumento no teor de frutose nas folhas foi semelhante ao da glicose ao
longo do mesmo periodo (Figura 10b). Para as plantas mantidas em hidratacao
constante, os resultados diferiram estatisticamente entre os 60 e 68 dias de
monitoramento, quando comparados com D1 e D2. Para este ultimo, ocorreu
aumento de 2,4 vezes (18,2 mg.g* MS) aos 61 dias em comparagdo com
plantas hidratadas. Apos este periodo, a quantidade de frutose declinou para
ambos os tratamentos, embora para D1, aos 62 dias essa diminuicdo tenha
sido observada 48h apds a reidratacdo, e para D2 essa diminuicdo ocorreu
independente da reidratacdo. Nas raizes, ndo foram observadas diferencas
significativas no teor de frutose (Figura 10e), apesar de valores reduzidos

terem sido detectados em 68 e 90 dias ap0ds a inducado da seca.

O teor de sacarose das folhas variou significativamente aos 60 dias de
estresse (Figura 10c), com um aumento substancial de 2,7 vezes aos 68 dias
para D2, em comparagdo com o controle. Este aumento coincidiu com a
reducdo gradual dos niveis de glicose e frutose (CRAf abaixo de 30%),
indicando possivel mecanismo de osmoprotecdo, no periodo de seca mais
drastica. As raizes apresentaram valores mais elevados de sacarose do que as
folhas, com aumento gradual a partir de 60 dias nos tratamentos de déficit
hidrico. Em ambas, folhas e raizes, a quantidade de sacarose diminuiu
significativamente ap0s a reidratacéo, atingindo valores semelhantes aos do

controle (Figura 10f).
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Figura 10. Teor de mono e oligossacarideos analisados por HPAEC/PAD: (a-d)
glicose (mg.g*MS); (b-e) frutose (mg.g*MS) e (c-f) sacarose (mg.g*MS) em plantas de
P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de rega. (e) controle hidratado;
suspenséo total da irrigacdo: (@) D1 déficit hidrico por 60 dias; (o) D2 déficit hidrico por
90 dias. Letras diferentes indicam diferenga estatistica em nivel de p<0,05 pelo teste
de Tukey. As barras indicam o desvio padrdo da média (n= 5). As setas indicam os
dias de reidratacdo e R, as plantas reidratadas.
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4.5. Prolina livre

Os niveis de prolina livre mantiveram-se estaveis para as plantas
irrigadas diariamente durante as avaliagdes. No tratamento D2 ocorreu
aumento da quantidade de prolina nas folhas, com diferencas significativas a
partir dos 30 dias, e incremento de 2,4 vezes aos 60 dias (14,0 umoligMS) e
de 3,5 vezes aos 61 dias (15,2 pmol'gMS) gquando comparados aos
respectivos controles. Essas diferencas foram mantidas até os 90 dias, mas
declinaram com a reidratacdo, se aproximando dos apresentados para as

plantas do controle (Figura 11a).
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Figura 11. Teor de prolina (umol? g MS) das folhas (a)e das raizes (b)em plantas de
P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de rega. (®) controle; suspenséo total
da irrigacdo: (o) D2 déficit hidrico 90 dias; Letras diferentes indicam diferenca
estatistica em nivel de p<0,05 pelo teste de Tukey. As barras indicam o desvio padrao
da média (n=5). A seta indica o dia de reidratacdo e R, as plantas reidratadas.

A quantidade de prolina das raizes foi menor que a encontrada para as
folnas em todos os tratamentos (Figura 11b). Assim como observado para as
folhas, houve pequeno incremento nos valores de prolina para as raizes em D2

no periodo de 60 a 68 dias, que foram reduzidos logo apos a reidratacao.

4.6. ABA enddgeno

A concentracdo de ABA enddégeno foliar em plantas de P. lanuginosa
diferiu significativamente entre os tratamentos (p= <0,05), a partir dos30 dias

de inducéo do estresse.
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Figura 12. Contetido de ABA enddgeno (ng.g? MF) em folhas (a) e raizes (b) em
plantas de P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de rega. (e) controle;
suspensdao total da irrigacdo: (@) D1 déficit hidrico 60 dias; (o) D2 déficit hidrico 90
dias; Letras diferentes indicam diferenga estatistica em nivel de p<0,05 pelo teste de
Tukey. As barras indicam o desvio padrdo da média (n= 5). As setas indicam os dias
de reidratacdo e R, as plantas reidratadas.

Plantas sujeitas a seca severa em D1 e D2 aumentaram em 2,8 e 3,2
vezes seus teores de ABA, respectivamente, quando comparadas com as
plantas do controle. Diferenca mais expressiva foi detectada em 60 dias para
D2, com um valor 5,3 vezes maior (27,4 ng.g! MF) do que nas plantas
mantidas sob hidratacdo constante. Apos 24h de reidratacdo, para as plantas
de ambos os tratamentos, os teores de ABA diminuiram rapidamente,
retornando aos valores encontrados nas plantas irrigadas (Figura 12a).
Aumento dos niveis de ABA também foi observado em 90 dias para D2, com

um aumento de 2,0 vezes, valor que s6 foi reduzido 192h apds a reidratacao.

As plantas de P. lanuginosa acumularam menor quantidade de ABA nas
raizes quando comparado as folhas, mantendo valores regulares para o
tratamento irrigado em todo o experimento. Em tratamentos de desidratacéo,
diferencas consideraveis ocorreram somente apos 60 dias, com pequeno
acréscimo no teor para D1 e D2 que foi reduzido apos a reidratacdo, embora

sem diferenca estatistica entre eles (Figura 12b).
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4.7. Composicao da Parede celular

O teor de carboidratos totais presentes nas paredes celulares brutas de
folhas P. lanuginosa submetidas a diferentes regimes de regas ficou ao redor
de 20-25% em plantas controle ou submetidas a dessecacéo por 60 ou 90 dias.
Em contraste, apos a reidratacdo, a quantidade de carboidratos nas folhas foi
reduzida para cerca de 17% em plantas submetidas a supresséao hidrica por 60
ou 90 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao glicosidica de paredes celulares brutas de folhas de P.
lanuginosa submetidas a desidratacao e reidratacéo por diferentes periodos.

