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RESUMO

Devido as alteracdes nos padrdes climéaticos ao redor do mundo, espera-se um
cenario de mudancgas no clima, como aumento da temperatura e mudanca nos
padrées de chuva. As plantas possuem mecanismos que permitem a
sobrevivéncia e o desenvolvimento em ambientes complexos onde vivem, dessa
forma, respondem as mudancgas ambientais, alterando sua morfologia, anatomia e
fisiologia. O objetivo foi identificar os possiveis efeitos do aumento de temperatura
e volume pluviométrico na estrutura das folhas de Allagoptera arenaria (Gomes)
Kuntze em um ambiente de restinga. Nesse estudo para simular o aumento de
temperatura foram usadas camaras de topo aberto (open top chambers - OTC’s)
modificadas e para o aumento do volume pluviométrico, calhas coletoras de
chuva. Em ambiente natural de restinga foram selecionados 40 arbustos de A.
arenaria distribuidos em quatro tratamentos, ambiente aberto-controle (C),
aumento do volume pluviométrico em 25 % (P), aumento de temperatura em 2 °C
(T) e aumento de temperatura em 2 °C e volume pluviométrico em 25 % (TP).
Nesses individuos foram realizadas andlises morfoldgicas, anatbmicas e
fisiol6égicas. Os resultados demonstraram que os individuos submetidos aos
tratamentos TP e P apresentaram as maiores médias para quase todos os
parametros analisados, como: area foliar, pigmentos fotossintéticos, densidade
estomética, espessura da cuticula etc. Com os resultados alcancados, foi possivel
concluir que os efeitos do aumento de temperatura e volume pluviométrico isolado
e combinado causaram diferentes respostas nos individuos de A. arenaria,
corroborando com a hipétese do estudo. No entanto, apesar dos individuos
mostrarem alteracdes nos diferentes tratamentos, essas modificacdes ndo foram
extremas ao ponto de prejudicar a espécie. Dessa forma, a espécie estudada
pode ser indicada para programas de reflorestamento e recuperacdo de areas
degradadas de restinga devido a sua plasticidade a diferentes condi¢cbes

ambientais.

Palavras-chave: Anatomia ¢ Guriri « OTC'’s * restinga « temperatura.



ABSTRACT

Due to changes in weather patterns around the world, a scenario of climate
change is expected, such as rising temperatures and changing rainfall patterns.
Plants have mechanisms that allow survival and development in complex
environments where they live, thus responding to environmental changes, altering
their morphology, anatomy and physiology. The objective was to identify the
possible effects of temperature increase and pluviometric volume on the structure
of the leaves of Allagoptera arenaria (Gomes) Kuntze in a restinga environment. In
this study, to simulate the temperature increase, modified open top chambers
(OTC's) were used, and rain gauge was used to increase the rainfall volume. In a
natural restinga environment, 40 A. arenaria shrubs were selected in four
treatments, open-control environment (C), 25% (P) rainfall increase, 2 ° C (T)
temperature at 2 ° C and rainfall volume at 25% (TP). Morphological, anatomical
and physiological analyzes were performed in these individuals. The results
showed that the individuals submitted to the treatments TP and P presented the
highest averages for almost all parameters analyzed, such as: leaf area,
photosynthetic pigments, stomatal density, cuticle thickness, etc. With the results
obtained, it was possible to conclude that the effects of the temperature increase
and the isolated and combined rainfall volume caused different responses in the
individuals of A. arenaria, corroborating with the hypothesis of the study. However,
although the individuals showed alterations in the different treatments, these
modifications were not extreme to the point of harming the species. Thus, the
species studied can be indicated for reforestation and recovery programs in
degraded areas of restinga due to their plasticity at different environmental

conditions.

Key words: Anatomy * Guriri « OTC's « restinga * temperature.
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1. INTRODUCAO

As alteragcbes nos padrbes climaticos ao redor do mundo ganham
importdncia quando avaliamos o curto periodo de tempo em que se dao
(MARTINEZ et al., 2014). Desde a década de 1980 os interesses por maiores
conhecimentos relacionados as mudancgas climaticas vém sendo despertado
(CAMARGO et al.,, 2006). A problematica das mudancas climaticas, em 1988
(ASSAD et al.,, 2004), levou a criagdo do IPCC (Intergovernmental Panel on
Climate Change), o6rgdo responsaveis pelo quadro oficial das mudancas
climaticas (BARBOSA, 2007).

