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RESUMO

As caracteristicas heterogénicas da floresta de restinga oferecem um excelente
campo natural para estudos da dinamica nas concentracdes de carboidratos néo
estruturais e polimeros de parede celular, consideradas as biomoléculas mais
abundantes na natureza. O presente estudo foi realizado em uma é&rea de floresta
de restinga localizada no Parque Estadual Paulo Cesar Vinha, Guarapari-ES, que
apresenta trés zonas contrastantes quanto a ocorréncia de episédios de inundacdes
[periodicamente inundavel (PI), de transicdo (IT) e ndo inundavel (NI)]. A area de
estudo é colonizada por espécies arbéreas que ocorrem de forma restrita (somente
em uma das trés zonas) e também por aqguelas que se distribuem por toda a area. O
objetivo do trabalho foi avaliar as concentracdes de carboidratos ndo estruturais
(glicose, frutose, sacarose e amido) e polimeros de parede celular (celulose,
hemiceluloses e lignina) em caules, ramos e folhas de individuos das espécies
Eugenia bahienses (abundante na zona NI), Guarea macrophylla (abundante na
zona IT), Calophyllum brasiliense (abundante na zona Pl) e Protium icicariba
(abundante nas trés zonas). Para tal, a dissertacado foi dividida em dois capitulos. No
primeiro capitulo foi estudada a variagdo na concentracdo de biomoléculas de
carbono em uma populacdo de P. icicariba distribuida ao longo das trés zonas
florestais em estudo. Diferencas consistentes foram encontradas entre as zonas Nl e
Pl. Folhas de individuos da zona NI apresentaram maior concentracao de sacarose,
amido e hemiceluloses em relacdo aqueles da zona Pl. Por outro lado, maiores
concentragdes de celulose e lignina foram observados nas folhas dos individuos da
zona PIl. As variagbes nas concentracbes de carboidratos nao estruturais e
polimeros de parede celular foram associadas principalmente com a disponibilidade
hidrica, aléem de possiveis influéncias da oferta de nutrientes no solo, parasitismo e
herbivoria. No segundo capitulo foi estudada a variacado sazonal (inverno e verao) na
concentracdo de biomoléculas de carbono em 6rgaos (caule, ramos e folhas) de trés
espécies: C. brasiliense, G. macrophylla e E. bahienses. As concentracdes de
hemiceluloses foram maiores no inverno e menores no verdo, independentemente
da espécie e orgao. Os teores de sacarose em folhas foi maior durante o verdo. As
concentracbes de celulose e lignina ndo apresentaram variagbes consistentes,

sendo mais influenciadas pela dindmica de outras moléculas. A remobilizacdo de



moléculas de reserva, principalmente hemiceluloses, que ocorreu durante o verao,
foi associada a um aumento da demanda energética para suprir o crescimento

reprodutivo.

Palavras-chave: Amido ¢ celulose ¢ estresse hidrico ¢ hemiceluloses « lignina

sacarose



ABSTRACT

The environmentally heterogeneous restinga forests provide an excellent opportunity
to the investigation of the seasonal dynamics of non-structural carbohydrate and cell-
wall polymers, which are considered most abundant biomolecules in nature. This
study was performed in a patch of restinga florest at Paulo Cesar Vinha State Park,
Guarapari municipality of Espirito Santo State, whose plant communities are
distributed along three contrasting sites across a steep flooding gradient [periodically
floodable (PF), transition (TR), and non-floodable (NF)]. Such a strong environmental
gradient reflect in the occurrence of restrict (only found in one site) and widely
distributed wood plant species throughout the study area. The goal of this study it
was evaluate the non-structural carbohydrates contents (glucose, fructose, sucrose
and starch) and cell-wall polymers (cellulose, hemicellulose and lignin) in branches,
trunks and leaves of individuals of Eugenia bahiensis (NF site abundant), Guarea
macrophylla (TR site abundant), Calophyllum brasiliense (PF abundant) and Protium
icicariba widely spreaded out along the three sites. This dissertation it was organized
in two chapters. In the first one it was investigated the variation on content of carbon
biomolecules in a P. icicariba population distributed throughout the three forest areas.
Consistent differences were found between the NF and PF zones. Leaves of
individuals of NF’s zone showed higher content of sucrose, starch and hemicellulose
in relation to those of PF. On the other hand, higher content of cellulose and lignin
were observed in leaves of individuals in the PF zone. The variation of non-structural
carbohydrates and cell-wall polymers have been mainly associated to water
availability, and likely the influence of soil nutrients content, parasitism and herbivory.
In the second chapter, was studied the seasonal effect (winter and summer) over the
carbon biomolecules carbon in vegetative organs (stems, branches and leaves) of C.
brasiliense, G. macrophylla and E. bahienses. Hemicelluloses content were higher on
winter and lower on summer season, regardless of species and organ. Sucrose
contents in leaves were higher during the summer. The cellulose and lignin
molecules didn’'t exhibit consistent variation, being more influenced by the content
variation of other molecules. The remobilization of reserve molecules, mainly
hemicellulose, were recorded during the summer, and was associated with an

increase of the energy demand to underlie the reproductive growth.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica € composta por fitofisionomias variadas, sendo boa parte
da regido costeira, classificada na literatura como vegetacdo de restinga (ARAUJO,
1992). Esses ambientes que se estendem por quase todo o litoral brasileiro, foram
formados por influéncia das transgressdes e regressfes marinhas durante o
Pleistoceno e Holoceno (MARTIN et al., 1997; PEREIRA, 2003).

Durante a formacdo geoldgica das restingas foram criadas é&reas de
deposicao de areia e depressdes entre elas (MARTIN et al., 1997). Essas diferencas
no relevo possibilitaram a formacdo de zonas inundaveis, com grandes deposi¢des
de matéria organica (BIGARELLA, 2001; MARTIN et al., 1997). As espécies que se
estabeleceram nas é&reas mais baixas, tiveram que lidar com condicdes mais
limitantes por conta de solos com maior concentragcdo de aluminio, pH &cido e
elevada salinidade, além da deficiéncia em drenagem e inundacfes periodicas
(MAGNAGO et al., 2013). Ja a vegetacdo que se estabeleceu nas zonas arenosas
se adaptou aos solos mais profundos, com baixa capacidade de campo e pobres em
nutrientes (MAGNAGO et al., 2010).

A vegetacao de restinga como um todo, tende a apresentar grande variacao
floristica e estrutural, que ocorrem em pequenos intervalos espaciais (SILVA, 1998).
Essa caracteristica € influenciada principalmente pelas diferencas do relevo, tipos de
solo e a flutuacdo do nivel de agua subterranea (MAGNAGO et al., 2013). Entre as
varias fitofisionomias que se formaram nestes locais, destacam-se as areas
florestais. De acordo com as caracteristicas estruturais, composicéo floristica e
influéncia do nivel do lencol freatico, as florestas de restinga podem ser classificadas
em inundavel, periodicamente inundavel, de transicdo e ndo inundavel (SILVA, 1998;
MAGNAGO et al., 2013).

Devido a grande variagdo fitofisiondbmica e sua importancia para a
conservacao da biodiversidade, a restinga vem sendo campo para muitas pesquisas,
principalmente de diagnésticos floristicos e estruturais (MENEZES et al., 2010).
Além disso, sdo enfatizadas investigagfes que abordam respostas das espécies
frente as variagbes de temperatura, disponibilidade hidrica e nutricional (SCARANO,

2002). Tendo em vista que tais condicdes ambientais podem influenciar as reservas
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de carbono das plantas (SOUZA et al., 2005), as caracteristicas heterogéneas da
floresta de restinga oferecem um excelente campo natural para estudos quanto a
dindmica das concentracdes de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede
celular, consideradas as biomoléculas mais abundantes na natureza (KERBAUY,
2004).

Respostas ecofisiologicas relacionadas com os teores de carbono orgéanico de
espécies arboreas tem ganhado atencdo especial com a perspectiva do aumento da
concentracdo do CO, atmosférico (IPCC, 2015). Sabendo-se que, na maioria dos
tecidos vegetais, o teor de carbono pode chegar a 50% da massa seca e que a
maior parte do carbono da biosfera encontra-se nas paredes celulares dos vegetais
(KERBAUY, 2008), o desmatamento das florestas contribuird para o aumento das
concentracbes de CO, na atmosfera. Como as florestas de restinga sé&o
consideradas ambientes de alta fragilidade, passiveis de perturbacdo e baixa
resiliéncia (GUEDES et al.,, 2006), estdo entre as &reas com maiores riscos de
desaparecer e, consequentemente, deixando de contribuir para a imobilizacdo de

carbono.

A integridade das areas florestais pode depender das caracteristicas
adaptativas e da capacidade de aclimatacdo das espécies em um cenario de
mudancas climaticas (LARCHER, 2000; MORGAN et al., 2004). Estudos sobre as
concentracfes de carboidratos ndo estruturais (glicose, frutose, sacarose e amido) e
polimeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) em tecidos vegetais,
sob condi¢cbes ambientais variadas, podem contribuir para a avaliagdo da integridade
e produtividade das florestas e para a compreensao de possiveis respostas frente as
futuras condic¢des climaticas (O'BRIEN et al., 2014).

Levando em consideracdo as peculiaridades da floresta de restinga, onde
pequenos intervalos espaciais sdo marcados por condicbes edaficas contrastantes e
suficientes para limitar a ocorréncia de espécies, € esperado que as concentracoes
de carboidratos ndo estruturais e polimeros estruturais de parede celular variem
entre os individuos de uma mesma populagéo arborea que se distribui nas diferentes
regibes da floresta. E possivel que os grupos de individuos nestas diferentes
situacdes respondam de acordo com a necessidade estrutural e fisiologica para
suportar condi¢cdes limitantes ou para obter algum tipo de vantagem competitiva.
Contudo, a concentracdo de carboidratos utilizados como reserva de carbono



19

durante periodos desfavoraveis, deve diminuir nos tecidos vegetais quando as

condicdes para crescimento e reproducdo se tornarem mais favoraveis.

2 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar as concentracdes de carboidratos nao
estruturais (glicose, frutose, sacarose e amido) e polimeros de parede celular
(celulose, hemiceluloses e lignina) em 6érgaos (caule, ramo e folha) de quatro
espécies arboreas (E. bahienses, G. macrophylla e C. brasiliense e P. icicariba)

localizadas ao longo de um gradiente ambiental de uma floresta de restinga.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO I. Determinar as concentracdes de carboidratos néo estruturais e
polimeros de parede celular em caules, ramos e folhas de individuos de P. icicariba

ao longo de um gradiente ambiental de uma floresta de restinga.

CAPITULO II. Avaliar a variacéo sazonal (inverno e verdo) da concentracio
de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular em caules, ramos e

folhas de E. bahienses, G. macrophylla e C. brasiliense.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Carboidratos nao estruturais e estruturais

As florestas ao redor do mundo séo o maior reservatdrio de carbono vivo do
planeta com cerca de 90% do total (KORNER, 2003). A importancia desses
reservatorios vai além do grande volume de arvores existentes, mas também, pelo
tempo que o carbono permanece nos tecidos, que dependendo da longevidade das
arvores, pode ser estocado por até séculos ou milénios (ZHOU e LUO, 2008). Tal
caracteristica esta diretamente ligada a capacidade que as plantas tém de produzir e
estocar moléculas de carbono organicas a partir do CO, atmosférico utilizando a
radiacdo solar (TAIZ e ZEIGER, 2013). Para o conjunto de reacdes deste processo
da-se o nome de fotossintese, que culmina na producdo de carboidratos (trioses
fosfato), envolvidos na sintese de uma grande gama de moléculas de carboidratos.

Nas plantas, a fixacdo de carbono ocorre no interior dos cloroplastos.
Organelas encontradas somente em células de tecidos fotossintetizantes, em 6rgaos
como folhas e caules. Estas estruturas podem fixar carbono suficiente para suprir
suas préprias demandas e ainda exporta-lo em forma de moléculas energéticas para
outros tecidos. Quando os 6rgaos sao dotados de tal capacidade, sdo denominados
como o6rgaos fonte. Porém, quando estas estruturas ndo sao fotossintetizantes ou
necessitam de moléculas energéticas produzidas por outros 6rgados do vegetal, sao
chamados de dreno (KERBAUY, 2004). A maior parte do carbono fixado € utilizado

na sintese de carboidratos e outras moléculas com funcéo estrutural.

Os carboidratos desempenham diversas fungbes nos vegetais, incluindo
armazenamento e translocacdo de carbono, além de protecdo contra estresses
ambientais (SOUZA et al., 2005; PRICE et al., 2004). S&o importantes constituintes
da massa seca e substrato para a respiracdo (LEGROS et al.,, 2009) e, seu
metabolismo exerce papel fundamental no estabelecimento das espécies (SOUZA et
al., 2004). Estas moléculas podem ser classificadas em carboidratos nao estruturais,
as envolvidas em processos bioquimicos diversos, principalmente no metabolismo
energético e carboidratos estruturais, aquelas constituintes de paredes celulares
(MCLLROY, 1967).
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Com menor participacdo na biomassa dos vegetais, os carboidratos n&o
estruturais sdo muito dindmicos e podem ser classificados como sollveis ou
insoliveis em agua (DIETZE et al., 2014). Os solluveis sdo representados
principalmente por glicose, frutose e sacarose, sendo que o amido é o principal
carboidrato ndo estrutural insoltvel. Os carboidratos ndo estruturais representam até
19% da massa seca em algumas espécies, estando em maiores concentracdes nos
tecidos do floema (WURTH et al., 2005). Ja os carboidratos estruturais,
denominados também como polimeros estruturais de parede celular, ttm como
principais representantes moléculas de celulose e hemiceluloses. S&o pouco
mobilizados, mas bem mais representativos que o0s carboidratos ndo estruturais,
constituindo até 60% da massa seca das plantas (THOMAS e MARTIN, 2012). As
concentracfes de carboidratos e outras moléculas estruturais como a lignina estéo
em alguns casos relacionadas com as caracteristicas do ambiente ou com a

ocorréncia de estresses ambientais (SOUZA et al., 2005).