Porcentagem molar (%)
TO D1 R1 D2 R2
(O dias) (60 dias) (68 dias) (90dias) (98 dias)

Contelido de

carboidratos 22,9 26,5 17,5 27,1 17,4
Monossacarideo
Arabinose 14,0 154 14,6 15,3 13,0
Ramnose - - - - -
Fucose - - - - -
Xilose 83,4 80,8 82,1 83,1 85,5

Acido glucurénico - - - - -

Acido galacturénico - - - - -

Manose - - - - -
Galactose 0,5 0,7 0,6 0,4 0,4
Glucose 2,1 3,0 2,6 1,2 1,1

- ndo detectado

A analise da composicéo dos polissacarideos nado celuldsicos presentes
nas paredes celulares brutas de folhas revelou xilose como monossacarideo
predominante, perfazendo mais de 80% dos monossacarideos encontrados.
Arabinose foi 0 segundo acucar mais abundante,representando cerca de 15%,
seguida de glicose e galactose com menos de 4% (Tabela 1).

7

Essa proporcdo de monossacarideos € indicativa da presenca de um
arabinoxilano como principal polissacarideo ndo celulésico em folhas de P.

lanuginosa. A razdo arabinose/xilose encontrada em folhas antes da
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dessecacao (0,16) aumentou nas folhas submetidas ao déficit hidrico aos 60
(0,19) e 90 dias (0,18), sugerindo a presenca de moléculas mais ramificadas
com arabinose nas plantas dessecadas. A reidratacdo das plantas mantidas
com supressao de rega por 60 e 90 dias fez com que a proporcao de arabinose
fosse reduzida para 0,17 e 0,15, respectivamente, indicando reducdo na

substituicao do arabinoxilano por efeito da hidratagao.

A andlise de ligacdo glicosidica confirmou a presenca de um
arabinoxilano 4-ligado (alta proporcdo de residuos 4-Xyl) como principal
hemicelulose encontrada nas paredes celulares de folhas da espécie e mostrou
gue esse polissacarideo € substituido nas posicbes O-2, O-3 e O-2, 3 por
residuos de arabinose, conforme deduzido pelas propor¢des de residuos 2,4-
Xyl, 3,4-Xyl e 2,3,4-Xyl encontrados (Tabela 2). A reducdo na substituicdo por
arabinose apds a hidratacdo de folhas dessecadas € sugerida pelos dados
apresentados na Tabela 1 e consistente com a diminuicdo na proporcdo dos
residuos 3,4-Xyl e 2,3,4-Xyl observada pela analise de composicao glicosidica.
Aparentemente a reducdo de substituicdo ocorre nos residuos que sao

substituidos na posicdo O-3 e simultaneamente nas posi¢des O-2 e 3.

Arabinanos O-4 e O-5 ligados também compdem a fracdo de acucares
da parede celular, conforme sugerem as proporcdes de residuos 4-Ara e 5-Ara,
porém em quantidades bem menores que os arabinoxilanos. Como a andlise
de ligagédo glicosidica é feita com hidrolise bem mais drastica que a usada para
a andlise de composicéo glicosidica, na Tabela 2 também séo apresentados os
valores de 4-Glc, que se referem aos residuos encontrados na celulose.
Embora tenha sido observada variacdo nos valores encontrados, as alteracdes
nas proporc¢des de celulose ndo puderam ser relacionadas com o0s eventos de

dessecacéo e reidratagao.
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Tabela 2. Ligacdes glicosidicas encontradas em paredes celulares brutas de
folhas de P. lanuginosa submetidas a desidratacéo e reidratacéo por diferentes

periodos.
Porcentagem molar (%)
Ligacéo TO D1 R1 D2 R2
(O dias) (60 dias) (68 dias) (90 dias) (98 dias)
t-Araf 7,9 10,2 7,7 8,9 9,1
t-Arap 2,4 2,6 2,4 2,6 3,2
2-Araf 0,9 1,0 1,6 1,3 -
t-Glcp 1,6 2,8 0,7 0,6 1,1
3-Araf 0,9 - - - -
t-Galp <0,1 0,2 0,4 0,6 <0,1
4-Arap or 5-Araf 1,8 1,5 2,8 2,6 0,7
4-Xylp 60,9 60,1 51,0 49,9 69,7
3-Glcp 0,2 0,2 - - -
2,4-Xylp 4,5 4,7 51 5,5 6,0
3,4-Xylp 12,0 12,0 12,2 13,0 6,0
3,4-Galp 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2
3,4,6-Glcp - - 0,3 0,3 -
2,3,6-Glcp - - 2,2 - -
2,4-Glcp 0,3 - 0,5 0,3 -
4,6-Galp 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
2,3,4-Xylp 6,0 4,0 13,6 14,7 3,4
4-Manp* (1,4) (0,9) (1,6) (1,4) (0,6)
4-Glcp** (64,1) (68,7) (61,3) (63,7) (74,6)
2,4-Rhap* - (0,2) - (0,3) -
* monossacarideos ndo detectados pela analise de composicdo glicosidica; ** ligacédo

correspondente a celulose.



45

4.8. Morfologia interna das folhas

A anatomia de folhas hidratadas e desidratadas de P. lanuginosa é
mostrada na figura 13. A estrutura do limbo foliar € composta pela epiderme
adaxial (ead), hipoderme (hp), feixes vasculares (fv), tecido parenquimatico (p)
e epiderme abaxial (eab). A epiderme adaxial é unisseriada, formada por
células com paredes espessadas, que se mostram de tamanhos e formatos
diferentes, recobertas por cuticula espessa. A epiderme abaxial é formada por
células que exibem paredes mais espessas que as da epiderme adaxial,
presenca de cuticula com impregnacao de ceras e estbmatos (seta).