Andlises da composicdo atmosférica em épocas passadas indicam que a
concentracéo de diéxido de carbono (CO2) vem aumentando desde o inicio da era
industrial, em meados do século XVIIl, quando era de aproximadamente 270 ppm,
alcancando 379 ppm em 2005, excedendo as taxas dos ultimos 800 mil anos (180
a 300 ppm) (IPCC, 2007; LUTHI et al., 2008), 397 ppm em 2013 (NOAA, 2013) e
400 ppm em 2014 (IPCC, 2014). A taxa de aumento anual da concentragdo de
CO2 atmosférico foi em média 1,9 ppm no periodo de 1995 a 2005 e a tendéncia
€ atingir entre 730 a 1020 ppm até 2100 (IPCC, 2007).

Como o CO2 é um dos principais gases responsaveis pelo efeito estufa,
sabe-se que o0 aumento na sua concentracdo vem sendo associado a um
aumento de temperatura na superficie terrestre (IPCC, 2007). Segundo os dados
publicados do IPCC (2014), a temperatura na superficie terrestre para o periodo
dos anos de 2016 a 2035 pode variar de 0,3 a 0,7°C, ja para o periodo de 2081 a
2100 pode variar de 0,3°C, no cenario otimista, e de 2 a 4,8°C no cenario
pessimista, em decorréncia do aumento da concentracdao dos gases estufas.

Provavelmente, o aumento na temperatura média global cause alteracdes
no derretimento de parte do gelo das calotas polares, elevando o nivel oceanico
trazendo inUmeros prejuizos para a humanidade e para 0s ecossistemas.
Também serdo observadas alteracdes na umidade atmosférica, nos regimes de
precipitacdo e na circulagdo atmosférica e oceéanica (SIMMS, 2006; IPCC, 2013).
A temperatura é considerada um dos principais determinantes da distribuicdo
geografica das espécies no planeta e da produtividade primaria liquida dos
ecossistemas (MARTINEZ et al., 2014).
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As plantas sdo diretamente influenciadas pela temperatura do ar e
concentracédo de CO2 na atmosfera (TAIZ & ZEIGER, 2013). Segundo Thomas et
al., (2004), com a elevacao das temperaturas, 18 espécies estardo ameacadas de
extincdo até o ano de 2050, considerando o cenario mais otimista. Fatores como
temperaturas altas e disponibilidade hidrica tém grande influéncia no crescimento
dos vegetais (MACHADO et al., 2005; GONCALVES et al., 2007; SILVA et al.,
2007), podendo esta relacionados em alteracdes na estrutura da planta,
modificacdes essas que podem serem expressas na morfologia e anatomia foliar
(DICKISON, 2000).

O estudo da morfologia e anatomia vegetal pode fornecer informacgdes
valiosas a respeito da modificacdo nas caracteristicas em funcdo de variaveis
ambientais, e é amplamente utilizado para estudos ecologicos (CUTLER et al.,
2011). Segundo Roden e Ball (1996), a resposta ecofisiolégica de uma espécie a
efeitos combinados de fatores como disponibilidade hidrica, concentracédo de COz,
temperatura e outros, depende da intensidade do estresse e da sensibilidade da
espécie. A folha é o 6rgdo anatomicamente mais variavel da planta, e suas
adaptacdes sdo comumente utilizadas como indicadoras das condigOes
ambientais (DICKISON, 2000; CASTRO et al., 2009; DANQUAH, 2010).

Dessa forma, como respostas as mudancas climaticas, as plantas sofrerdo
alteracdes na morfologia, anatomia e fisiologia para se adaptarem a diferentes
condicbes ambientais (TAIZ & ZEIGER, 2013). Segundo TAIZ & ZEIGER (2013),
em ambiente com luz solar intensa e temperaturas altas, as plantas evitam
aguecimento excessivo de suas folhas, reduzindo a absorcdo de radiacéo solar,
dessa forma, adaptacdes foliares como tricomas refletivos e ceras foliares,
enrolamento foliar vertical, folhas pequenas e estbmatos na face abaxial visam a
minimizagdo da camada de contato e, assim, maximizar a perda condutiva de
calor. Em ambiente com deficiéncia hidrica, as plantas tolerantes a essa
condicdo, podem apresentar alteragbes morfoloégicas, como aumento da
espessura da folha, reducdo da éarea foliar, aumento do nimero de estématos por
area e espessura da cuticula (DICKISON, 2000; BATISTA et al., 2010).

Andlises de caracteristicas anatbmicas e morfologicas foliares tais como:
densidade de tricomas e espessura da cuticula, espessura da lamina foliar,
espessura do tecido clorofiliano, suculéncia, massa por unidade de area e

densidade estomatica, tém sido amplamente utilizada em estudos que visam
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caracterizar o desempenho ecofisiolégico de diferentes espécies vegetais ao
longo de gradientes de disponibilidade de recursos e condi¢cdes, devido ao
reconhecimento do significado funcional destas caracteristicas (GARNIER et al.,
2001; WRIGHT et al., 2002; ROCHE et al., 2004). Portanto, o estudo da anatomia
foliar € de grande importancia para a compreensao da plasticidade adaptativa de
uma espécie as variagbes ambientais (LIMA JR et al., 2006).