Tanto os fatores biéticos como abibticos causam variacdes nas concentracdes
dos polimeros de parede celular, sendo os mais conhecidos, a deficiéncia hidrica,
variacbes de temperatura, presenca de metais pesados, déficits nutricionais,
excesso de luz, radiacdo UV-B e variagcbes nas concentracdes de CO, (MOURA et
al., 2010). Estes estresses também influenciam os teores de carboidratos néo
estruturais, que respondem de acordo com a fase fenolégica que o individuo se
encontra, principalmente durante o periodo reprodutivo (FAJARDO et al.,, 2013;
SOUZA et al., 2004; HOCH et al., 2003; HOCH, 2015).

A dindmica dos carboidratos n&do estruturais foi, por muito tempo, intimamente
relacionada com a produtividade fotossintética e as taxas de crescimento, porém,
essa relacdo nem sempre pdde ser confirmada. Atualmente, as relagbes dos
carboidratos ndo estruturais com estresses e variacdes ambientais tém sido mais
aceitos (HOCH, 2015). Uma planta sob condi¢cdes de estresse prolongado pode
apresentar baixas taxas fotossintéticas e grandes concentracdes de carboidratos
nao estruturais. Por outro lado, quando as condigdes do ambiente sdo propicias, as
taxas fotossintéticas podem ser altas, porém insuficientes para suprir as altas
demandas energéticas durante o0 crescimento, sendo necessario recorrer ao

consumo das reservas de carbono.



22

Existem basicamente trés formas de o0 agente estressor impactar as
concentracbes de carbono nos tecidos. O primeiro a ser considerado é o impacto
direto na fotossintese, que acarreta em uma menor capacidade de fixacdo do
carbono. Em segundo lugar, o estresse pode afetar os drenos. Como por exemplo,
decréscimos do crescimento que tornam os tecidos drenos mais fracos, limitando a
atividade fotossintética. A terceira forma ocorre & medida que o estresse vai sendo
percebido e a planta passa a investir no armazenamento ativo do carbono. Trata-se
de armazenar moléculas energéticas mesmo em situacdes em que a producao nao
excede a demanda (HOCH, 2015).

O aumento da concentracdo de carboidratos ndo estruturais em resposta a
elevada irradiancia, foi observado tanto em monocotiledéneas quanto em
dicotiledonias (SOUZA et al., 2004; FRANK et al., 2001). Variacdo na concentracéo
destes carboidratos também foi constatada em ramos terminais e tronco de algumas
espécies arboreas (Anacardium excelsum, Luehea seemannii, Cecropia longipes e
Urera caracasana) de uma floresta do Panam@, onde os teores de carboidratos nao
estruturais no inicio da estacdo chuvosa foi menor em todas as espécies, resposta
associada com a reconstru¢cdo da copa, que exige grande gasto energético
(NEWELL et al., 2002). As mudancas fenoldgicas sdo em muitos casos responsaveis
pelas variagbes quantitativas das reservas de carboidratos ndo estruturais. Como no
trabalho de Li et al. (2008), em que espécies arboreas de clima temperado
demostraram quedas significativas nas concentragcbes de carboidratos néo

estruturais durante o periodo de crescimento.

Ja em relacdo as variacdes de temperatura, os resultados podem ser
diferentes quando somente esse fator é levado em consideracdo. Em Pinus
sylvestris cultivado sob temperaturas elevadas, foi observado significante queda na
concentracdo de carboidratos ndo estruturais (ZHA et al., 2001). Porém, em um
experimento com mudas de Citrus sinensis em condi¢des tropicais, foi observado
aumento nas concentracdes de carboidratos ndo estruturais sob elevacdo moderada
de temperatura (RIBEIRO et al., 2012). Da mesma maneira, alteracbes nas
concentracbes de carboidratos ndo estruturais podem ocorrer sem um padréo
definido em plantas submetidas ao estresse hidrico (HOCH, 2015). Em espécies
arbéreas tropicais, por exemplo, o teor destes carboidratos pode aumentar quando

as condi¢cBes de seca sdo severas, porém, quando o déficit hidrico € causado por
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infrequéncia de irrigagéo, as concentragdes de carboidratos n&o estruturais podem
ser reduzidas (O’'BRIEN et al., 2015).

Dentre os carboidratos n&o estruturais, o amido é a molécula mais
representativa. Trata-se de um dos mais importantes compostos de reserva das
plantas e fonte de energia para os organismos heterotréficos (ZEEMAN et al., 2004).
Este polissacarideo é formado por grandes cadeias de moléculas de glicose unidas
por ligacbes glicosidicas dos tipos a-1,4 e a-1,6, sendo a Ultima encontrada em
menores propor¢cdes e responsavel pelas ramificacbes da biomolécula (MYERS et
al., 2000). Ligagdes do tipo a-1,4 sdo responsaveis pela grande maioria das ligacdes
(= 99%) da amilose, que é a fragcdo da molécula de amido soluvel em agua, e = 94%

das ligac6es da amilopectina, porcéo insollvel (SOARES, 2003).

O amido é o carboidrato de reserva mais abundante nas espécies vegetais
em termos de quantidade, universalidade e distribuicdo em diferentes espécies
(TRETHEWEY e SMITH, 2000). E armazenado na forma de granulos insoliiveis em
dgua que sao localizados em organelas especiais. Nas folhas, o amido é
armazenado nos cloroplastos e amiloplastos. Em outros tecidos € armazenado em
amiloplastos, que podem ser encontrados, por exemplo, no parénquima de raizes e
caules, tubérculos, endosperma ou cotilédones de sementes (BECK e ZIEGLER,
1989).

Diferentemente do amido, os monossacarideos glicose e frutose, além do
dissacarideo sacarose, sao carboidratos ndo estruturais soltveis. Glicose e frutose
sdo os principais acuUcares redutores das plantas, do mesmo modo, sacarose 0
principal acicar ndo redutor (TAIZ e ZEIGER, 2009). Por ser n&o redutor, a sacarose
€ o principal acucar transportado entre os tecidos das plantas, além de ser o
principal produto da fotossintese (DENNIS e BLAKELEY, 2000). Glicose e frutose
sdo utilizados para sintese de sacarose e diversos oligo e polissacarideos. S&do do
mesmo modo, derivados da hidrolise de moléculas de sacarose e de seus ésteres
fosfato (SOUZA et al., 2005). Esses monossacarideos atuam como antioxidantes em
condi¢cdes estressantes, sendo muito dindmicos quando a planta necessita se
aclimatar a uma nova condigéo (PRICE et al., 2004; SMEEKENS, 2000).

Ao contrario dos carboidratos nao estruturais, 0s polimeros estruturais de

parede celular estdo envolvidos em uma matriz lignocelulésica, o que confere uma
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maior resisténcia ao acesso e remobilizacdo dessas moléculas (SUN e CHENG,
2002). A parede celular € basicamente formada por trés dominios (KERBAUY,
2004). O dominio microfibrilar, formado basicamente por celulose-hemiceluloses,
confere rigidez e resisténcia a parede. Este dominio € envolvido por outro,
denominado matriz, que é formada por substancias pécticas. O terceiro dominio tem

natureza proteica, sendo formado por proteinas estruturais e enzimas.

Existem dois tipos de parede celular: primaria e secundaria. A parede primaria
surge logo apos a divisdo celular e € preenchida na face interna pela parede
secundéria durante a diferenciacdo. A parede primaria esta presente em todas as
células vegetais, enquanto a parede secundaria esta presente em apenas alguns
tipos celulares, como nos tecidos do xilema, fibras e traqueides, diferenciando-se na

maioria das vezes pela presenca de lignina (CARPITA e McCANN, 2000).

Dentre os polimeros de parede celular, a celulose é considerada fundamental
para os tecidos vegetais, pois fornece resisténcia mecanica e controle de expansao
das paredes celulares (PARK et al., 2004). E considerado o polimero vegetal mais
abundante, podendo representar até 30% da massa seca de paredes celulares
primérias e até 40% das secundarias (STICKLEN, 2008). Longas cadeias de glicose
formam esse polissacarideo, onde apenas uma molécula pode conter até 10.000
unidades de mondmeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas do tipo -1,4,
formando sempre cadeias ndo ramificadas (BUCKERIDGE et al., 2008; FENGEL e
WEGENER, 1989).

Moléculas de celulose sofrem pouca degradacdo ao longo do ciclo de vida
nos tecidos vegetais, sendo mobilizado apenas durante a degradacédo de paredes
celulares de reserva encontradas em sementes ou ainda na formacdo de
aerénquima durante condi¢cdes de alagamento (BUCKERIDGE et al., 2008). Outras
pesquisas sugerem mais respostas deste polimero em relacdo a estresses
ambientais. A concentracdo de celulose pode reduzir quando as plantas sé&o
submetidas a um periodo de seca ou estresse osmotico. Em Arabidopsis thaliana foi
evidenciada a repressao de genes envolvidos na expanséo da parede celular, entre
eles, genes envolvidos na producao de celulose (BRAY, 2004). Esta diminuicdo da
producéo de celulose, também foi evidenciada em folhas de Vitis vinifera submetidas
a condicdes semelhantes (SWEET et al., 1990). Em células de Nicotiana tabacum,

guando crescendo em meios osmoticamente estressantes, deixaram de investir em
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producéo de celulose para a estrutura da parede primaria, utilizando o carbono, em
grande parte, para regulacdo osmdtica (IRAKI et al., 1989). Por outro lado, em
plantas de Gossypium hirsutum, o teor de celulose nas fibras aumentaram em
condi¢Oes de seca (ZHENG et al., 2014). Este aumento na concentracao de celulose
foi também observado em raizes de Glycine max sob condicbes de alagamento
(NANJO et al., 2011).

As hemiceluloses sédo outras moléculas de carboidratos estruturais, presentes
em todos os tecidos vivos da planta, tanto em paredes primarias quanto
secundérias. Sao, depois da celulose, os polissacarideos mais abundantes nas
plantas (BRETT e WALDRON, 1996). Dependendo do tecido e da espécie vegetal,
as hemiceluloses podem representar menos de 10% ou até 50% da massa seca
total (THOMAS e THIBAULT, 2002). Suas principais funcfes sdo a manutencédo do
equilibrio das forcas de tensdo exercidas sobre as paredes e controle do
crescimento celular (BUCKERIDGE et al., 2008). H& algum tempo, estes polimeros
tem sido tratados como polissacarideos multifuncionais, sendo reciclados e usados
como reservas de carbono quando a producdo fotossintética é insuficiente, ou ainda
podendo ser mobilizados a partir de tecidos maduros em processo de abscisao
(HOCH, 2007).

Diversos monossacarideos podem formar os polimeros de hemiceluloses: D-
xilose, D-manose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, acido 4-O-metilglucurdnico,
acido D-galacturdnico e acido D-glucurénico, apresentando também grupamentos O-
acetil ligados as unidades pertencentes as cadeias principais e/ou laterais (FENGEL
e WEGNER, 1989). Diferentes ligacbes e combinacdes entre estes
monossacarideos formam diversas classes de hemiceluloses, denominados de
acordo com o monossacarideo mais abundante na molécula, sendo os principais:
arabinogalactanos, arabinoxilanos, xilanos, galactoglucomananos, glucuronoxilanos,

glucomananos, mananos e xiloglucanos (KAKURAKOVA et al., 2000).

No trabalho realizado por Buckeridge et al. (2000), as hemiceluloses foram
remobilizadas como fonte de carbono durante a germinacdo de sementes de
algumas familias de plantas. Outro estudo identificou decréscimo na concentracéo
de hemiceluloses em caules de coniferas quando as demandas por carbono para o
crescimento aumentaram (KAAKINEN et al., 2004). Schéadel et al. (2009) mostraram

que hemiceluloses da parede celular em ramos tem a fungédo principal de



26

carboidratos estruturais, mas podem ser fontes de carbono moéveis em algumas

espécies durante periodos de grande demanda por carbono.

Outro importante polimero de parede celular € a lignina, mas este se difere
dos outros (celulose e hemiceluloses) quanto a sua composicdo quimica. Trata-se
de um composto fendlico muito abundante na natureza, que pode ser encontrado na
lamela média, parede primaria e em grande quantidade na parede secundaria
(BUCKERIDGE et al., 2008). Pode representar até 35% da massa seca da madeira
em algumas espécies (LARS et al., 2000).

A lignina € composta por varias combinagfes de trés tipos de componentes: a
lignina guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H) (FENGEL e WEGENER, 1989).
Esta incorporada na célula fortalecendo e enrijecendo a parede celular, lhe
conferindo maior resisténcia mecanica (NOVAES et al., 2010). Outra importante
funcdo da lignina € a protecdo dos tecidos contra a degradacdo quimica e/ou
biolégica (CANILHA et al., 2010). Isto se deve ao fato de ser considerado um
polimero indigerivel e ndo degradavel pela maioria dos organismos (MOURA et al.,
2010). A degradacdo quimica da parede celular é segundo Canilha et al. (2010) o
maior desafio na utilizacdo da biomassa lignocelulésica para producdo de etanol,
devido a grande interacdo entre as macromoléculas de lignina, hemiceluloses e

celulose.