Figura 13. Anatomia foliar de plantas deP. lanuginosa mostrando folha hidratada (A e
B) e desidratada (C e D). Epiderme adaxial (ead), hipoderme (hp), feixes vasculates
(fv), tecido parenquimatico (p) e epiderme abaxial (eab). As setas (4) indicam a
degradacéo dos feixes vasculares e a posicao dos estdmatos em A-C e o dobramento
das paredes celulares em D; Os asteriscos (*) mostram os espacos celulares
presentes entre as células parenquimaticas de plantas hidratadas em B. As cabecas
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de seta (4) indicam os cloroplastos presentes na periferia das células em B e o
citoplasma polarizado com aparente vacuolizacdo em D. Barra: 10 um (A e C) e 20 um
(B eD).

Na folha hidratada (Figura 13A), observa-se que a hipoderme é
composta por camadas de células volumosas e os feixes vasculares, com
bainha de feixe esclerenquimética, apresentam-se integros. Os feixes
vasculares (A e C) séo colaterais fechados e apresentam extensdo de bainha
de feixe que se estende da hipoderme a epiderme abaxial. Em maior aumento
na Figura 13B, nota-se que as células parenquimaticas préximas a hipoderme
sdo alongadas, assemelhando-se a um parénquima clorofiliano palicadico,
porém, com palicadas irregulares. A medida que estas células se distanciam
das camadas superiores, vdo se tornando arredondadas, apresentando
cloroplastos por toda a periferia (cabeca da seta); as células parenquimaticas
proximas a epiderme abaxial apresentam formato irregular e s&o

interespassadas por lacunas de ar (*).

Na folha desidratada (Figura 13B), a superficie adaxial do limbo
encontra-se ondulada, as células da hipoderme apresentam-se menos
volumosas e os feixes vasculares parecem apresentar sinais de degradacéo
(setas). Em maior aumento na Figura 12D, nota-se que as paredes celulares da
hipoderme exibem sinais claros de dobramento (seta), as células
parenquimaticas encontram-se justapostas e ndo possuem cloroplastos
aparentes; ao invés disso, parecem apresentar citoplasma polarizado, com

suposta vacuoliza¢do nas extremidades das células (cabeca da seta).
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5. DISCUSSAO
5.1. Desidratacao

Os resultados demonstram que plantas de P. lanuginosa exibem grande
atraso na desidratacdo dos tecidos vegetativos quando comparada a perda de
umidade do solo e toleram dessecacao intensa por longo periodo (mais de 90
dias). Este processo ocorre de forma similar, embora mais lenta, ao de muitas
plantas tolerantes a dessecacdo ja estudadas. Neste estudo, as plantas
sustentaram status hidrico razoavel até os 34 dias em média (CRAf superior a
60%), mantendo atividades fotoquimicas satisfatorias, sem danos drasticos aos

processos assimilatorios e metabolicos.

A partir dos 40 dias, o decréscimo mais acentuado do CRAf e Ww nos
tecidos, associado a diminuicdo da umidade relativa e aumento da incidéncia
de radiacdo UV, foi acompanhado por alteracbes morfolégicas externas
observadas nas folhas. Houve diminuicdo da area foliar, ocasionada pelo
enrolamento das bordas em dire¢do a nervura central. Essa resposta inicial de
alteracdo morfolégica foi determinante para a reducdo da transpiracdo com o
fechamento estomatico e controle da temperatura interna foliar, além de se
constituir em um mecanismo de defesa para evitar danos causados pela
intensa radiacéo (Silva & Arrabaca, 2004). Em plantas de Barbacenia purpurea,
o enrolamento foliar foi um dos primeiros sinais visuais de alteracdo na

turgescéncia das folhas submetidas ao déficit hidrico (Suguiyama et al., 2014).

Os valores decrescentes do CRAf e potencial hidrico (Ww), juntamente
com a diminuicdo do potencial osmoético (Ws) das folhas de forma gradual,
evidenciam que a tentativa de evitar a rapida perda de agua pode ter sido
eficiente devido ao acumulo transitério de osmolitos nas células. Essa
estratégia possibilita a manutencéo da integridade celular pela substituicdo da
agua perdida por substancias osmoticamente ativas e por conferir a protecao
de estruturas. Nos estagios intermediarios da dessecacdo (40-60 dias), a
manutencdo do CRAf superior a 50% aos 30 dias e proximo aos 40% aos 60
dias, possivelmente, auxiliou a manutengédo das taxas assimilatérias até os 50
dias, contribuindo para a sintese ou reconversdo de carboidratos para 0s

processos de preparacao para as fases mais avancadas da dessecacéo.
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As trocas gasosas em P. lanuginosa guardaram estreita relagdo com a
disponibilidade de &4gua no solo, com redugdes significativas na condutancia
estomatica, transpiracdo e consequentemente na fotossintese. Apés 30 dias de
suspensao das regas, quando a umidade do solo ja era de 3,4%, as taxas de
assimilacdo liquida do carbono (A) apresentavam 50% de redugcdo. Os
resultados demonstram que as limitacbes estomaticas, evidenciadas pelos
baixos valores de gs e reforcadas pela razdo A/gs, foram as principais
responsaveis pelos aumentos na concentracdo interna de CO2 e diminuicdo da
fotossintese, como resposta de curto prazo ao déficit hidrico impostos as

plantas.

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) foi também fortemente
influenciada pela diminuicdo da gs oriunda do fechamento estomatico nas
plantas submetidas ao déficit hidrico. A reducédo drastica do CRAf apds os 60
dias e a limitagdo de CO2 podem ter influenciado as atividades da Rubisco,
alterando as taxas fotossintéticas. Warren (2008) cita que a gs € um fator
limitante para a EIUA em plantas sob restricdo hidrica, ja que taxas de gs

diminuidas resultam em capacidade fotossintética alterada, afetando a EiUA.