Andlises de caracteristicas fisiolégicas como pigmentos fotossintetizantes e
carboidratos sdo de grande importancia. Os pigmentos exercem importante papel
na manutencdo do bom funcionamento do aparato fotossintético e,
consequentemente, de toda a planta. Além disso, a reducao do teor de clorofila
pode estar associada ao estresse ambiental, sendo esta analise um bom
indicador de alteracdes nas plantas (HENDRY & PRICE, 1993). Essas moléculas
estdo relacionadas com a adaptacao das plantas a diversos ambientes (SOUZA
et al., 2011).

Os carboidratos sao produtos da fotossintese e tem as suas concentracfes
reguladas pelas taxas fotossintéticas (MARENCO et al., 2001) e/ou pelas
condicbes ambientais (MARTINAZZO et al., 2007; CUZZUOL & CLIPEL, 2009).
Além disso, os carboidratos estdo relacionados com as caracteristicas do
ambiente em que as plantas se estabeleceram ou com determinado tipo de
estresse ocorrendo, pelo menos, em uma fase do desenvolvimento vegetal
(SOUZA et al., 2005).

A maior parte dos carboidratos encontrados na natureza ocorre na forma
de polissacarideos (LEHNINGER, 1991). Dentre estes encontram-se a celulose
(LEHNINGER, 1991), que é considerada o polimero vegetal mais abundante
(CARPITA & McCANN, 2000; STICKLEN, 2008). Depois da celulose, a lignina é o
composto organico mais abundante na natureza (DOS SANTOS et al., 2008). A
celulose representa cerca de 15 a 30% da massa seca de paredes celulares
primarias e até 40% de massa seca de paredes celulares secundarias (CARPITA
& McCANN, 2000; STICKLEN, 2008).

A lignina é considerada um poderoso agente cimentante da parede celular,
caracteristico de tecidos de plantas lenhosas. Funciona como barreira quimica e
fisica, responsavel pela conducdo de agua nos tubos condutores e de elevado
peso molecular (LATORRACA & ABREU, 1997). Durante o desenvolvimento

celular, a lignina é incorporada como ultimo componente da parede celular,
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interpenetrando nas fibrilas e fortalecendo a parede (TENORIO, 2010) no
processo de lignificacdo. A composicdo da lignina varia entre as espécies, dentro
da espécie e também na mesma planta, pois ha variacdes de célula para célula
de acordo com a localizacdo da parede celular, conforme a fase de
desenvolvimento e, ainda, com a influéncia de estresses ambientais (STUDART-
GUIMARAES et al., 2003).

As grandes alteracdes anatdbmicas ocorrem nas folhas por se tratar de um
orgao muito exposto a atmosfera e suscetivel as mudancas ambientais (LIMA JR
et al., 2006). Dessa forma, modificacdes da anatomia da folha, podem permitir a
manutencdo e protecdo do processo fotossintético, mantendo-o em
funcionamento mesmo em condi¢des adversas (SOARES, 2012). Além do mais, a
avaliacdo das mudancas na morfologia foliar em resposta as variagcdes ambientais
permite compreender melhor alguns aspectos ecofisioldgicos das plantas
(SANCHES et al., 2009). Contudo, em resposta a essas alteracdes, 0s
ecossistemas de plantas poderdo aumentar sua biodiversidade ou sofrer
influéncias negativas (ASSAD et al., 2004; STRECK et al., 2006).

Com o aumento na temperatura média global, ocorreram inimeros
prejuizos para o0s ecossistemas principalmente das zonas litorAneas
(BUCKERIDGE et al., 2007; IPCC, 2013; SIMMS, 2006). Um importante
ecossistema associado ao bioma Mata Atlantica é a restinga, que podera sofrer
com modificacbes no nivel de plantas e animais, processos erosivos e
fragmentacado (NEVES & MUEHE, 2008).

Restinga é o conjunto da vegetacdao litoranea estabelecida sobre sedimento
arenoso marinho, depositado no Quaternario (SUGUIO & TESSLER, 1984), tanto
no Plesitoceno como no Holoceno (MARTIN et al., 1997). A planicie litoranea
formada pode ou ndo estar associada a rios (SUGUIO & TESSLER, 1984),
apresentando, maior diversidade de espécies no sentido mar continente (MARTIN
et al., 1997). Nessa planicie, ocorrem plantas de porte variado, desde herbaceas,
junto a praia, até formagdes floristicas em porcdo mais continentais (PEREIRA,
1990).