Algumas relacbes entre os teores de lignina e condicbes ambientais vém
sendo estudadas. Bok-Rye et al. (2007) constataram o aumento no teor de lignina
em folhas de Trifolium repens sob restricdo hidrica, enquanto, em condicGes de
alagamento, plantulas de Glycine max apresentaram menores concentracdes deste
polimero de parede celular (KOMATSU et al., 2010).
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4.2 Caracterizacdo de espécies

4.2.1 Protium icicariba (DC.) Marchand (BURSERACEAE)

Conhecida como almécega ou almesca, P. icicariba € uma espécie arbdrea,
didica, que pode variar de 8 a 14 metros de altura. Uma caracteristica marcante dos
individuos desta espécie é a alta capacidade de exsudar resinas aromaticas e
volateis, usadas, dentre outras finalidades, como repelente de insetos e na medicina
tradicional (FERREIRA et al., 2010; RUDIGERA et al., 2007). Possuem folhas
compostas imparipinadas, pecioladas, foliolos coridceos, oblongo-lanceolados, apice
foliolar acuminado, base obliqua, venacdo broquidédroma com nervuras bem
proeminentes na superficie abaxial (Figura 01A), inflorescéncias com flores
dispostas em racemos de coloragcdo variando de branco a amarelo esverdeado
(FERREIRA et al., 2010; DAL COL, 2017). O fruto é do tipo drupdide, de formato
ovoide-obliquo, coriaceo, contendo de 4 a 5 sementes pretas embebidas numa polpa
branca, aroméatica (SIANI et al., 2004). Sua fase reprodutiva ocorre durante o
periodo de maior disponibilidade de recursos, normalmente de setembro a marco
(VIANA et al., 2006; MACHADO, 2013; FERREIRA et al., 2010). Nos ambientes de
restinga, a producdo de novas folhas se concentra na estacdo chuvosa (ROSADO,
2006).

Endémica do Brasil tem ocorréncias confirmadas nos Estados da Bahia,
Espirito Santo e Rio de Janeiro (DALY, 2016). Estudos relataram uma ampla
distribuicdo desta espécie nas diferentes fitofisionomias de restinga do Parque
Estadual Paulo Cesar Vinha, Guarapari-ES (CEPEMAR, 2007; FERREIRA E SILVA,
2014; DAL COL, 2017).
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b < B
Figura 01: Ramos das espécies (A) Protium icicariba, (B) Calophyllum brasiliense,
(C) Eugenia bahienses, (D) Guarea macrophylla.

4.2.2 Calophyllum brasiliense Cambess. (CALOPHYLLACEAE)

Popularmente conhecida como guanandi, galandim, guanandi-carvalho,
olandi, olandim, gulande-carvalho, jacaretba (Amazbnia) ou guanandi-cedro
(LORENZI, 1992). C. brasiliense é uma espécie arbérea, hermafrodita, pertencente a
familia Calophyllaceae. Pode chegar a até 20 metros de altura no bioma Mata
Atlantica, sendo uma caracteristica marcante dos individuos as fissuras presentes ao
longo do tronco (ANGELI, 2006). As folhas sdo opostas, simples, coriaceas e
pecioladas. A forma pode ser eliptico lanceolada ou oblonga e a nervacdo é
geralmente peninervada (Figura 01B). As flores s@o brancas, pequenas, aromaticas
de 2 sépalas e 10 estames, dispostas em racemos axilares e terminais. Os frutos
s&o do tipo drupa globosa e oleaginosa (CORREA, 1984; LORENZI, 1998). Espécie
de folhas perenes floresce e frutifica diferentemente em regiées do Brasil, sendo que
em Sao Paulo a fase reprodutiva é evidenciada de novembro a junho e no Parana de
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janeiro a marco (CARVALHO, 1994). Tém habito higrofilo e sua distribuicdo é ampla,
sendo encontrada desde a América Central até o litoral sul do Brasil (MARQUES &
JOLY, 2000; BROTEL et al., 2006).

No periodo imperial brasileiro, o guanandi foi considerado madeira de lei
(CORREA, 1984). Pode ser utilizada na inddstria moveleira, na construcéo civil e
naval, apropriada para a confeccdo de canoas, mastros de navios, vigas e
construcdo civil (METCALFE e CHALK, 1950; NERY et al., 2007). A espécie pode
ser aplicada no paisagismo, seus frutos alimentam varias espécies da fauna e é util
para o reflorestamento de matas ciliares degradadas (LORENZI, 1998; NERY et al.,
2007). A utilizacdo da espécie no tratamento de dores, inflamacdes, diabetes,
hipertensdo, herpes, reumatismo e distarbios do trato gastrointestinal foram
relatadas (REYES-CHILPA et al., 2006).

4.2.3 Eugenia bahienses DC (MYRTACEAE)

Popularmente conhecida como grumixama, grumixameira, grumixaba,
cumbixaba e ibaporoiti (LORENZI, 1992). E. bahienses pertence a familia
Myrtaceae, uma das familias mais abundantes na vegetacdo de restinga do Espirito
Santo (PEREIRA & ARAUJO, 2000). Espécie perenifélia, arvoreta ou arvore,
hermafrodita, variando de 2 a 6 metros de altura, folhas simples, opostas, coriaceas,
glabras, apice foliar sub-acuminado, base obtusa (Figura 01C), flores em racemo e
fruto globoso (LORENZI, 1992). Endémica do Brasil tem distribuicdo confirmada nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (FLORA DO BRASIL
2020, 2017; GIARETTA et al.,, 2016). A fase reprodutiva ocorre comumente de
outubro a maio (SOUZA et al., 2007).

4.2.4 Guarea macrophylla Vahl (MELIACEAE)

Conhecida como catigua-morcego, pau-de-balaio, pau-d’arco, camboata,
marinheiro, calcanhar-de-cutia, atuaba, jitd, jitdo-miiddo (LORENZI, 2009b). G.

macrophylla € uma espécie pertencente a familia Meliaceae e esta distribuida por
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muitos estados brasileiros, mas ndo é endémica do Brasil (FLORA DO BRASIL
2020, 2017). Apresenta porte arboreo, com altura de 4 a 10 m, perenifdlia, folhas
paripinadas, alternas, foliolos opostos, sub opostos, variando entre eliptico,
oblongos, obovados ou oblonceolados, apice variando entre agudo a cuspidado,
base variando entre aguda e cuneada, subcoriaceas (Figura 01D). Inflorescéncias
com flores de coloracéo résea a vermelho (PASTORE, 2003; LORENZI, 2009b).
Espécie hermafrodita que apresenta folhas perenes mesmo em condi¢des de forte
sazonalidade e é encontrada prioritariamente em locais umidos, sombreados e que
sejam bem abastecidas pelo lencol freatico (PENNINGTON & CLARKSON, 2013).
Sua fase reprodutiva pode ocorrer praticamente o ano todo (MORELLATO, 1991).

4.3 Vegetacédo de Restinga

A formacdo das restingas ocorreu, além de outros fatores, pelo
estabelecimento de fitofisionomias variadas. Ule (1901), ao analisar a restinga de
Cabo Frio-RJ, identificou e denominou entre outras formacgfes, restinga de
Ericaceae, restinga de Myrtacea e restinga de Clusia, comunidades haldfilas e matas
de restinga. No sul do Brasil Waechter (1985) utilizou outro tipo de classificacéo,
adotando termos como: vegetacdes pioneiras, campestres, savanicas e florestais,
sugerindo zonacfGes ambientais. Do mesmo modo, mais especificamente, as areas
florestais de restinga tém sido denominadas de diversas maneiras, tais como: mata
seca, mata de Myrtaceae (PEREIRA, 1990; BASTOS, 1996), mata arenosa
(WAECHTER, 1985), mata arenicola costeira (TRINDADE, 1991), ou também como
mata ou floresta de restinga (CESAR e MONTEIRO 1995; LOBAO e KURTZ, 2000).

Deste modo, reconhecer e comparar as diferentes fitofisionomias de restinga
tem gerado denominacfes muito diferenciadas, devido as classificagdes levarem em
consideracao grupos vegetais predominantes, que podem variar entre regides ou
mesmo entre nomenclaturas regionais. Em virtude destas divergéncias, Silva (1998)
propde um sistema de classificacdo considerando o habito predominante (arboreas,
herbaceas e arbustivas), o adensamento (aberta ou fechada) e o nivel e dinamica do
lencol freético (ndo inundavel, inundavel e inundada), a fim de padronizar a

classificagdo dos ambientes de restinga.
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Em se tratando da floresta de restinga, tém sido proposta e utlizada a
classificacdo em floresta inundada, periodicamente inundavel, de transicdo ou néo
inundavel, por sofrer ou ndo inundacdes e, levando em consideracdo outros
aspectos abidticos, floristicos e estruturais. (PEREIRA, 1990; SILVA, 1998;
PEREIRA, 2003; MAGNAGO et al., 2013). Isto porque, em solos alagados ou
constantemente inundaveis, por exemplo, os padrdes estruturais e floristicos exibem
predominéancia de uma ou poucas espeécies, 0 que torna a diversidade local baixa
(KURTZ et al., 2013). Essa caracteristica foi relatada por Magnago et al. (2013) em
uma floresta de restinga, no Parque Natural Municipal-PNM Jacarenema (Vila Velha-
ES), onde as zonas da floresta exibem um efeito de gradiente em diversidade,
diminuindo a medida que avanca da zona ndo inundavel para as zonas inundavel ou
inundada. Assis (2004) relatou diferencas em diversidade no Parque Estadual Paulo
Cesar Vinha, onde ocorre significativo aumento no nimero de espécies a medida

que se distanciava da linha de maré alta para o continente.

Desta maneira, o Parque Estadual Paulo Cesar Vinha localizado na Area de
Protecdo Ambiental - APA de Setiba, Municipio de Guarapari, Espirito Santo (Figura
2A), € um 6timo exemplo da diversidade de uma restinga. A floresta de restinga
desta unidade pode conter zonas florestais bem distintas e em intervalos espaciais
reduzidos. No local podem ser identificadas, por exemplo, trés zonas florestais
distinguiveis. A floresta periodicamente inundavel (Pl), floresta transicdo (IT) e
floresta ndo inundavel (NI) (Figura 2B) (MAGNAGO et al., 2013).
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PEPCV
APA Setiba

Figura 02: Mapa politico do Espirito Santo, destacando o municipio de Guarapari e
a area de floresta de restinga (Parque Estadual Paulo Cesar Vinha — PEPCV) (A).
Localizagdo das zonas florestais na floresta de restinga [periodicamente inundavel
(PI), transicdo (IT) e ndo inundavel (NI)] (B). (Fonte: Adaptado Cepemar, 2007;
Imagens Google Earth Pro).
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CAPITULO 1

VARIACAO NA CONCENTRACAO DE CARBOIDRATOS E POLIMEROS DE
PAREDE CELULAR EM Protium icicariba AO LONGO DE UM GRADIENTE
AMBIENTAL DE UMA FLORESTA DE RESTINGA

RESUMO

Na floresta de restinga, a populacdo de Protium icicariba se distribui de forma
abrangente ao longo de zonas contrastantes quanto a ocorréncia de episédios de
inundacdes. O objetivo principal do trabalho foi determinar as concentracdes de
carboidratos nao estruturais e polimeros de parede celular em individuos de P.
icicariba ao longo de um gradiente ambiental de uma floresta de restinga. Para isso,
as concentracfes de carboidratos ndo estruturais (glicose, frutose, sacarose e
amido) e polimeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) foram
quantificados em amostras de caules, ramos e folhas de individuos de uma
populacdo da espécie P. icicariba ocorrente em zonas contrastantes quanto a
ocorréncia de episédios de inundacdes [periodicamente inundavel (Pl), de transi¢ao
(ITY e ndo inundavel (NI)]. Os individuos da zona NI apresentaram maiores
concentracbes de amido e hemiceluloses. A zona NI apresentou relacdo mais
significativa com as maiores concentragdes de sacarose encontradas nas folhas. Por
outro lado as concentracdes de celulose e lignina foram maiores nas folhas dos
individuos da zona PIl. As variagcbes nas concentracbes de carboidratos néo
estruturais e polimeros de parede celular foram associadas principalmente com a
disponibilidade hidrica e plasticidade da espécie, além de possiveis influéncias da

oferta de nutrientes do solo, parasitismo e herbivoria.

Palavras-chave: Amido ¢ celulose * hemiceluloses - lignina * sacarose
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ABSTRACT

In restinga forest, Protium icicariba population is comprehensively distributed along
contrasting zones in relation of flood episodes. This study aims to determine the
content of non-structural carbohydrates and cell-wall polymers individuals of P.
icicariba along the flooding gradient in a patch of restinga forest. For this, the
concentrations of non-structural carbohydrates (glucose, fructose, sucrose and
starch) and cell wall polymers (cellulose, hemicellulose and lignin) were quantified in
samples of stems, branches and leaves of individuals of a P. icicariba in relation of
flood occurrence (PF), transition (TR) and non-flood (NF)] flood events. The
individuals of NF zone had higher concentrations of starch and hemicelluloses. The
NF zone presented a more significant relationship with higher concentrations of
sucrose found in leaves. On the other hand, the concentrations of cellulose and lignin
were higher in the leaves of the PF individuals. Variations in the concentrations of
non - structural carbohydrates and cell wall polymers were associated mainly with the
water availability and plasticity of the species, as well as possible influences on soil

nutrient supply, parasitism and herbivory.

Key words: Cellulose « hemicelluloses ¢ lignina ¢ starch * sucrose
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de eventos climaticos extremos esta prevista por varios estudos
de modelagem em todo o mundo, principalmente em relacdo a modificacbes na
dindmica de precipitacao e temperatura (IPCC, 2014). Em fung&o dessas mudangas,
a previsdo € que até 2100 as porcdes sul e sudeste da Mata Atlantica devem
registrar aumentos medios entre 2,5 °C e 3,0 °C na temperatura e de 25% a 30% em
chuvas (RAN1, 2013). Estes dois fatores ambientais influenciam nos processos
bioguimicos e fisioldégicos das plantas, sendo considerados essenciais para o seu
desenvolvimento. Desta maneira, as alteracdes climaticas podem causar grandes

efeitos tanto a niveis individuais quanto de ecossistemas (BEIER, 2004).