Os danos fotoquimicos sugeridos sédo sustentados pelos resultados de
fluorescéncia da clorofila a. O aumento significativo de Fo e a diminuicdo da Fm
até o 42° dia de imposicdo da seca podem ser atribuidos as mudancas
estruturais nos pigmentos antena, dissociacdo na coleta de luz e a inibicdo da
transferéncia de elétrons da Qa para Qs, 0 que indica que houve dano na
proteina D1 do centro de reacdo do PSIl (Dias & Marenco, 2006; Rakic et al.,
2015). De fato, os aumentos em Fo e redugbes em Fm, acompanharam as
reducBes no contetdo de pigmentos fotossintéticos, demonstrando um claro
desacoplamento do aparato fotoquimico em resposta ao déficit hidrico. Os
decréscimos da Fm em D1 (51.44%) e D2, ao final de 60 dias de déficit hidrico
associados aos aumentos do conteldo de carotenoides, sugere também a
ocorréncia de dissipacdo nao-fotoquimica. Assim, 0 excesso de energia
absorvida pela folha € drenado para carotendides do ciclo da xantofila que a
dissipa na forma de calor, protegendo o PS Il contra possiveis danos oxidativos
causados pela radiacdo solar plena (Demmig-Adams & Adams, 1992;
Lawlor&Cornic, 2002; Galmés et al., 2007).
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Assim, € provavel que o aumento da intensidade do déficit hidrico no
solo tenha causado fotoinibicdo nas plantas de P. lanuginosa, alterando a
eficiéncia quantica do PSIl (FW/Fm) para os tratamentos D1 e D2. Sugere-se
que, a regulacdo negativa dos rendimentos quanticos eficazes entre o PSI e
PSIl reduziu severamente o rendimento quantico maximo, paralisando a
assimilacao, da fase intermediaria até a fase final do estresse (90 dias e CRAf<
20%), demonstrando que a fotoinibicdo foi também um importante fator
limitante do transporte de elétrons nas fases mais drasticas da dessecacéao.
Wang et al. (2013) também sugeriram que o estresse hidrico severo pode
reduzir o transporte de elétrons causando fotoinibi¢cdo, quando a energia da luz
absorvida pela folha excede o consumo utilizado na fotossintese para a
assimilacdo de carbono. Em plantas tolerantes a dessecacao como Haberlea
rhodopensis (Peeva & Cornic, 2009), Ramonda serbica e Ramonda nathaliae
(Rakic et al., 2015) também foi observada fotoinibicdo induzida por um
pronunciado declinio na Fv/Fm.

O excesso de luz pode causar o aumento da temperatura foliar
causando danos ao o PSII, que parece ser mais sensivel ao calor. Supde-se
que o aumento da temperatura ocasione, primeiramente, o blogueio dos
centros de reacdo do PSIl e, em seguida, cause a dissociacdo do complexo
proteina-pigmentos da antena do aparato coletor de luz do PSIl. Essa
dissociacdo pode estar relacionada a separacdo de fases dos lipidios
formadores das membranas dos tilacéides ou, ainda, ser consequéncia do
estresse oxidativo, que causa inativacdo de enzimas, descoloracdo de

pigmentos e peroxidagéo de lipidios (Araujo & Diminicis, 2009).

A degradacdo de clorofilas de forma mais lenta e gradual até a fase
intermediaria do processo de dessecacdo (60 dias) parece ser uma estratégia
importante para a manutencdo das plantas de P. lanuginosa, funcionando
como um mecanismo de protecdo para a manutencdo da estabilidade do
aparato fotossintético durante a reidratacdo. Além disso, a manutencdo do
CRATf (acima de 45%) até os 42 dias pode ter favorecido a manutencdo das
taxas de assimilacdo em niveis positivos no mesmo periodo. Nos estagios mais
avancados do déficit hidrico (90 dias), o decréscimo de clorofilas a, b e totais

ocorreu mais rapidamente quando o CRAf estava abaixo de 20% e a
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assimilacdo ja estava em valores proximos a zero, indicando a estreita
correlacdo entre a velocidade da perda de agua e da degradacdo dos
pigmentos, quando ndo havia assimilagéo de carbono.

A perda da maior parte das clorofilas, paralelamente ao aumento do
conteudo de carotenoides, a partir dos 30 dias, € um mecanismo preventivo
importante a absorcao excessiva de luz por folhas com baixo conteudo relativo
de 4&gua, evitando assim danos foto-oxidativos. Plantas tolerantes a
dessecacdo apresentam muitas estratégias de protecdo contra danos
fotoquimicos, como o dobramento foliar e o consequente empilhamento dos
cloroplastos para a protecdo das clorofilas, acumulo de carotenodides e
antocianinas e aumento nos mecanismos de eliminacdo de ROS (Farrant,
2000; Farrant et al., 2003; Péli et al., 2012), que desempenham um papel
significativo na protecdo do PSIl e na preservacdo da integridade das
membranas (Deng et al., 2003). No nosso estudo, alguns destes mecanismos
protetores possivelmente ajudaram as plantas a sobreviverem ao déficit hidrico

severo.

A correlagdo negativa significativa encontrada entre o aumento de
carboidratos soluveis e a diminuicdo do CRAf em plantas submetidas ao déficit
hidrico pode sugerir mecanismo de ajustamento osmaotico em folhas e raizes
de P. lanuginosa. Em 60 dias, esse incremento ocorreu em funcdo da
concentracdo de acucares pré-existentes nos tecidos ou pela sintese de novos
solutos compativeis, como possivel mecanismo relacionado ao efeito da perda
de agua, o que estad de acordo com o declinio do potencial osmético celular

observado no mesmo periodo.

O incremento transitorio de glicose e frutose nas folhas, na etapa
intermediaria do déficit hidrico, pode ser resultante da hidrélise do amido, cuja
quantidade diminiu a partir do 38° dia, e/ou da liberacdo de monossacarideos
em decorréncia da hidrolise da sacarose. Para a planta africana Sporolobus
stapfianus, o acumulo foliar de glicose e frutose foi demonstrado em varios
compartimentos celulares nos estagios iniciais da dessecacao, desaparecendo
posteriormente, devido a sua utilizagdo como precursores para a sintese de
sacarose (Hoekstra et al., 2001; Martinelli, 2008; Griffiths et al., 2014).
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Nos estagios finais da dessecacdo, 0 aumento substancial de sacarose
nas folhas e raizes de P. lanuginosa, refor¢cado pela correlacdo negativa com a
diminuicdo do CRAf, evidencia sua importancia como carboidrato majoritario
presente nos tecidos desidratados de plantas tolerantes a dessecacdo, como
anteriormente demonstrado para outras espécies revivescentes (Farrant, 2000;
Moore et al.,, 2007; Farrant et al. 2015). A sacarose atua estabilizando as
células durante a secagem, interagindo com macromoléculas e membranas,
alterando a fluidez do citoplasma em um processo reversivel caracterizado pela
vitrificacdo celular, além de contribuir para o ajustamento osmoético (Peters et
al., 2007; Farrant et al., 2009).

Os altos niveis de sacarose detectados nas folhas e nas raizes de P.
lanuginosa podem estar associados a degradacdo de amido ou da reconversao
da glicose + frutose, desempenhando um papel significativo na tolerancia a
dessecacdo. Nas folhas, o incremento desse acucar é caracteristico das
Ultimas etapas de protecdo celular para o processo de anabiose, ocorrendo
normalmente em CRAf abaixo de 60% ou ainda, em alguns casos, abaixo de
20%, como enfatizado por Toldi et al. (2009).

No caso das raizes de P. lanuginosa, é possivel que a sacarose seja
oriunda do amido, que se acumula em parte nos tecidos radiculares de reserva,
desempenhando papel importante no controle do status hidrico da planta. Isto €
especialmente importante nas condi¢cdes de solo de campos rupestres, que
podem variar de areia (solos bem drenados) a rochas expostas (solos duros),
impedindo o desenvolvimento de biomassa radicular subterranea (Alcantara et
al., 2015).

Véarios estudos relatam a importancia da sacarose e outros
oligossacariseos da familia da Rafinose (RFOs) no metabolismo de
osmorregulacdo e protecdo celular durante a desidratacdo de espécies
tolerantes a desidratacdo (Farrant et al., 2012; Dinakar & Bartels 2013; Elsayed
et al., 2014). A auséncia de oligossacarideos da série da rafinose em plantas
de P. lanuginosa reforca a sugestdo que a sacarose atua como principal
carboidrato osmoticamente ativo. Em contraste, o aumento de rafinose,

estaquiose e verbascose foi descrito como um importante mecanismo de
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ajustamento osmoético para a planta revivescente Barbacenia purpurea durante
a dessecacao (Suguiyama et al., 2014), indicando a ocorréncia de respostas
espécie-especificas em relacdo a elevacdo de acucares osmoticamente ativos

em espécies tolerantes a dessecacéao.

Importante ressaltar que a remoc¢ao de acucares redutores e aldoses,
gque em quantidades elevadas podem levar a formacdo de ROS através de
reacbfes de Maillard (Walters et al.,, 2002) e a substituicio da &agua e
estabilizacdo de estruturas celulares configuram significativa contribuicdo dos
RFOS a osmoprotecdo (Hoekstra et al., 2001). Além disso, oligossacarideos
acumulados durante a dessecacdo sao rapidamente mobilizados durante a
reidratacdo, provavelmente servindo como fonte de energia e esqueletos de
carbono para a reparacéo e recuperacao dos tecidos.

A funcao de estabilizacdo celular e de evitar o decréscimo rapido de
agua dos tecidos nos periodos iniciais e intermediarios do déficit hidrico nas
folhas pode ter sido exercido também pela prolina. O acumulo iniciado aos 30
dias e mantido até os 90 dias nas folhas desidratadas de P. lanuginosa pode
ter contribuido para a diminuicdo do potencial osmético (Ws). A prolina atua
como reserva de nitrogénio para sintese de enzimas especificas, agindo como
chaperona molecular, estabilizando estruturas proteicas e auxiliando na
protecdo celular contra o acumulo de ROS (Vicré et al., 2004; Willigen et al.,
2004; Krasensky & Jonak, 2012). Durante a desidratacdo da planta tolerante
Eragrostis nidenses, o acumulo de prolina em pequenos vacuolos na bainha do
feixe vascular e no citoplasma contribuiu para a regulacdo osmotica e
estabilizacdo celular, reduzindo a tensdo mecanica durante a reidratacao
(Willigen et al., 2004).

As repostas integradas observadas em plantas de P. lanuginosa e
induzidas pela dessecacdo provavelmente foram mediadas pela sinalizacdo e
aumento de ABA nos tecidos. O aumento desse hormdnio, detectado em 30
dias para D1 e D2 (Us 3,4% e 5,7%, respectivamente), momento que as
plantas ndo sofriam com danos fisiol6gicos e bioquimicos severos visiveis,
reforcam a importancia da interacdo raiz-parte aérea, antecipando a

preparacao para a falta de agua nos tecidos. O menor teor de ABA encontrado
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nas raizes pode indicar a mobilizacdo para as folhas durante a fase inicial e
intermediaria do déficit hidrico (CRAf 60-40%), induzindo os tecidos da parte
aérea aos varios ajustes metabdlicos observados no presente estudo. Como
observado para P. lanuginosa, em plantas de Sporolobus stapfianus, o teor de
ABA nas folhas também ndo aumentou nos estagios finais da dessecacéo,
atingindo o pico aos 40% de CRAf (Gaff & Loveys, 1993).

O ABA atua como sinalizador inicial para eventos metabdlicos
especificos necessarios para a tolerancia a dessecacéo (Scoot, 2000, Dinakar
et al., 2012) destacando-se o controle estomatico (Harb et al., 2010; Blum,
2011), a degradacéo de clorofilas (Islam et al., 2013), o ajustamento osmatico
por meio do acumulo de solutos compativeis (Mitra et al., 2013), a transducao
de sinais para sintese proteica e de outras moléculas e a interagdo com outros
reguladores vegetais (Bartels, 2005; Gaff & Oliver, 2013; Griffiths et al., 2014).
Sinalizacdo dependente do aumento de ABA foi demonstrada em folhas de
Boea hygrometrica, influenciando a sintese de galactinol e oligossacarideos da
série da rafinose (Mitra et al., 2013). Em Haberlea rhodopensis, a ativa
participacdo do acido jasmoénico, do acido salicilico, das citocininas e das
auxinas em resposta a desidratacéo foi dependente do aumento de ABA nos
tecidos (Djilianov et al., 2013).