Dentre os ecossistemas que podem ser impactados pelas mudancas
climaticas, podem ser citadas as restingas, principalmente por conta das suas
peculiaridades. Estes ambientes, que se estendem por praticamente todo o litoral
brasileiro, sdo compostos por variadas fitofisionomias, influenciadas principalmente
por diferencas topogréficas que determinam a profundidade do lencol freéatico e
ocorréncia de inundacbes (MENEZES et al., 2010; MONTEIRO et al., 2014). Com
isso, a vegetacdo de restinga tem de lidar com algumas condi¢Bes estressantes,
causadas, pelas altas temperaturas, deficiéncia nutricional e estresse hidrico, além
de constantes inunda¢cées (SCARANO, 2002). Estes fatores influenciam na estrutura
da vegetacdo, diversidade e composicao floristica (PEREIRA, 2003; MAGNAGO et
al., 2013).

Em funcdo da grande heterogeneidade ambiental, a vegetacdo de restinga
pode apresentar-se como herbacea, arbustiva e arbérea (SILVA, 1998). Sendo que
cada formacdo pode ser diferentemente influenciada pela dinamica do lencol
freatico. Assim, as areas florestais podem ser denominadas como floresta inundada,
floresta periodicamente inundavel, floresta ndo inundavel e floresta de transicéo
(MAGNAGO et al., 2013). Essas diferentes influéncias de inundacbes e do relevo
formam um gradiente de umidade. O gradiente determina a ocorréncia de espécies
gue se diferem em suas exigéncias ambientais e respostas as condicdes ambientais
(TOLEDO et al., 2012).

Tendo em vista que a variagdo de fatores ambientais pode influenciar na

dindmica e no estoque de biomoléculas de carbono (SOUZA et al., 2005), um
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gradiente edéafico de umidade pode ser um excelente campo de pesquisa para
investigacbes da relacdo destas moléculas com as caracteristicas abidticas. A
compreensao de como o0s estoques de carboidratos ndo estruturais e polimeros
estruturais se comportam em individuos de uma populacdo arborea, distribuida em
um gradiente edafico de umidade, pode contribuir com o atual conhecimento
ecofisiolégico e com as previsGes dos efeitos das mudancgas climaticas nas reservas

de carbono organico.

Alteracbes nas concentracfes de carboidratos ndo estruturais (glicose,
frutose, sacarose e amido) podem ocorrer sem um padrdo definido em plantas
submetidas ao estresse hidrico (HOCH, 2015). Se a espécie for tolerante a seca,
pode ocorrer acumulo de carboidratos ndo estruturais nos seus tecidos devido a
diminuicdo do seu metabolismo. Porém, se for susceptivel, estes carboidratos séo
consumidos, principalmente pelo gasto energético da respiracdo de manutencao
(PIPER, 2011). Os carboidratos soluveis (frutose e sacarose) sdo concentrados em
alguns Orgaos de plantas submetidas ao estresse hidrico. Eles tém como funcao
manter o equilibrio osmdético, ou seja, diminuir o potencial hidrico de células ou
tecidos mantendo o seu turgor, ou ainda para otimizar a absorcdo de &agua
(WARREN et al., 2011). J4 em relacdo aos carboidratos estruturais, foi relatado, por
exemplo, que a sintese de hemiceluloses € estimulada em condi¢cbes de estresse
hidrico (YANG et al., 2006). Por outro lado, os teores de celulose ndo exibem uma
resposta padrao, respondendo diferentemente entre espécies e 6rgaos (ZHENG et
al., 2014; PIRO et al., 2003), enquanto a lignina tem sido citada como polimero
envolvido na resisténcia a seca, apresentando maiores concentracdes no caule
(MOURA-SOBCZAK et al. 2011) em condi¢des de baixa umidade do solo (BOK-RYE
et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi determinar as concentracdes de carboidratos nao
estruturais e polimeros de parede celular em caules, ramos e folhas de individuos de
uma populagdo de P. icicariba ocorrente em zonas contrastantes quanto a
ocorréncia de episodios de inundacfes [periodicamente inundavel (Pl), de transi¢éo
(IT) e ndo inundavel (NI)]. As hipoteses de pesquisa s&o: (i) ocorre variacdo na
concentracdo de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular em
individuos de uma populacgéo P. icicariba localizada ao longo do gradiente ambiental;

(i) as diferencas entre as zonas de estudo estdo associadas com as condigoes
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contrastantes quanto a ocorréncia de episodios de inundacdes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacado da area e das zonas de estudo

A area de estudo esté localizada no Parque Estadual Paulo Cesar Vinha, Km
37,5 da Rodovia ES-060 (Rodovia do Sol), (20° 35'25" S; 40° 25'24" W), Municipio
de Guarapari, Estado do Espirito Santo, Brasil. De acordo com o sistema de
classificacdo climatica de Koppen-Geiger, o clima da regido € do tipo Aw, tropical
quente e Umido com estacdo chuvosa (verdo) e estacdo seca (inverno). A
precipitacdo média anual para a Capital Vitoria € de 1.276 mm e a temperatura anual
média € de 24,2°C (CEPEMAR, 2007).

Trata-se de uma é&rea florestal de restinga delimitada com aproximadamente
11,2 ha, paralela ao oceano, distanciando deste, aproximadamente 1,5 km. Na
referida area foram estabelecidas trés zonas de amostragem, sendo estas,
determinadas como floresta periodicamente inundavel (P1), floresta de transicéo (IT)
e floresta ndo inundavel (NI) (MAGNAGO et al., 2013).

Com inundacao periédica caracteristica no verdo, a zona PI, esta localizada
em uma area de depresséo do relevo entre uma formacéo herbacea inundavel e a
zona IT, com area aproximada de 5,8 ha. Esta zona de floresta apresenta topografia
plana, solo visualmente escuro e odor caracteristico de matéria organica em
decomposicdo. Em comparacao as demais zonas, esta apresenta maior acumulacao
de matéria organica, acidez, concentracdes de aluminio e sais, drenagem deficiente,
além de lencol freatico raso e periodos de inundacdo (MAGNAGO et al., 2013;
CEPEMAR, 2007).

A zona IT delimitada em uma area de 0,75 ha, € uma faixa de terra estreita,
com aproximadamente 15 m de largura, apresenta leve declividade e esta localizada
entre as zonas Pl e NI. Ja a zona NI possui area aproximada de 4,65 ha, esta
localizada entre uma formagéao arbustiva aberta ndo inundavel e a zona de transicao.

De topografia plana, esta situada em uma area mais elevada, caracteristica de um
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terrago marinho formado pelo acumulo de areia durante o periodo quaternario
(MARTIN et al., 1997). O solo apresenta caracteristicas de textura arenosa, baixa
retencdo de agua, camada de serapilheira delgada, pequena proporcao de matéria
organica e argila, menor fertilidade em comparacdo com a zona PIl, sendo mais
caracteristico da classe de Neossolos (CEPEMAR, 2007).

2.2 Procedimentos de amostragem

Amostrou-se de forma aleatdria 7 individuos de P. icicariba (n=7) em cada
zona florestal, totalizando uma populacdo amostral de 21 individuos (Figura 03).
Para a escolha dos individuos foi considerada a distribuicdo de forma homogénea
dentro de cada zona de estudo, a distdncia minima de 5 metros entre eles e

didametro a altura do peito (DAP; determinado a 1,3 m acima do solo) =5 cm.

<
@ Protiumicicariba NI

B ProtiumicicaribalT

A Protium icicariba Pl

Figura 03: Area de coleta. Distribuicdo da populacdo amostral de Protium icicariba.
Circulos representam os individuos da zona florestal ndo inundavel (NI), retangulos
individuos da zona de transicdo (IT) e triangulos individuos da zona periodicamente
inundavel (PI).

Foram realizadas amostragens de caules, ramos e folhas na segunda
quinzena do més de setembro de 2016 (final do inverno). A coleta de material
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vegetal foi realizada com auxilio de um podador de cabo longo (podao),
possibilitando a retirada de amostras de ramos localizados a até 12 metros de altura.
Os ramos foram padronizados com aproximadamente 3 cm de diametro e 25 cm de
comprimento. As folhas totalmente expandidas do terceiro ao quinto par (a partir do
apice) foram coletadas manualmente dos mesmos ramos amostrados (entre 09:00 -
15:00 h). Os caules foram amostrados na altura DAP. Para tal, a periderme e floema
foram previamente removidos por raspagem para que em seguida fossem extraidas
amostras fragmentadas utilizando furadeira a bateria (BOSCH-GSB180-LI). A inciséo

no caule foi padronizada com profundidade de 5 cm.

Todas as amostras foram imediatamente acondicionadas em caixas térmicas
contendo gelo e transportadas para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas do Departamento de Ciéncias Biologicas da UFES onde foram
acondicionadas em ultra freezer - 80°C. Em seguida, todas as amostras foram
liofilizadas e pulverizadas em moinho de bola (TE-350, TECNAL, Sao Paulo, Brasil)
e, posteriormente armazenadas em frascos plasticos a temperatura ambiente até

serem analisadas.

2.3 Andlises bioquimicas

2.3.1 Carboidratos soltveis

Para determinacdo da concentracdo de acucares solluveis (glicose, frutose e
sacarose), 150 mg de cada amostra foi tratada com etanol 80 % a 60 °C durante 1
hora (POLLOCK, 1986). Depois de centrifugadoa fase liquida foi concentrada em
liofilizador. As amostras foram entdo diluidas em 1 mL de solugdo contendo &gua
ultrapura e concentragcbes conhecidas de 1 gL de frutose, 1 gL de glicosee 1 gL
de sacarose (utilizando padrdes Sigma®). Depois de diluidas, as amostras foram
fitradas em filtros de seringa (Millex gv pvdf didmetro 13mm e poro 0,22um -
millipore) para eliminagdo de residuos de possam interferir nos resultados ou

comprometer o equipamento de leitura.
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As concentracdes foram quantificadas cromatografia de troca anidnica de alta
eficiéncia com detector de refragdo em HPLC Shimadzu RID-20A, coluna CLC —
NH2 de 25 cm, fase movel de acetonitrila 80% sob fluxo de 1 mL por minuto a
temperatura de 40°C, utilizando padrdoes Sigma®. Como as amostras foram diluidas
em solucdo conhecida contendo os carboidratos soluveis alvo, o resultado final foi
oriundo da subtragédo entre a concentracao total e a concentragao inicial da solucéo
utilizada na diluicdo. Esse procedimento foi necessario pela caracteristica de os
orgaos amostrados apresentarem pouca concentracdo das moléculas alvo, além de
0 equipamento de leitura ndo ser eficiente para concentracdes abaixo de 1 g L,

com pI’OV&dO nos testes.

2.3.2 Amido

O teor de amido foi determinado através do método enzimatico rapido e
sensivel de extracdo e dosagem (AMARAL et al. 2007). A partir de 10 mg para cada
amostra, foram extraidos o0s acUcares solluveis, pigmentos, fendis e outras
substancias por extracdo alcodlica. A partir do precipitado seco resultante,
adicionou-se em sequéncia 0,5 mL (120 U mL') de a-amilase (EC 3.2.1.1)
termoestavel de Bacillus licheniformis (céd. E-ANAAM, MEGAZYME, Irlanda) e 0,5
mL de uma solucdo contendo 30 U mL™? de amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de
Aspergillus niger (cod. E-AMGPU, MEGAZYME, Irlanda) para hidrolisar as ligacdes
das moléculas de amido, liberando os monémeros de glicose. A leitura da
concentracdo de amido foi realizada a partir da quantificacdo da glicose liberada
apos reacdo com a Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), que ao reagir com
a glicose gera uma intensidade de cor. A determinagdo por método colorimétrico foi
entdo realizada por leitor de microplacas de ELISA, em comprimento de onda 490
nm. A curva padrao foi construida com as 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; e 15,0 g L' de

amido padrao Sigma®.

2.3.3 Celulose
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Para quantificacdo de celulose foi adotado o método proposto por Brendel et
al. (2000) com modificacdes. Foram utilizadas 100 mg para cada amostra.
Inicialmente foram adicionados 2 mL de &cido acético 80 % e 200 uL de &cido nitrico
concentracdo 65 % para quebra das ligacbes entre os polimeros de parede e
degradacdo de material ndo celulésico, que na sequencia foi acondicionando em
banho maria a 100 °C por 1 hora. Em seguida adicionou-se 2,5 ml de etanol 99 %,
que foi homogeneizado e centrifugado a 4324 * g por 5 minutos, com sobrenadante
sendo posteriormente descartado. Em seguida, as amostras foram lavadas
sequencialmente da seguinte forma: (1) 5 mL de etanol 99 % para remover 0s
produtos degradados na extracdo; (2) 5 mL de &gua deionizada para remover 0s
vestigios do acido nitrico; (3) 5 mL de NaOH 17 % que ficou em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos; (4) 5 mL de &gua deionizada; (5) 2,2 mL de
agua deionizada e 600 pL de acido acético. Foram ainda adicionados mais 2,2 mL
de dgua deionizada para retirada de material ndo celuldsico ainda persistente e (6) 5
mL de agua deionizada. Entre cada lavagem (1 a 6), as amostras foram
centrifugadas a 4324 * g por 5 minutos em temperatura ambiente e o0s
sobrenadantes descartados. Por fim as amostras foram secas em estufa a 50 °C por
48 horas e aferidas as massas para determinacdo da porcentagem de celulose por
massa seca (% MS) por método gravimétrico.