A parede celular de plantas de P. lanuginosasdo compostas
essencialmente por arabinoxilanos que sao as hemiceluloses predominantes
em grande parte das monocotiledéneas. O aumento dos polimeros que contém
mais arabinose nas paredes e sua remodelagem apdés a reidratacdo indica que
estes podem atuar aumentando a flexibilidade das paredes celulares durante a
dessecacdo. Segundo Moore et al. (2013), os arabinoxilanos funcionam como
“platicizers”, atuando como dispersantes adicionados a misturas de polimeros
para aumentar a plasticidade e/ou a fluidez do material com funcdo de
estabilizacdo mecénica. Além disso, o dobramento da parede -celular
observado nas plantas de P. lanuginosa € parcial e pode estar relacionado com
0 padrao de enrolamento das bordas foliares, que se direcionam do centro para

a superficie adaxial.
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Em estudo com bromélias do género Aechmea (Ceusters et al., 2008),
foi relatado que os glucoronoarabinoxilanos (GAXs) foram os polissacarideos
ndo-celulésicos mais abundantes nas paredes celulares e sua estrutura esteve
fortemente relacionada a maior resisténcia das paredes do clorénquima. Os
autores enfatizam que cadeias de xilose que apresentaram menor substituicdo
por polimeros de arabinose nas paredes celulares foram mais resistentes ao
rompimento celular, implicando em maior resisténcia mecénica, com maior
possibilidade de suportar pressdes internas durante o influxo de agua. Esse
pode ser o mecanismo utilizado pelas plantas de P. lanuginosa para suportar a
alta presséo celular durante a reidratagdo, uma vez que foi observada menor

propor¢éo de arabinose nas paredes celulares de folhas apos a reidratacéo.

Em folhas de Craterostigma wilmsii, 0 aumento significativo em pectinas
e xiloglucanos, acompanhada por alteracdes na quantidade de polissacarideos
hemiceluldsicos alterou as propriedades mecéanicas das paredes celulares,
permitindo o seu dobramento e evitando o colapso celular no estado seco
(Vicré et al., 2004). Em folhas de Myrothamnus flabellifolia (Moore et al., 2006),
foi demonstrado que as dobras da parede ocorreram proximas a epiderme,
sem mudancas significativas na composicdo da parede durante a secagem,
embora os autores tenham observado uma quantidade elevada de arabinose
(polimeros de arabinano) que propiciaram maior flexibilidade da parede celular
durante os ciclos de desidratacdo-reidratacdo. JA& o estudo de Jones &
McQueen-Mason (2004) mostrou um aumento na abundancia de a-expansina
durante a secagem e reidratacdo em folhas de Craterostigma plantigineum, que

se correlacionou com alteracdes na extensibilidade da parede celular.

A andlise anatdbmica das folhas de P. lanuginosa indicou a existéncia de
caracteres xeromorficos na espécie. A presenca de cuticulas espessas em
ambas as extremidades das folhas pode evidenciar uma protecdo adicional
para evitar a perda de agua do mesofilo durante periodos adversos. A
presenca de hipoderme com células volumosas, que ocupam grande parte do
mesofilo, pode indicar que este tecido seja responsavel por manter o controle
da turgescéncia foliar, funcionando como tecido que acumula agua. Além disso,
a presenca de bainha esclerenquimética envolvendo os feixes vasculares e a

suposta degradacdo destes observadas nas folhas desidratadas sugere que
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tais danos podem ser responsaveis pela dinamica de reidratacdo, na qual a

recuperacédo das folhas ocorre de forma irregular e muitas vezes incompleta.

Segundo Reinert et al. (2003), embora ocorram em ambientes xéricos,
como inselbergues e campos rupestres, as espécies do género Pitcairnia
geralmente apresentam caracteristicas morfolégicas, anatémicas e fisiologicas
meésicas, como por exemplo o metabolismo fotossintético C3. Ainda assim,
muitas espécies deste género exibem caracteristicas xéricas como folhas
aculeadas, com cuticula espessa, células epidérmicas com paredes periclinais
internas espessadas, diferencas de espessamentos secundarias de células
hipodérmicas, hipoderme aquifera com células volumosas bastante evidentes,
transicdo abrupta entre parénquima aquifero e clorénquima e a presenca de
lacunas de ar (Givnish et al. 2007; Santos-Silva et al., 2013).

Algumas alteracdes morfologicas observadas no tecido foliar desidratado
de plantas de P. lanuginosa sdo comuns em plantas tolerantes a dessecacéao.
Um dos primeiros e principais problemas que as plantas revivescentes
enfrentam é a reducdo notavel do volume celular que ocorre em tecidos
desidratados. O dobramento da parede celular confere importante solu¢do para
evitar estresse mecanico durante a desidratacao. A pressao mecanica exercida
pelo dobramento da parede sobre a membrana plasmética faz com que essa
tenha que acompanhar a intensidade do dobramento e manter todas as
juncbes com a lamela média para suportar a dessecacdo. Em dessecacédo
avancada, a degradacdao de lipideos e a desnaturacdo de proteinas podem ser
determinantes para promover a desconexao entre a parede e a plasmalema
causando plasmolise de diferentes graus. Em plantas revivescentes de
Paraisometrum mileense a manutencdo de lipideos extra-plastidicos foi
importante para a restauracdo dos danos nas membranas durante a

dessecacao, impedindo o colapso celular (Li et al., 2014).

Outro mecanismo importante encontrado nas plantas de P. lanuginosa
foi 0 aparente processo de vacuolizacdo, ocasionado pela diminuicdo da area
foliar e supressao das estruturas citoplasmaticas. Alguns estudos relatam este
processo como uma estratégia importante para lidar com o estresse mecanico

em plantas sob dessecacao celular severa (Farrant et al., 1999; Farrant, 2000;
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Cooper & Farrant et al., 2002; Farrant et al., 2007). A perda de agua a partir de
vacuolos e citoplasma faz com que a plasmalema encolha, causando tensdo na
parede celular. Dessa forma, em estagios mais avancados de dessecacao, o
aumento da compactacdo das organelas e macromoléculas e a ruptura da
membrana plasmatica, podem ocasionar a entrada de hidrolases

extracelulares, resultando em dano letal e morte celular (Walters et al., 2002).