2.3.4 Hemiceluloses

Hemiceluloses totais foi determinado pelo método proposto por Shadel et al.
(2010) com modificagbes. A partir de 50 mg de massa seca de cada amostra,
procedeu-se a retirada dos acucares soluveis. O precipitado foi seco em estufa a 50
°C durante 24 horas. Com as amostras livres de acucares sollveis e secas foi
adicionado 1,5 mL de dimetil sulfoxido (DMSO) para extragdo do amido e, mantido
em agitacao por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas em
18.227 * g por 5 minutos a 7 °C e o sobrenadante descartado. O precipitado depois
de lavado foi transferido para estufa a 50 °C por 24 horas para posteriormente
realizarmos a pesagem do material totalmente seco. Entdo foi acrescido ao
precipitado anterior 1,5 mL do detergente neutro (tetraborato de sddio decahidratado

18 mmol, acido etilenodiaminotetracético 66 mmol, sulfato de s6dio dodecil 10,4
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mmol, fosfato de sodio dibasico 32 mmol e agua destilada) para extracdo de
residuos solUveis em agua e pectinas e, adicionou-se 25 pL de solugao de sulfito de
sédio para extracdo de proteinas. As amostras foram transferidas para banho maria
a 100 °C por 60 minutos sob agitacdo em placa magnética. Depois as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado desta etapa
(celulose, hemicelulose e lignina) foi lavado sequencialmente da seguinte forma: (1)
duas vezes com 1,5 mL de agua deionizada quente; (2) uma vez com 1,5 mL de
acetona 100 % e; (3) uma vez com 1,5 mL de agua deionizada. O precipitado
contendo a “fracao total de parede celular” foi entdo transferido novamente para
estufa a 50 °C durante 24 horas e pesado. A partir do precipitado seco foi adicionado
1,5 mL do detergente acido (H.SO4 1 N e brometo de hexadeciltrimetilaménio acido
deoxicélico sal sdédico 55 mmol). Submetemos as amostras ao banho maria a 100 °C
por 60 minutos, que em seguida foram centrifugadas e tiveram o sobrenadante
contendo hemiceluloses foi descartado. O precipitado foi lavado em agua deionizada

por pelo menos cinco vezes. O material entdo foi seco e pesado posteriormente.

O célculo para a determinacdo da concentracdo das hemiceluloses presentes
nas amostras foi realizado pela diferenga gravimétrica entre a “fragédo total da parede
celular” e a “fracao de celulose e lignina”. As concentragées de hemiceluloses foram

calculadas em porcentagem da massa seca (% MS).

2.3.5 Lignina

Para determinacdo das concentra¢cdes de lignina foi seguido protocolo de Dos
Santos et al. (2008) com modificagbes. Inicialmente foram utilizadas 150 mg de
massa seca homogeneizada em 10 mL de tampéao fosfato de sodio e potassio 50
mM em pH 7. O material foi centrifugado por 10 minutos a 4324 * g e o sobrenadante
descartado. A partir dessa etapa 0 precipitado passou por 12 lavagens com
diferentes solugdes. Apds a 122 lavagem, o precipitado foi seco em estufa a 60 °C
por 24 horas. O material resultante compreende a fracdo de parede celular livre de
proteinas. A partir do precipitado seco, foram pesados 50 mg em tubos de 15 mL,
adicionados 1,2 mL de &cido tioglicdlico e 6 mL de HCI 2 M. Em seguida, as

amostras foram incubadas a 95 °C por 4 horas. Apds esse tempo as mesmas foram
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centrifugadas e lavadas com agua destilada. Entdo foram adicionados 7 mL de
NaOH 0,5 M, em seguida incubados a 30 °C por 18 horas sob agitacdo constante
em agitador magnético. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
reservado. O precipitado foi lavado com 3 mL de NaOH 0,5 M, e centrifugado em
seguida. O sobrenadante resultante foi unido ao anterior, acidificado com 1,8 mL de
HCI e deixado a 4 °C por 12 horas sem agitar para precipitacdo. Apds esse periodo,
as amostras foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua destilada,
centrifugadas novamente a 4.324 * g por 10 minutos em temperatura ambiente e
descartado o sobrenadante. O precipitado obtido foi seco a 60 °C por 24 horas e
ressuspendido em 5 mL NaOH 0,5 M.

As diluicbes foram padronizadas em 13 mL de NaOH 0,5 M. A partir dessa
diluicdo foram retirados 300 pL, que foi finalmente diluido em 2 mL de NaOH 0,5 M
para leitura. A determinagdo do contetdo de lignina foi realizada através da leitura
de absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 280 nm. Para
isso, foi utilizada solugcéo de lignina (SIGMA) para construcdo da curva padrédo, nas
concentracdes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200; 300; 400 e 500 pg uL".

2.4 Anélises estatisticas

Inicialmente a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA), e a diferenca entre os tratamentos foi avaliada pelo teste de
Tukey (P =< 0,05). As médias das variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal
foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Analise de componentes
principais (PCA) foi realizada para demonstrar relacbes entre a variavel
independente (zonas florestais) com as variaveis dependentes (carboidratos nao
estruturais e polimeros de parede celular). A analise foi realizada somente para
folhas, pois foi 0 6rgdo a apresentar relacbes mais significativas. Pelo mesmo

principio, os carboidratos sollveis glicose e frutose ndo foram incluidos.

3 RESULTADOS
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3.1 Carboidratos nao estruturais

De modo geral, a concentracdo de carboidratos n&o estruturais totais em
relacdo & massa seca foi diferente entre os 6rgdos amostrados, com maiores valores
sendo encontrados nas folhas (8,38%), seguido por ramos (5,31%) e caules (2,58%),
respectivamente. Dentre os carboidratos ndo estruturais, a concentracdo de amido

foi a que apresentou maiores variagdes entre as zonas florestais.

Folhas apresentaram maior concentracao de glicose em relagédo aos demais
orgaos (1,27%). Individuos da zona Pl apresentaram maior concentracdo de glicose
em relacdo aqueles da zona IT e NI (Figura 05).
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Figura 01: Concentracdo de glicose (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (Pl), zona de transicdo (IT) e zona ndo inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdao da média (n=7). As letras comparam as médias
dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).

As folhas foram os Orgdos que apresentaram as maiores concentracdes de
frutose (1,19%), ndo havendo diferencas significativas entre as zonas florestais.
Ramos de individuos localizados na zona NI apresentaram maior concentracdo de
frutose em relacdo a zona PI (Figura 06).
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Figura 02: Concentracdo de frutose (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (PI), zona de transicdo (IT) e zona nao inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). As letras comparam as médias

dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).

N&o houve diferenca na concentracdo de sacarose entre as zonas florestais,
independentemente do 6rgado (Figura 07). As folhas apresentaram as maiores

concentracdes deste oligossacarideo (3,68%), seguida por ramos (1,64%) e caules
(0,55%) respectivamente.
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Figura 03: Concentracdo de sacarose (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (PI), zona de transicdo (IT) e zona ndo inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). As letras comparam as médias

dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P =< 0,05).



55

Os teores de amido nas folhas e ramos dos individuos distribuidos na zona NI
foram maiores que os valores encontrados na zona Pl (Figura 08). Os individuos
localizados da zona Pl apresentaram as menores concentracdes de amido,
independentemente da zona e do 6rgdo. Os individuos da zona IT apresentaram as
respostas mais heterogéneas. No caule foi encontrada maior concentragéo de amido
em relacdo aos individuos da zona PI. Nas folhas apresentaram menor concentracao
em relacdo aqueles da zona NI. Ja nos ramos, a concentracdo de amido nao foi
significativamente diferente das demais zonas. De modo geral as maiores

concentragdes de amido foram encontradas em ramos (3,32%) e folhas (2,24%).
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Figura 04: Concentragdo de amido (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (PI), zona de transicdo (IT) e zona nao inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). As letras comparam as médias
dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).

3.2 Polimeros de parede celular

As folhas foram os Unicos 6rgdos a apresentar diferencas significativas nos
teores de celulose entre as zonas florestais. Os individuos da zona NI apresentaram
folnas com menores concentracbes de celulose em relacdo aos individuos das

zonas Pl e IT (Figura 09).
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Figura 05: Concentragao de celulose (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (Pl), zona de transicdo (IT) e zona nao inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). As letras comparam as médias

dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).

Nao foram identificadas diferencas significativas nas concentracbes de

hemiceluloses entre as zonas florestais, independentemente do 6rgdo (Figura 10).
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Figura 6: Concentragéo de hemiceluloses (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (Pl), zona de transicdo (IT) e zona ndo inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdao da média (n=7). As letras comparam as médias

dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).



S7

Os individuos da zona NI apresentaram maior concentracdo de lignina nos
caules do que aqueles distribuidos na zona IT. Nas folhas, os individuos das zonas
Pl e IT apresentaram maiores concentracdes de lignina em relacdo aos individuos

da zona NI (Figura 11).
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Figura 7: Concentracdo de lignina (% MS) em caule, ramo e folha de Protium
icicariba. As colunas representam a média dos individuos amostrados na zona
periodicamente inundavel (Pl), zona de transicdo (IT) e zona nao inundavel (NI). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). As letras comparam as médias
dos individuos de cada zona para determinado 6rgéo, teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis (P < 0,05).

3.3 Andlise de componentes principais

Com a analise de componentes principais foi possivel relacionar no espaco
multivariado a variavel independente zona florestal e as varidveis dependentes mais
significativas (sacarose, amido, celulose, hemiceluloses e lignina) para folha (6rgéo
gue apresentou melhor resposta). O eixo 1 explica a maior variacéo total dos dados
(57,10%). Os individuos da zona NI estéo situados principalmente a direita do eixo 1
e, portanto, estdo associados com maiores concentracbes de amido, sacarose e
hemiceluloses. Por outro lado, os individuos na zona Pl se encontram a esquerda e,
portanto, estdo associados com maiores concentracdes de celulose e lignina. Os

individuos da zona IT ndo apresentam um padréo de distribuicdo (Figura 12).
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Figura 8: Andalise de componentes principais de individuos de Protium icicariba. Sao
analisadas as concentracdes de amido, celulose, hemiceluloses, lignina e sacarose
em folhas de individuos ocorrentes nas zonas periodicamente inundavel (Pl), de
transicao (IT) e ndo inundavel (NI) de uma floresta de restinga.

4 DISCUSSAO

4.1 Carboidratos nao estruturais

No presente estudo, houve pequena variacdo intraespecifica na
concentracdo de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular em
individuos de P. icicariba, localizados ao longo de um gradiente ambiental. As moires
variacOes foram verificadas entre os 0rgaos avaliados. Somente a concentracéo de
amido apresentou variacao biologicamente significativa entre as zonas avaliadas. As
diferencas entre as zonas de estudo foram associadas com as condigbes
contrastantes quanto a ocorréncia de episodios de inundagfes. Espécies resistentes
a deficiéncia hidrica podem apresentar acumulo de carboidratos ndo estruturais.
Porém, se a espécie for susceptivel ao estresse, o declinio das concentracfes
destes compostos pode ser observado (PIPER, 2011). Levando em consideracéo

que P. icicariba ocorre nas trés zonas florestais e que houve diferencas nas
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concentracbes de amido, principalmente entre as zonas NI e PI, é possivel inferir
que individuos da zona NI, por serem mais impactados pelos efeitos do déficit hidrico
e, conseguentemente, apresentem maior armazenamento de amido durante 0s
periodos mais limitantes. O acumulo de amido pode ser uma estratégia, que revela
uma possivel plasticidade fisioloégica de P. icicariba, essencial para sua ocorréncia
generalista. Outra explicagdo pode estar vinculada ao fato de toda a regido estar
passando por um periodo prolongado de seca, pois o déficit hidrico pode afetar a
hidrolise do amido e a mobilizacédo dos carboidratos pelo floema (SALA et al., 2010),

principalmente nos individuos da zona NI.

De acordo com os resultados, os individuos da zona IT estdo mais
relacionados com aqueles ocorrentes na zona NI quando os carboidratos nao
estruturais sdo analisados, principalmente as concentracdes de amido. Contudo,
além dos maiores teores de amido, os individuos da zona NI e possivelmente
aqueles da zona IT, deveriam apresentar maiores teores de carboidratos soluveis.
Isto porque, o acumulo intracelular dessas moléculas diminui o potencial hidrico das
células, possibilitando a manutencdo da turgescéncia celular. Através deste
mecanismo, 0s estbmatos se mantém abertos assegurando a transpiracdo e a
fotossintese sob condi¢des de baixo potencial hidrico no solo (FUNKHOUSER et al.,
1994). Contudo nao foram observadas diferencas expressivas entre as zonas, 0 que
pode significar uma menor participacdo dessas moléculas no mecanismo de
regulacdo osmotica de P. icicariba. Alternativamente, as condi¢des de salinidade dos
solos de restinga, principalmente da zona PI, pode também estimular o acumulo de
carboidratos sollveis, neutralizando os efeitos isolados do estresse hidrico. Isto
porque, tanto a baixa disponibilidade de &gua quanto a salinidade estimulam
respostas de ajustamento osmotico nas plantas (TURNER, 1986). Mas em termos
de comparacéo, a zona NI esta, segundo a analise de componentes principais, mais
relacionada as maiores concentracbes de sacarose, que estaria envolvida

indiretamente na regulagdo osmotica nas folhas.

Outro fato que pode ser levado em consideragéo para explicar diferencas na
concentragéo de carboidratos ndo estruturais, mais especificamente do amido, sédo
as diferencas em fertilidade do solo. Os carboidratos n&o estruturais tendem a ser
negativamente relacionados a concentracdo de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio

(K) no solo. Essa relacao citada por Chapin et al. (1986) diz respeito a arbustos de
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Tundra, onde ocorreu acumulo de carboidratos ndo estruturais em regifes de solos
deficientes para estes minerais. Resultados semelhantes foram obtidos por Kaakinen
(2002) ao verificar a concentracdo de amido e carboidratos sollveis em mudas de
Picea abies submetidas a diferentes concentragdes de nitrogénio. No seu
experimento, as mudas da conifera submetidas a menores ofertas de nutrientes
acumularam maiores teores de carboidratos ndo estruturais do que aquelas
submetidas a maior oferta. A menor disponibilidade do nutriente pode ter sido
insuficiente para sustentar o crescimento, fazendo com que as reservas de

carboidratos nao estruturais nao fossem utilizadas (ERICSSON et al., 1996).

Dessa maneira, levantamos a hipétese de que os maiores teores de matéria
organica e serapilheira na zona Pl podem garantir maiores ofertas de nutrientes em
comparacao com a zona NI. Talvez essa seja uma das caracteristicas que limitem o
crescimento das arbdéreas na zona mais pobre em nutrientes (NI), pois séo
caracteristicamente menores em altura e didmetro de caule. Dessa maneira, €
possivel que os estoques de carboidratos ndo estruturais sejam maiores na zona NI

por serem menos exigidos durante um crescimento mais lento.