As alteragbes celulares ndo sao mutuamente exclusivas e podem
ocorrer em diferentes tecidos da mesma planta. Assim, em folhas desidratadas
da espécie tolerante a dessecacao Eragrostis nindensis, as células do mesofilo
encolheram e exibiram extenso dobramento da parede celular, enquanto o
feixe de células da bainha manteve seu tamanho original e as células tornarem-
se repletas de pequenos vacuolos com grande quantidade de material ndo
aquoso (Vander Willigen et al., 2003). Para as plantas de P. lanuginosa, as
pequenas alteracdes observadas na parede celular podem estar relacionadas a
maior estabilidade das células, promovida pelo aumento de solutos compativeis
nos vacuolos, como também a sua estrutura mais rigida em alguns tecidos, o
que pode conferir maior estabilidade mecanica durante o processo de

reidratacao.

A aparente auséncia ou diminuicdo consideravel de cloroplastos
observadas na figura 12d é coerente com diminuicdo do conteddo de
pigmentos fotossintéticos observada, indicando que, provavelmente, ocorre
desestruturacdo dos cloroplastos nas folhas de P. lanuginosa. E possivel que
essas plantas, quando submetidas a dessecacdo, utilizem a estratégia de
poiquiloclorofilia, desmontando o aparato fotossintético para evitar danos
severos ocasionados pelo aumento de ROS. Além disso, o fato das folhas de
P. lanuginosa se recuperarem de forma mais lenta durante a reidratacéo,
guando comparadas a outras espécies, pode estar associada a sintese de
novos pigmentos e a reorganizagdo da maquinaria fotossintética. Estudos de
microscopia eletronica de transmissdo poderdo ajudar a elucidar as alteracbes
ultra-estruturais que ocorrem durante a desidratacdo e confirmar com detalhes

as alteragfes anatbmicas aqui observadas.
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5.2. Reidratacao

A retomada da irrigacdo promoveu a recuperacdo do status hidrico em
plantas de P. lanuginosa com o aumento do CRATf e potencial hidrico foliar para
D1 e D2. Ocorreu desenrolamento foliar e a retomada da sintese de pigmentos
foi bastante efetiva e mais rapida apos 24 h de recuperacdo. Foi possivel
perceber que ha maior velocidade de recuperacdo das folhas mais novas e
presentes no centro da planta em detrimento das folhas velhas, que muitas
vezes nao se reidrataram. Assim, fica clara, a importancia da estrutura radicular
de reserva que, provavelmente, controla o processo de recuperacéo das folhas,
gue apresentaram aparéncia similar ao controle as 48 h apés a reidratacéo. As
raizes também apresentaram aspecto tUrgido apos a reidratacdo, com o
surgimento de grande quantidade de raizes secundarias e tercirias proximo as

192 h ap6s a retomada da rega.

A recuperacdo do conteudo de clorofilas a, b e totais foi gradativo
atingindo valores préoximos ao controle somente 192 h apos a reidratacdo. A
recuperacdo apenas parcial do conteudo de clorofilas totais manteve as taxas
de assimilacdo liquidas de carbono abaixo das encontradas para o grupo
controle nesse periodo. A maior eficiéncia fotoquimica nas plantas reidratadas
foi normalizada ap6s 96 h (CRAf acima de 75%) e foi altamente dependente da
restruturacao funcional do aparato fotossintético. Maiores taxas de condutancia
estomatica e transpiracdo foram observadas apdés as fases finais da
reidratacdo indicando maior abertura estomética o que resultou no aumento
efetivo da EiUA.

A dependéncia da sintese de novos pigmentos para a restruturacao do
aparato fotossintético pode estar relacionada a reorganizacdo da estrutura
plastidial por meio da biossintese de complexos proteina-pigmento no PSII
(Ingle et al., 2008). Muitas das subunidades de proteina no PSII parecem se
acumular no escuro incluindo D2 e citocromo b559, e embora o aumento da
proteina D1 ocorra sob dependéncia de luz, todas sdo importantes na
estabilizacdo dos niveis de clorofila a (Zhang & Aro 2002). Além disso, clorofila

livre € um potente gerador de ROS nos tecidos desidratados (Hutin et al.,
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2003), e necessita estar ligada a complexos proteina-clorofila para evitar danos

foto-oxidativos (Ingle et al., 2007).

Em plantas de Xerophyta humilis,a retomada da fotossintese ocorreu
antes de qualquer aumento do conteudo de clorofila. A quantidade residual
(cerca de 10% do que se encontrava em plantas hidratadas) presentes no
tecido dessecado foi aparentemente suficiente para iniciar a recuperacdo da
atividade fotossintética (Ingle et al., 2008). Importantes incrementos nos teores
de proteinas (ELIP-like) foram observados em plantas de Craterostigma
plantagineum e sua associacdo com 0s complexos proteina-pigmento no PSII
contribuiu para restruturacdo do aparato fotossintético durante a reidratacao
(Alamillo & Bartels, 2001).

A diminuicdo gradual dos niveis de carboidratos, principalmente a
sacarose, em folhas e raizes de P. lanuginosa depois da reidratacdo pode
indicar que o seu metabolismo depende da velocidade de hidratacdo dos
tecidos para ser utilizado. E possivel que, a sacarose tenha sido mobilizada e
utilizada como fonte de carbono em vias metabdlicas energético-dependentes
responsaveis pela reparacdo de danos causados pela dessecacdo (Peters et
al., 2007; Farrant et al., 2009). Com o restabelecimento do metabolismo de
assimilacao préximo as 192h, foi possivel detectar um pequeno incremento de
amido nas folhas, indicando que o metabolismo de carboidratos certamente

estava restaurado com estoque de carbono disponivel.