4.2 Polimeros de parede celular

As menores concentragcdes de celulose e lignina verificadas nos individuos da
zona Pl podem estar relacionadas com estratégias de tolerancia as condicdes de
hipéxia, comum em zonas permanentemente inundadas. Ao analisarem o hibrido de
alamo cinzento (Populus x canescens) sob hipdxia, Kreuzwieser et al. (2009)
identificaram a inibicdo da expressao de alguns genes que codificam para enzimas
relacionadas com a sintese de celulose. O excesso de agua no sistema radicular das
arboreas pode limitar a difusdo de oxigénio para os tecidos radiculares, fazendo com
gue as aquaporinas se mantenham fechadas, o que inibe a entrada de agua no
xilema (TAIZ e ZEIGER, 2013). Dessa maneira, um ambiente com excesso de agua
pode submeter as plantas ao estresse hidrico. Para Kreuzwieser et al. (2009) estas
condigbes podem influenciar as plantas a investirem energia no metabolismo de
manutencdo e menos no crescimento até que o estresse seja superado. Com isso a

sintese de polimeros estruturais para a formacao de paredes celulares secundarias
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é reprimida e os teores das moléculas nos tecidos diminuem. Tal estratégia pode ser
plausivel em uma floresta que convive com o lencol freatico raso o ano todo como o
da restinga (MAGNAGO et al., 2013).

Em relacdo ao estresse provocado pela seca, plantas de Gossypium hirsutum
tiveram a produgéo de celulose estimulada em detrimento das producdes de
hemiceluloses e pectinas nas mesmas condi¢cdes (ZHENG et al., 2014). Esse tipo de
resposta € explicado pelo autor como sendo uma preferéncia pela producdo de
celulose em condicfes de estresse hidrico. Porém, a reducdo nas concentracdes de
celulose em folhas de Vitis vinifera e raizes de triticum aestivum em regime de seca,
também foram relatados (SWEET et al., 1990; PIRO et al., 2003).

Entre as duas possiveis explicacbes relacionadas aos tipos de estresse
hidrico que poderiam causar alteracbes nas concentracbes de celulose, as
condi¢cdes estressantes da zona NI parecem influenciar mais as arboreas, com
respostas em forma de menores concentracdes de celulose nas folhas. Resultado
similar foi observado nas concentracdes de lignina das folhas. Por mais esse motivo,
foram os oOrgdos mais sensiveis e responsivos no nosso trabalho. Contudo, os
resultados ndo se deram como esperado, ou seja, os dados nao confirmaram
maiores concentracdes de lignina na zona NI, como na maioria dos trabalhos, que
relacionam maiores teores do composto fendlico a condi¢cdes de seca. Isto porque
nestas condicfes, as plantas produzem mais compostos secundarios e desenvolvem
cuticulas mais espessas com a finalidade de protecdo contra o estresse oxidativo e
transpiracdo (YAMASAKI et al., 2007). Mudas de Eucalyptus globulus submetidas a
condi¢cbes de seca, por exemplo, mostraram aumento da concentracéo de lignina do
caule (MOURA-SOBCZAK et al. 2011). Em Trifolium repens, a redugao da expanséo
das folhas foi acompanhada pelo aumento da sintese de lignina apés 28 dias de
seca (BOK-RYE et al., 2007). Esse aumento foi relacionado com a diminuigdo da
area foliar. No entanto, apesar de plausivel, essas respostas ndo se aplicam as
maiores concentracdes de lignina encontradas na zona Pl, mesmo em periodo de
seca. Talvez os resultados sejam mais bem explicados por outros fatores, como a

disponibilidade de nutrientes, concentracdes de aluminio e herbivora.

Maiores concentracbes de nitrogénio (N), por exemplo, ja foi citado como
condicdo estimulante dos teores de lignina nos tecidos vegetais. Em gramineas,

guando tratadas com maior disponibilidade de N, apresentaram maiores teores de
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lignina (PITRE et al., 2007). O mesmo resultado é compartilhado por arbéreas
adultas de Picea abies quando tratadas com maiores concentracdes de nutrientes,
especialmente N, apresentaram concentracbes 7 % superiores de lignina no xilema
secundario (ANTTONEN et al., 2002). Como a area inundavel contém maior
quantidade de matéria organica, sdo esperadas maiores concentracdes de N no solo
gue explicaria os resultados, mas por outro lado, os maiores teores do composto

fendlico se limitou as folhas.

Uma ultima observacdo que pode ser investigada, baseia-se em nossas
observacbes de que as folhas das arbéreas da regido Pl sofrem mais danos por
parasitismo e herbivoria. Se isso se confirmar, o maior teor de lignina nas folhas das
populacdes da zona Pl pode ter relacdo com a estratégia de evitar os danos
bioldgicos, uma vez que o processo de lignificacdo foi atribuido como linha de
defesa, sendo esse polimero considerado indigerivel e ndo degradavel pela maioria
dos organismos (MOURA et al., 2010).

Diferentemente dos ja citados polimeros de parede celular, consideramos que
as concentracbes de hemiceluloses sejam maiores nos individuos da zona NI,
seguido decrescentemente por aqueles distribuidos na zona IT e NI. Isto apoiado
principalmente pela analise de componentes principais e ndo por diferencas
estatisticas das médias. Este comportamento é apoiado por resultados de estudos
qgue indicaram a participacdo de hemiceluloses na resisténcia das plantas ao

estresse hidrico.

Em condi¢Bes de seca, variados genes que codificam polimeros estruturais de
parede celular sdo ativados, entre eles, genes responsaveis pela producdo de
hemiceluloses como xylose isomerase (YANG et al.,, 2006). Apesar do estudo de
Yang et al. (2006) se concentrar nas raizes de Oryza sativa, esses genes nao séo
especificos para apenas esse tecido. O aumento destes polimeros horas depois da
submissédo ao estresse hidrico sugere que esta seja uma estratégia de resisténcia ao
estresse hidrico. Outra evidéncia foi a participacdo do fator de transcricdo ASR1 no
aumento da expressdo de genes de sintese de polimeros de parede celular em
folhas de Solanum lycopersicum (RICARDI et al., 2014). Isso garantiria modificagcoes
na elasticidade e integridade das paredes celulares, conferindo maior tolerancia em

relagéo ao estresse hidrico.
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Novamente levando em consideracdo que as zonas com maior altitude no
relevo (NI e IT) sdo mais sensiveis ao estresse hidrico, € possivel argumentar que
seja este o fator responsavel pelas diferencas de concentracdes de hemiceluloses
entre zonas da floresta. Além do fato destes polissacarideos serem considerados
fonte energética quando a producdo fotossintética é insuficiente (HOCH, 2007).
Dessa maneira, os individuos da zona NI apresentam maiores teores de
hemiceluloses na parede celular como recurso de resisténcia a periodos
estressantes de pouca produtividade. Mas de forma geral, os individuos da zona IT
estdo mais relacionados a aqueles da zona IN quanto aos teores de carboidratos
ndo estruturais e aos individuos da zona Pl quanto as concentracdes de polimeros

de parede celular.

5 CONCLUSAO

A distribuicdo de individuos de P. icicarica pelas diferentes zonas florestais,
causa variacdes padronizadas nas concentracdes de carboidratos ndo estruturais e
polimeros estruturais apenas em folhas. (1) Individuos localizados na zona NI
apresentam maiores teores de amido e hemiceluloses, principalmente em relacao
aos individuos distribuidos pela zona PI. Essas respostas estdo relacionadas com
um gradiente de umidade, baseado nas caracteristicas do solo e profundidade do
lencol freatico. (2) Maiores teores de sacarose também sdo mais relacionados com a
zona NI e, foram atribuidos a necessidade de ajuste osmético em condicfes mais
estressantes. (3) A concentracdo de celulose foi maior na zona PI, principalmente
pela influéncia do estresse hidrico na zona NI, que deve provocar reducdo na
concentracéo do polimero nas folhas. (4) Maiores teores de lignina na zona PI, pode
ter relagdo com a maior disponibilidade de matéria orgénica, concentracdo de
aluminio ou parasitismo e herbivoria. As respostas dos individuos da zona de
transicao (IT) estdo mais relacionadas a aquelas encontradas na zona NI quanto aos
teores de carboidratos ndo estruturais ou com as respostas dos individuos da zona
Pl com relagdo as concentragcdes de celulose e lignina. Apesar da existéncia
diferencas entre as zonas, elas podem ser consideradas minimas, em raz&do do
grande contraste ambiental. A espécie pode apresentar plasticidade (morfologica,

fisiolégica e/ou bioquimica), que a condiciona a menor dependéncia do equilibrio das
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concentracbes de biomoléculas de carbono para colonizacdo das contrastantes
zonas da floresta.
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CAPITULO 2

SAZONALIDADE NO ACUMULO DE CARBOIDRATOS E POLIMEROS DE
PAREDE CELULAR EM ORGAOS DE TRES ESPECIES ARBOREAS DE UMA
FLORESTA DE RESTINGA

RESUMO

O entendimento ecofisiolégico das variacbes nos estoques de carboidratos néo
estruturais e polimeros de parede celular, que ocorrem em individuos de espécies
arbéreas distribuidas ao longo de um gradiente ambiental, contribui para o
conhecimento dos efeitos das mudancas climaticas sobre as reservas de carbono
organico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variacdo sazonal (inverno e verao)
da concentracdo de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular em
caules, ramos e folhas de Eugenia bahienses, Guarea macrophylla e Calophyllum
brasiliense. Para isso, foram realizadas coletas durante o inverno e verdo. As
concentracbes de amido e hemiceluloses foram menores no verdo, ambos se
comportaram como moléculas de reserva energética, que provavelmente foram
necessarias para as demandas reprodutivas e de crescimento das espécies. As
concentragbes de sacarose, ao contrario, foram maiores no verdo, principalmente
por ser o principal acucar translocado no floema. Alteracdes nos teores de frutose e
sacarose foram atribuidas a sintese e hidrélise de sacarose nas folhas e nos ramos.
Variagcdes nos teores de celulose e lignina foram atribuidas a flutuacdo da

concentracdo de outras moléculas.

Palavras-chave: carboidratos ¢« hemiceluloses ¢ parede celular * sazonalidade
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ABSTRACT

The ecophysiological understanding of the non-structural carbohydrates and cell wall
polymers, which occur in individuals of tree species distributed along an
environmental gradient, contribute to the knowledge about the nature of the organic
carbon reserves. The main goal of this study was to evaluate the seasonal variation
(winter and summer) of non-structural carbohydrates and cell wall polymers on
stems, branches and leaves of Eugenia bahienses, Guarea macrophylla and
Calophyllum brasiliense, thus, the sampling procedure was made during the winter
and summer. Starch and hemicellulose contents were smaller in the summer, both
were considered as energy reserve molecules, which were considered necessary for
the reproduction and growth of the species. In the other hand, sucrose
concentrations were higher in the summer season, mainly because it is the main
sugar translocated by the phloem vessels. Changes in fructose and sucrose contents
were attributed to synthesis and hydrolysis of sucrose in leaves and branches,
whereas cellulose and lignin contents variation was attributed to the fluctuation of the

concentration of other molecules.

Key words: carbohydrates « cell wall « hemicelluloses ¢ seasonality



71

1 INTRODUCAO

A Floresta Atlantica € um mosaico de ecossistemas formados por diferentes
tipos de fisionomias, como a formacéo costeira inundada de manguezal, formagéo
litoranea de restinga, formacédo de tabuleiro e de altitude (OLIVEIRA-FILHO e
FONTES, 2000), diferindo entre si na estrutura, diversidade, clima e geomorfologia
(VIEIRA et al., 2008; JOLY et al., 2014).

As restingas estao presentes em praticamente todo o litoral brasileiro e sé&o
consideradas de elevado interesse para diversos estudos no campo da Biologia
Vegetal (ARAUJO et al., 2004; PORTZ, 2012). Trata-se de planicies arenosas
costeiras de origem marinha incluindo praias, cordfes arenosos, depressfées entre
corddes, dunas e margens de lagunas (ARAUJO, 1987; SUGYIAMA, 1998). As
variacdes topogréaficas, no nivel do lencol freatico e tempo de inundacao influenciam
a estrutura da vegetacao, a diversidade e a composic¢ao floristica (MONTEIRO et al.,
2014). Nestes ambientes, as espécies tem que lidar com variadas condicdes
estressantes, como altas temperaturas, inundacbes e deficiéncia hidrica
(SCARANO, 2002). Além disso, elas também devem responder as variacdes
ambientais ao longo das estacdes do ano (CHAITANYA et al., 2002; ZHOU e ZHAO,
2004). Nas areas de depressdo topografica, onde o lencol freatico € raso, os
periodos de maior precipitacdo podem causar inundacdes periddicas. Por outro lado,
as areas mais elevadas, como os corddes arenosos, ndo sofrem inundacdes, porém
por apresentar solos bem drendveis estao sujeitas a limitacdo hidrica (PEREIRA,
1990; MENEZES, 2010; MAGNAGO et al., 2013).

Na restinga do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha, regiao sudeste do Estado
do Espirito Santo, o periodo de maior precipitacdo € acompanhado por maiores
temperaturas e radiacéo. Por outro lado, o periodo com menor média pluviométrica é
concomitante com menores temperaturas e radiacdo (CEPEMAR, 2007). Pela
influéncia deste tipo de clima, topografia e vegetacéo, as areas florestais do Parque
podem ser divididas em zona de floresta periodicamente inundavel (PI), néo
inundavel (NI) (SILVA, 1998) e de transicdo (IT) (MAGNAGO et al., 2013). Sendo
assim, as espécies que ocupam essas diferentes zonas sdo influenciadas por
condigbes ambientais contrastantes e variaveis durante as estagfes do ano. Por

esse motivo, existem espécies que provavelmente se especializaram na colonizagao
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restrita de determinada zona florestal. Entre elas, podemos citar: Calophyllum
brasiliense, Guarea macrophylla e Eugenia bahienses, distribuidas especificamente

nas zonas PI, IT e NI respectivamente.