No caso das raizes, o aumento substancial de formacé&o de novas raizes
secundérias e terciarias pode indicar o uso da energia de catabolismo da
sacarose para 0 aumento da arquitetura radicular da planta, incrementando
assim a absorcdo de agua e nutrientes do solo. E altamente provavel também
que a sacarose seja mobilizada para outros tecidos da planta, levando ao
acumulo nas raizes, auxiliando a producdo de novas folhas. Norwood et al.
(2003) citam que os carboidratos acumulados nas raizes de plantas
dessecadas podem ser translocados para regifes meristematicas e nao
autotroficas para a producgéo de novas folhas e novos carboidratos garantindo a

sobrevivéncia.
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O restabelecimento do CRAf e a abertura estomatica provavelmente
influenciaram o decréscimo dos teores de ABA apdés 24 h de reidratacdo. Este
fato, pode indicar alteracdo no balangco hormonal favoravel a citocinina durante
a fase de reidratacdo, devido ao efeito antagbnico deste hormonio aos efeitos
do acido abscisico (ABA) nas respostas de plantas a fatores de estresse
(Bradford, 1982). Alteracdo hormonal foi demonstrada por Farrant & Kruger
(2001), com aumento transitério no contetdo de citocininas anteriormente ao
inicio da biossintese de clorofila durante a reidratacdo da planta tolerante a

dessecacao Myrothamnus flabellifolius.

A estrutura radicular de reserva de P. lanugionosa parece ter papel
fundamental na manutencdo do status hidrico das folhas, principalmente
durante o processo de reidratacdo. Em testes preliminares realizados com o
objetivo de avaliar sua funcdo como 6rgao controlador tanto da perda de agua
como também da reidratacdo e brotamento de novas folhas, identificamos que
a remocao total das folhas de plantas desidratadas com a subsequente
reidratagcdo promove a emissao de novas folhas (resultados ndo mostrados).
Em adicdo a isso, esta o fato de que, apds a reidratacéo, as plantas privilegiam
as folhas mais novas e centrais em detrimento das folhas mais velhas que
reidratam muitas vezes de forma incompleta, sugerindo que a planta pode
utilizar as duas estratégias distintas que seriam a dorméncia e a tolerancia

foliar & perda de agua como forma de tolerar a dessecacéo.

Esse comportamento pode estar ligado ao processo evolutivo desta
espécie, relacionado ao ambiente xeromorfico em que ocorre. E possivel que
P. lanuginosa utilize o mecanismo de tolerancia a seca e se comporte como
uma planta revivescente em periodos de estresse que possibilitem a
recuperacao dos tecidos quando a 4gua se torna disponivel. Por outro lado, em
processos dessecativos muito longos com condicdes climaticas extremamente
severas, as plantas de P. lanuginosa podem optar por acumular reservas no
sistema radicular e utiliza-las para a producdo de novos tecidos, atuando como
geofita. Essas estratégias combinadas, sem duvida conferem maior habilidade
para sobreviver aos periodos de severa restricdo hidrica e alta irradiancia a que

sao submetidas nos campos rupestres.
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Plantas de P. lanuginosa demonstraram capacidade de tolerar a

dessecacdo vegetativa e se recuperar por meio de respostas fisioldgicas,

morfolégicas e metabdlicas especificas em funcdo de investimentos intensos

em sistemas de protecdo e reparo. A sintese de ABA parece ativar uma série

de sinais que desencadeiam respostas coordenadas de preparacdo para

enfrentar o déficit hidrico severo. Dentre 0os mecanismos encontrados estdo a

paralisacdo da assimilacdo de carbono, com consequente desacoplamento do

aparato fotossintético, a degradacao de clorofilas, o acUmulo de sacarose e

prolina, e as alteracdes morfolégicas e na composicdo da parede celular

(Figura 13).
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Figura 13. Esquema ilustrando as principais alteracdes fisiologicas e bioquimicas
ocorridas em plantas de P. lanuginosasob efeito do déficit hidrico ao longo do tempo.
Setas azuis indicam aumento e setas vermelhas diminui¢cdo. A linha pontilhada divide
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0S processos de desidratacdo e reidratacdo. Carboid.= carboidratos e CRAf=
Conteudo relativo de agua foliar.

Com a reabsorcdo de agua e aumento do CRAf, a recuperacédo foi
dependente de protecdo dos tecidos conferida pela estrutura tipica e resistente
da parede celular suportando a pressdo mecanica imposta pelo rapido influxo
de agua. Além disso, a retomada da turgescéncia promoveu a reorganizacao
celular, que envolveu a sintese de novos pigmentos e a concomitante retomada
das trocas gasosas, priorizando a mobilizacdo de sacarose para a producéo e

armazenamento de amido, restabelecendo o metabolismo assimilatorio.

Os resultados obtidos no presente estudo suportam a proposicéo de que
plantas de P. lanuginosa se comportam como plantas revivescentes,
recuperando a funcéo de parte de tecidos existentes e tolerando dessecacao
intensa. O maior tempo requerido para a desidratacdo dos tecidos nesta
espécie, em comparagdo a outras espécies revivescentes, pode conferir
vantagens relacionadas a preparacdo, a organizacdo e integracdo das
respostas a seca e pode estar relacionado a presenca de uma estrutura

radicular de reserva.

Os mecanismos fisiolégicos e de recuperacédo estrutural podem ser uma
estratégia ecoldgica de sucesso, pois permitem que as mesmas se mantenham
com menor metabolismo energético devido ao reduzido gasto de material
estrutural em comparacéo as plantas deciduas, representando uma vantagem
competitiva em ambientes com severas restricbes nas disponibilidades
nutricionais e hidricas. Além disso, a possibilidade de rebrota e a formacéo de
novas raizes quando da completa eliminacdo da parte aérea, sugere que O
fenbmeno de paralisacdo metabdlica pode ser uma estratégia associada a
tolerancia a dessecacao, garantindo a sobrevivéncia da espécie por longos

periodos em condi¢cdes ambientais extremamente desfavoraveis.
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