A peculiaridade de um ambiente contrastante tanto espacialmente quanto
temporalmente (sazonal), como a floresta do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha,
oferece excelentes condi¢cdes para o desenvolvimento de estudos ecofisiologicos.
Tendo em vista que fatores ambientais podem influenciar nas reservas de carbono
das plantas (SOUZA et al., 2005), a quantificacdo de carboidratos ndo estruturais
(glicose, frutose, sacarose e amido) e polimeros estruturais de parede celular
(celulose, hemiceluloses e lignina) em um ambiente heterogéneo pode contribuir
com o conhecimento atual sobre a dinamica temporal de biomoléculas de carbono.
Sabe-se que condicbes sazonais de temperatura, precipitacdo e padrées
fenoldgicos, influenciam as concentragdes de biomoléculas de carbono nos tecidos
vegetais (NEWELL et al.,, 2002). Porém, as respostas sdo muito variadas ou
antagonicas, além da ndo existéncia consensual de qual variacdo sazonal é mais

influenciavel na dindmica do carbono.

Periodos mais quentes e umidos, por exemplo, podem influenciar em maiores
ganhos na fixac@o de carbono e, desse modo, ocorrer acimulo de carboidratos ndo
estruturais em alguns 6rgéos (RIBEIRO et al., 2012), porém, esses periodos podem
coincidir com as fases de crescimento e reproducdo das plantas e as altas taxas
fotossintéticas ndo serem suficientes para suprir as demandas energéticas
(SHADEL, 2009). Hemiceluloses, apesar de serem consideradas até entdo
moléculas estruturais, podem ser fonte energética durante periodos de maiores
gastos energéticos, funcionando também como moléculas de reserva (SHADEL et
al., 2009; KAAKINEN et al., 2004). J& os demais polimeros celulose e lignina, nédo
sao citados desempenhando tal papel, sendo que suas variagdes na participacéo da
massa seca das plantas podem estar relacionadas a dinamica das concentracdes de
outras moléculas (CHAPIN et al., 1986).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variacdo sazonal (inverno e verdo) da
concentracdo de carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular em
caules, ramos e folhas de E. bahienses, G. macrophylla e C. brasiliense. A partir
disto, sera possivel testar as hipéteses de que: (i) todas as espécies apresentam

menores concentragdes de carboidratos ndo estruturais no verao; (i) a concentracéo
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de hemiceluloses sera menor no verao; (iii) ndo ocorre variagdo nas concentracdes
de celulose e lignina, pelo fato destes polimeros ndo serem utilizados como fonte

energética pelas plantas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacado da area e das zonas de estudo

A area de estudo foi uma floresta de restinga localizada nas proximidades da
Rodovia ES-060 (Rodovia do Sol), nos dominios do Parque Estadual Paulo Cesar
Vinha (20° 35'25" S; 40° 25'24" W), Municipio de Guarapari, Estado do Espirito
Santo, Brasil. De acordo com o sistema de classificacéo climatica de Képpen-Geiger,
o clima da regido € do tipo Aw, tropical quente e Umido com estacédo chuvosa (verao)
e estacdo seca (inverno). A precipitacdo média anual é de 1.276 mm e a
temperatura anual média é de 24,2°C (CEPEMAR, 2007). Na Figura 12 sao
demonstradas as médias mensais de precipitacdo e temperatura referente a série
histérica 1984-2014 da estacdo meteorolégica mais proxima, localizada em Vitéria-
ES.

A érea florestal possui aproximadamente 11,2 ha e esta localizada a cerca de
1,5 km do Oceano Atlantico. Nesta area foi possivel observar a existéncia de trés
zonas florestais: Floresta periodicamente inundavel (Pl), de transicdo (IT) e nao
inundavel (NI). A zona Pl estd posicionada em um local de relevo plano e
depressivo, por esse motivo, apresenta lencol freatico raso, sujeito a inundacgdes. A
zona de floresta NI esta situada em um local de maior altitude e apresenta solo
arenoso, caracteristico de um terraco marinho (MARTIN et al., 1997). Ja a zona IT
esta posicionada entre as zonas Pl e NI, limitando-se a uma faixa estreita de terra,
topograficamente em declive. Por isto, € possivel que apresente profundidade de

lencol freatico variavel.
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Figura 12: Dados médios de precipitacdo (A) e temperatura (B) da série histérica
1984 — 2014 da estacdo meteorologica convencional localizada no Municipio de
Vitéria-ES (INCAPER, 2018). Setas indicam as épocas de coleta.

2.2 Procedimentos de amostragem

Em cada zona florestal, amostrou-se, de maneira aleatoria, sete individuos de
E. bahienses (abundante na zona NI), G. macrophylla (abundante na zona IT) e
Calophyllum brasiliense (abundante na zona PI) (Figura 13). Foi estabelecido que os

individuos estivessem homogeneamente distribuidos, respeitando distancia minima
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de 5 metros entre eles. Apenas arbéreas com DAP (didmetro a altura do peito) = 5
cm foram amostradas (SILVA & NETO, 1979; MARQUES, 2003).

e

Figura 13: Area de coleta. Circulos azuis, verdes e vermelhos representam a
localizagcdo das populagbes amostrais de C. brasiliense, G. macrophylla e E.
bahienses respectivamente.

Para cada individuo foram coletadas amostras de caules, ramos e folhas na
segunda quinzena do més de setembro de 2016 (final do inverno) e do més de
marco de 2017 (final do ver&o). A coleta de ramos e folhas foi realizada com auxilio
de um podador de cabo longo (poddo) em aluminio, possibilitando a retirada de
amostras de ramos a até 12 metros de altura. Os ramos foram padronizados em
média com de 3 cm de didmetro por 25 cm de comprimento. As folhas totalmente
expandidas do terceiro ao quinto par (a partir do apice) foram retiradas manualmente
dos mesmos ramos amostrados (09:00 - 15:00 h). Estes 6rgaos foram sempre
coletados em regifes da copa onde a incidéncia de luz ndo era plena ao logo do dia,
pela necessidade de padronizacdo e dificuldades em coletar folhas de sol de
individuos com elevada altura nas zonas Pl e IT e, folhas de sombra no dossel da
zona NI.

Os caules foram amostrados na altura DAP, com periderme e floema

previamente removidos para que em seguida fossem extraidas amostras
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fragmentadas, utilizando furadeira a bateria (BOSCH-GSB180-LI). A incisdo no caule
foi padronizada com profundidade de 5 cm. Todas as amostras foram imediatamente
acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo e transportadas para o
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Departamento de Ciéncias
Biolégicas da UFES onde foram acondicionadas em ultra freezer — 80 °C. Em
seguida, todas as amostras foram liofilizadas e pulverizadas em moinho de bola (TE-
350, TECNAL, Sado Paulo, Brasil) e, posteriormente armazenadas em frascos

plasticos a temperatura ambiente até serem analisadas.

2.3 Andlises bioquimicas

2.3.1 Carboidratos soluveis (glicose, frutose e sacarose)

Os teores de agucares soluveis foram quantificados a partir de 150 mg por
amostra, seguindo o método de Pollock (1986) com modificacbes. Em seguida, as
concentracdes de frutose, glicose e sacarose foram determinadas pela cromatografia
de troca anidnica de alta eficiéncia com detector de refragdo em HPLC Shimadzu
RID-20A, coluna CLC — NH; de 25 cm, fase mdvel de acetonitrila 80% sob fluxo de 1
ml/min a temperatura de 40°C, utilizando padrées Sigma®. Para o procedimento de
leitura em HPLC, as amostras foram diluidas em 1 ml de solucéo contendo 1 g L™ de
cada um dos carboidratos. Esta concentracdo conhecida foi subtraida do resultado
final. Esse procedimento foi necessario pela caracteristica dos 6rgdos amostrados
apresentarem pouca concentracdo das moléculas analisadas e o equipamento de

leitura n&o ser eficiente para concentragdes abaixo de 1 g L’, comprovado em testes.

2.3.2 Amido

O teor de amido foi determinado por meio do método enzimatico rapido e
sensivel de extracdo e dosagem (AMARAL et al., 2007). S&o etapas principais do
método: A extracdo de acUcares soluveis, pigmentos, fendis e outras substancias

por extracdo alcodlica; sequéncia de reacdes enzimaticas com a-amilase (EC
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3.2.1.1) termoestavel de Bacillus licheniformis (cod. E-ANAAM, MEGAZYME,
Irlanda) e amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de Aspergillus niger (cod. E-AMGPU,
MEGAZYME, Irlanda); reacdo com a Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil) e
leitura por método colorimétrico utilizando leitor de microplacas de ELISA em

comprimento de onda 490 nm.

2.3.3 Celulose

A quantificacdo de celulose foi realizada por meio do método proposto por
Brendel et al. (2000) com modifica¢des. A partir de 100 mg de amostras pulverizadas
e desidratadas foram utilizadas sequéncias de adicbes de reagentes quimicos,
lavagens e centrifugacBes a fim de retirar os materiais ndo celulésicos e isolar o
material de interesse. Por fim, a concentracdo de celulose foi determinada por

diferenca gravimétrica.

2.3.4 Hemiceluloses

Para determinar hemiceluloses totais foi utilizado o método proposto por
Shéadel et al. (2010) com modificagcbes. A partir de 50 mg de massa seca
pulverizada foram isolados os polimeros celulose, hemiceluloses e lignina através de
reacdes quimicas, lavagens e centrifugacdes. A Ultima reacdo do processo consistiu-
se da retirada total de hemiceluloses da amostra e, em seguida, a quantificagéo, que
foi determinada pela diferenga gravimétrica entre a “fragao total da parede celular’ e
a “fragao de celulose e lignina”.

2.3.5 Lignina

A quantificagdo de lignina foi baseada no protocolo de Dos Santos et al.
(2008) com modificacdes. Utilizamos 150 mg de cada amostra secas e pulverizadas.

A partir da porcdo de lignina isolada nas amostras foi possivel determinar a
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concentracdo do polimero através da leitura de absorbancia em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 280 nm. Para a construgéo da curva padréo, foi utilizada
solucéo de lignina (SIGMA) nas concentracdes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200;
300; 400 e 500 ug uL".

2.4 Andlises estatisticas

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Os conjuntos
de dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste de
médias t de Student para amostras independentes (P < 0,05). As médias das
variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelo teste

Mann-Whitney para amostras independentes (P < 0,05).
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3 RESULTADOS

Todo periodo de amostragem coincidiu com uma das maiores secas ja
registradas no Estado do Espirito Santo (INCAPER, 2018). O acumulado de
precipitagéo de abril a setembro de 2016 segundo Instituto capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural- INCAPER (6 meses precedentes a coleta de
inverno) foi de 298,6 mm e o acumulado dos meses de outubro a marco de 2017 (6
meses precedentes a coleta de verdo) foi de 528,8 mm. O acumulado de 30 dias
anteriores as datas de coletas de inverno e verdo foram 23 e 33 mm de chuva

respectivamente.

3.1 Carboidratos néo estruturais

O caule de G. macrophylla apresentou maior concentracdo de glicose no
verdo. Porém, no caule de E. bahienses, a maior concentracdo foi observada no
inverno. Ramos C. brasiliense e E. bahienses, apresentaram maior concentragao de
glicose no verdo. Folhas apresentaram concentracdo de glicose (1,56 %) muito
superior ao caule (0,18 %) e ramos (0,35 %), porém ndo houve variagdo entre as
épocas de avaliacdo (Figura 14).
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Figura 14: Concentracao de glicose (% M S) em caule, ramo e folha de Calophyllum
brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As barras
representam o erro padrao da meédia (n=7). Asterisco representa diferenca entre as
épocas de avaliacdo, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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O teor de frutose foi maior no inverno em caule de E. bahienses. Nos ramos
de C. brasiliense, a maior concentracéo foi encontrada no verdo. Nenhuma variacao
foi observada nas folhas. A maior concentracdo de frutose foi encontrada nas folhas
(0,89 %) seguido por ramos (0,28 %) e caule (0,13 %). Os resultados para as
concentragbes de frutose sao muito similares aos observados em glicose (Figura
15).
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Figura 15: Concentracao de frutose (% M S) em caule, ramo e folha de Calophyllum
brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As barras
representam o erro padrao da meédia (n=7). Asterisco representa diferenca entre as
épocas de avaliacdo, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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As Unicas variagfes observadas nas concentracdes de sacarose ocorreram
nas folhas de G. macrophylla e E. bahienses, que apresentaram maiores valores no
verdo (Figura 16). Os maiores teores de sacarose foram encontrados nas folhas
(1,05 %), seguido por ramos (0,75 %) e caule (0,30 %).
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Figura 16: Concentracdo de sacarose (% M S) em caule, ramo e folha de
Calophyllum brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). Asterisco representa diferenca
entre as épocas de avaliacao, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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N&do foram observadas variacbes significativas de amido caulinar. C.
brasiliense apresentou maior concentracdo de amido nos ramos durante o inverno.
Ambas as espécies C. brasiliense e E. bahienses apresentaram maiores teores de
amido foliar no inverno (Figura 17). Foram observadas concentracdes muito

proximas entre os 6rgaos caule (2,25 %), ramos (2,59 %) e folhas (2,15 %).

8 - A
o INVERNO OVERAO
/-\6 T
(9]
P
S
04_ *
_'9 *
E T
< 2 I I T I

HH

8 1 B
~6 7
wn
=
S
04_ T T
X T T I .
T
g, [ = | §
0 T T 1
8 7 C
/'\6'
(7))
=
°\°
o4 T *
©
E 1 = .
<2 - T = +
0 T T 1
CAULE RAMO FOLHA

Figura 17: Concentracdo de amido (% M S) em caule, ramo e folha de Calophyllum
brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As barras
representam o erro padrdo da média (n=7). Asterisco representa diferenca entre as
épocas de avaliacéo, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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3.2 Polimeros estruturais

A concentracdo de celulose nos caules de todas as espécies foi maior no
inverno. Por outro lado, de forma também unanime, a concentracdo do polimero nos
ramos foi maior no verdo. Maior concentracdo de celulose no verdo também foi
observado em folhas de C. brasiliense e G. macrophylla no fim do veréo (Figura 18).
Maior concentracdo média de celulose foi observado em ramos (17 %), seguido por
folhas (9,35 %) e caule (7,84 %).
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Figura 18: Concentracdo de celulose (% M S) em caule, ramo e folha de
Calophyllum brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). Asterisco representa diferenca
entre as épocas de avaliacao, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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As concentragdes de hemiceluloses variaram unanimemente em todas as
espécies e 6rgdos amostrados. Maior concentracao foi sempre observada no inverno
(Figura 19). Os maiores teores médios de hemiceluloses foram encontrados em
caule (12,86 %), ramos (10,10 %) e folhas (4,60 %) respectivamente.
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Figura 19: Concentracdo de hemiceluloses (%0 M S) em caule, ramo e folha de
Calophyllum brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As
barras representam o erro padrdo da média (n=7). Asterisco representa diferenca
entre as épocas de avaliagdo, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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Poucas variagcdes foram registradas para as concentracdes de lignina. Ramos
de C. brasiliense e E. bahienses apresentaram maior concentracdo do composto
fendlico no verdo. Em folhas de G. macrophylla, maior concentracao foi observada
no inverno (Figura 20). Na comparacdo entre 6rgdos, o maior teor de lignina foi

encontrado em caule (13,99 %), seguido por ramos (11,95 %) e folhas (6,12 %).
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Figura 20: Concentracdo de lignina (% M S) em caule, ramo e folha de Calophyllum
brasiliense (A), Guarea macrophylla (B) e Eugenia bahienses (C). As barras
representam o erro padrdo da média (n=7). Asterisco representa diferenca entre as
épocas de avaliacéo, teste t de Student ou Mann-Whitney (P < 0,05).
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4 DISCUSSAO

4.1 Carboidratos nao estruturais

A variacdo pouco consistente de amido, principalmente em caule e ramos,
deve ter relagdo com o baixo indice pluviométrico registrado durante o verdo. O
periodo de seca, pouco comum nessa época, pode ter inibido parcialmente o
crescimento e a reproducdo das espécies. Isto porque os ramos, por exemplo, séo
orgaos que armazenam substancialmente moléculas energéticas e representa uma
estrutura fisicamente mais préxima dos novos tecidos dreno (TAIZ e ZEIGER, 2013).
A ocorréncia de uma seca prolongada pode ter afetado os processos de hidrolise do
amido e a mobilizacdo dos carboidratos pelo floema (SALA et al.,, 2010). Mesmo
assim, foi confirmado que o amido é utilizado como carboidrato de reserva,
possivelmente sendo hidrolisado e utilizado como fonte energética durante o periodo
de maior demanda por carbono, ou seja, crescimento e reproducao. Isto porque os
teores de amido foliar foram maiores no inverno e menores no verao, com excecao
de Guarea macrophylla. Esta diferenca deve-se, possivelmente, ao pequeno
aumento da disponibilidade de agua neste periodo, essencial para o crescimento
das plantas, além disso, pela ocorréncia do periodo de floracao e frutificacdo das
espécies no verdao, com Unica excecdo novamente de G. macrophylla. Esta hipotese
€ suportada pelos resultados de Ramirez-Briones et al. (2017), que ao quantificarem
teores de amido e sacarose nas folhas da arbdérea perene Diospyros digyna,
encontraram menores concentracdes do carboidrato durante o periodo de floracao e
frutificacao.

Para sacarose, porém, os dados sao contraditorios a Ramirez-Briones et al.
(2017), pois apontaram aumento nas concentragcfes de sacarose no verao,
justamente durante a fase de maior demanda energética. Estes maiores teores de
sacarose nas folhas, em detrimento a menores teores de frutose e glicose, podem
estar relacionados com a necessidade de maior demanda por carbono pelos 6rgéaos
dreno, em um periodo de baixa producdo de fotoassimilados (estresse hidrico).
Dessa maneira, frutose e glicose devem ter sido utilizadas para a sintese de
sacarose nas folhas, o que explicaria os maiores teores deste dissacarideo (durante

0 verdo). A sacarose translocada para os ramos estaria relacionada com os
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aumentos de frutose e glicose nestes 6rgaos, em consequéncia da acao de enzimas
invertases que hidrolisam as moléculas de sacarose e liberam frutose e glicose para
0 metabolismo energético dos tecidos dreno (KERBAUY, 2008).

Apesar de apresentados os resultados para varia¢cdes nas concentracdes de
glicose, frutose, sacarose e amido individualmente, esta abordagem € pouco comum
na maioria dos trabalhos, onde essas moléculas sao apresentadas como uma unica
variavel, os carboidratos nao estruturais. Temperaturas e regimes de chuvas, aliados
com os estados fenoldgicos das espécies sao os principais fatores que influenciam
nos teores dos carboidratos ndo estruturais (WURTH et al., 2004). Em espécies
arbustivas de Tundra do Alasca-EUA, por exemplo, as alteracdes nas concentracoes
de carboidratos ndo estruturais foram os resultados mais evidentes em relacao a
diferentes condicfes climaticas, sendo que, diferentes de muitas espécies de clima
tropical, as espécies de Tundra s&o influenciadas por condi¢des sazonais muito
marcantes (CHAPIN et al., 1986). O autor relatou que nas espécies deciduas, 0s
carboidratos ndo estruturais se concentraram em raizes, caules e ramos nas
estacdes mais frias, a fim de suportar as demandas reprodutivas e de crescimento
da primavera. Por outro lado, nas espécies de folhas perenes a variacdo sazonal nos
teores dos carboidratos foi menos pronunciada.

Em uma floresta semidecidua da América Central, também foram observadas
variacfes nas concentracdes de carboidratos ndo estruturais entre a estacao seca e
Gumida, em que algumas espécies apresentaram menores valores durante a estacao
de chuvas (WURTH et al., 2004). Na mesma floresta Newell et al. (2002) ja haviam
trabalhado com as espécies deciduas Urera caracasana e Cecropia longipes,
encontrando até quatro vezes mais carboidratos ndo estruturais no final da estagéo
seca, possivelmente utilizados como reservas de carbono. Segundo Schadel (2009),
a fotossintese pode néo fornecer carbono suficiente durante a brotagdo, mesmo nas
espécies perenes. Com isso, a utilizacdo dos estoques de carbono pode ser uma

saida.

N&o existem muitos dados que expliquem como diferengas sutis de
temperaturas em regides tropicais podem influenciar na dinamica dos carboidratos
nao estruturais. Em mudas de Citrus sinensis, por exemplo, a variacdo moderada de
temperatura de 25-20 °C para 30-25 °C estimulou a fotossintese, o crescimento e 0s

teores de carboidratos nédo estruturais em folhas, ramos e caule, principalmente de
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amido (RIBEIRO et al., 2012). O aumento maximo e minimo das temperaturas entre
as datas de coleta para a regido de restinga aqui analisada (méximo 28-33°C e
minimo 19-22°C), além de terem sido menos expressivas, ndo se relacionaram
positivamente com o0 o0s teores de carboidratos ndo estruturais nos tecidos
analisados. As menores concentracdes destes carboidratos durante o periodo de
maior temperatura meédia nas populacdes de restinga do presente estudo, parece ser
similar aos resultados de Zha et al. (2001) que encontrou baixas concentracdes de
carboidratos nao estruturais em folhas de arbdéreas adultas (Pinus sylvestris)
expostas a temperaturas moderadas e altas por longos periodos. A reducédo dos
carboidratos nestas arboreas foi associada ao aumento da respiracdo de
manutencdo que consumira as reservas de carbono, estimulada pelo aumento da

temperatura.

A concomitancia de um periodo de seca prolongada, onde existiu pequena
variacdo média da temperatura e o periodo reprodutivo de C. brasiliense e
E.bahienses, pode ser utilizada para apoiar a ideia de que o fator que mais
contribuiu para as variacbes temporais das concentracfes dos carboidratos néo
estruturais foi a fase reprodutiva das espécies. Esta hipétese é fortemente apoiada
pela resposta diferenciada de G. macrophylla, Unica espécie a ndo apresentar
variagdo significativa na concentracéo de amido foliar e também a Unica a ndo estar
em periodo reprodutivo durante as coletas de verdo. Portanto, a variagdo temporal
das concentracdes de amido pode ser explicada pela maior influéncia da fenologia.
Essa observacéo é diferente das afirmacdes de Newell et al. (2002) e Wiirth et al.
(2004) para arbdreas de clima subtropical, quando apontaram a influéncia exercida

pela umidade e disponibilidade de nutrientes como fatores mais determinantes.

De modo geral, os carboidratos sollveis ndo apresentaram um padrdo bem
definido na variacdo temporal. Entre os carboidratos ndo estruturais, o amido seria
mais passivel de alteragbes em concentragcdo nas condicdes de acumulo e
requerimento de reserva, quando comparado aos agucares soluveis (Schéadel et al.,

2010). Por outro lado, foram muito pouco remobilizados no caule.

4.2 Carboidratos estruturais de parede celular
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O contraste entre as variagdes das concentracdes de celulose nos caules,
ramos e folhas foi intrigante. No caso dos ramos e folhas, as maiores concentracdes
no verdo, poderiam ser explicadas pelas conclusdes de Chapin et al. (1986), que
atribuiu o termo “diluicao” para explicar as variagcoes de teores de celulose e ndo sua
remobilizacdo propriamente dita. O motivo segundo o autor € a variacdo nas
concentracbes de carboidratos de reserva e proteinas. Essa explicagdo se encaixa
perfeitamente para o comportamento nos ramos e folhas, pois nestes 6rgaos
ocorreram reducdes nas concentracdes de amido e hemiceluloses ao mesmo tempo
em gue celulose aumentou. Porém, nos caules os teores de celulose foram menores
no verao, o mesmo ocorrido com as hemiceluloses e indiferentemente com outros
carboidratos de reserva. Dessa maneira, um possivel aumento nos teores de
proteinas e de outras moléculas ndo mensuradas, poderia ser a causa da diluicdo de
celulose nos caules, ja que as moléculas de celulose sdo consideradas pouco
moveis, sendo mobilizadas apenas em sementes e na formacdo de aerénquimas

(BUCKERIDGE et al., 2008).

Diferente das celuloses, as hemiceluloses apresentaram uma variacao
padronizada em todos os 6érgdos amostrados, confirmando a hipétese. Maiores
teores no final do inverno e menores no final do verdo foram significativos. Essa
variacdo foi o resultado mais marcante do presente estudo. Porém, a variacdo de
hemiceluloses ndo é uma novidade, jA que Chapin et al. (1986) j& apontavam
variacbes sazonais de hemiceluloses em ramos e folhas, principalmente em
espécies de arbustos deciduos. Os declinios nas concentracdes de hemiceluloses
foram associados as diminuic6es dos teores de carboidratos ndo estruturais durante
a fase de reproducao, que requer maior demanda energética. Kaakinen et al. (2004)
ao estudarem mudas de Picea abies em diferentes estacdes do ano e sob diferentes
niveis de nitrogénio (N), relataram redugdes nas concentragdes de hemiceluloses do
caule entre o inicio e o final da estacdo de crescimento. Schadel et al. (2009)
encontraram resultados semelhantes em espécies arbéreas adultas de clima
temperado. Identificaram que uma espécie caducifdlia tinha suas concentragbes de
hemiceluloses em ramos reduzidas durante a fase de crescimento vegetativo. Por
outro lado, outras espécies (caducifolias e perenes) ndo apresentaram variacao
significativa. Estes autores sugerem que a utilizacdo de hemiceluloses como fonte

de carbono durante grandes demandas possa ser caracteristica intrinseca de cada
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espécie, além de substituir outros carboidratos de reserva, como o amido, que pode

estar em menores concentragdes nos tecidos de determinadas espécies.

Apesar de existirem dados pioneiros relatando que as hemiceluloses possam
ser remobilizadas, os dados do presente trabalho tem impacto por serem unéanimes
para todas as espécies amostradas e pelo fato destas ndo serem caducifélias. As
hemiceluloses parecem exercer maior representatividade nas reservas de carbono
em comparacao aos carboidratos ndo estruturais para as espécies da floresta de

restinga, nas condi¢des investigadas.

Em relacdo a lignina, seu papel parece mesmo estar restrito as funcdes
estruturais, confirmando a hip6tese. Os resultados que revelaram alteracbes nas
concentracfes de lignina foram restritos aos ramos e folhas. A maioria mostrou
aumento na concentracao de lignina no final do verdo, atribuido talvez a menores
concentragfes de outras moléculas, como hemiceluloses e amido. Com a diminuicao
na concentracdo de outras moléculas, os mesmos teores de lignina passam a ser
mais representativos na massa seca dos tecidos. Esta seria a melhor explicacéo, ja
gue a remobilizacdo de lignina é pouco provavel, devido sua grande interagcdo com

as macromoléculas de hemiceluloses e celulose (CANILHA et al. (2010).

5 CONCLUSAO

Nem todos os carboidratos ndo estruturais apresentaram menores
concentracbes no verdo. (1) O amido confirmou ser a molécula de reserva mais
importante entre os carboidratos ndo estruturais. (2) A flutuacdo nas concentracoes
de carboidratos solUveis deve ter maior relacdo com a translocacdo de sacarose. (3)
As hemiceluloses demostraram ser as principais moléculas de reserva energética
para arboreas de floresta de restinga. (4) A variagdo nos teores das moléculas
energéticas foi associada com as demandas energéticas da fase reprodutiva. (5) As
variacbes na concentracdo de celulose e lignina, foram associadas com a variacao

nos teores de outras biomoléculas.
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