No ambiente de restinga destaca-se a Allagoptera arenaria (Gomes)
Kuntze, 1891 (Arecaceae), uma palmeira tipica deste ecossistema (LORENZI &
SOUZA, 2008). A. arenaria é considerada uma espécie pioneira, ocupando o solo
desnudo nas restingas do sudeste do Brasil (LEITE, 1990; MENEZES & ARAUJO,
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2000), possui elevado sucesso regenerativo devido a sua forma de vida gedfita
(CARVALHO & SA, 2011) e apresenta-se associada a moitas ou entdo formando
populacdes extremamente densas em ecossistema alterado pela acdo do homem
(SYLVESTRE, 1989). A. arenaria, desempenha um importante papel no processor
de sucessdo ecoldgica nas restingas, atuando, principalmente, como planta
facilitadora (MENEZES et al., 2017). Além da importancia ecologica, o fruto de A.
arenaria é utilizado por algumas comunidades pesqueiras como fonte de alimento
(FONSECA-KRUEL et al., 2006).

Portanto, ainda n&do existem estudos que relacionam as modificacdes
anatbmicas e morfologicas de Allagoptera arenaria em funcdo das mudancas
climatica. Estudos envolvendo experimento com temperatura e espécies nativas
Sdo escassos, apesar da problematica que causa esse assunto. Visto que é
importante conhecer as caracteristicas morfofisiolégicas da espécie, devido o seu
papel ecolégico para o ecossistema que esta inserida, o presente estudo se
propde a responder a seguinte pergunta: Ocorrerdo modificacdes estruturais
(morfologia interna e externa) nas folhas de Allagoptera arenaria em fungéo do
aumento da temperatura e volume pluviométrico?

Com base neste problema de pesquisa, foi testada a hip6tese que
individuos de A. arenaria submetidos aos experimentos de aumento de
temperatura e volume pluviométrico, sdo capazes de apresentar modificaces
estruturais (morfologia externa e interna) em resposta ao aumento de temperatura
e volume pluviométrico. Sabe-se que € caracteristico das espécies vegetais
desenvolverem mecanismos para resistir as condicbes adversas do meio.
Portanto, o objetivo do estudo foi compreender como uma espécie importante de
um ecossistema respondera frente as mudancas climéticas, buscando contribuir
com informacbes para conservacdo, reflorestamento e recuperacdo de areas

degradadas de restinga.
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HIPOTESES

Hipotese nula (HO):

As folhas de A. arenaria ndo apresentardo modificacdes estruturais (morfologia
externa e interna) em resposta ao aumento de temperatura (2 °C) e volume

pluviométrico (25%).
Hipotese alternativa (H1):

As folhas de A. arenaria apresentardo modificacbes estruturais (morfologia
externa e interna) em resposta ao aumento de temperatura (2 °C) e volume

pluviométrico (25%).

3. OBJETIVO GERAL

Identificar os possiveis efeitos do aumento de temperatura (2 °C) e volume
pluviométrico (25%) na estrutura (morfologia interna e externa) das folhas de A.

arenaria em um ambiente de restinga do norte do Espirito Santo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar atributos foliares, como massa fresca e seca (mg), area foliar
(cm?) e indice de suculéncia (mg/ug) das folhas de A. arenaria em resposta
ao aumento de temperatura e volume pluviométrico;

e Investigar a anatomia foliar de A. arenaria em resposta ao aumento de
temperatura e volume pluviométrico;

e Realizar testes histoquimicos para deteccdo e localizacdo de lipidio e
compostos fendlicos bem como possiveis alteracdes qualitativas desses
metabolitos celulares nas folhas dos individuos de A. arenaria em resposta

ao aumento de temperatura e volume pluviométrico;



20

Calcular a concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos das folhas de A.
arenaria em resposta ao aumento de temperatura e volume pluviométrico;
Determinar os teores dos carboidratos estruturais (celulose) e lignina das
folhas dos individuos de A. arenaria em resposta ao aumento de
temperatura e volume pluviométrico;

Identificar as caracteristicas morfo-fisiologicas das folhas de A. arenaria,
que podem estabelecer estratégias de defesa contra as mudancas

climaticas, garantindo a sobrevivéncia da espécie.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo

Dados de campo - O estudo foi desenvolvido dentro dos limites do Parque
Estadual de Itaunas (PEI), em uma formacdo arbustiva aberta de restinga
localizada na Trilha das Borboletas (18°24’02"S — 39°42'00"W) (Figura 2), no
norte do ES, no municipio de Concei¢do da Barra, na cidade de Itaunas (Figuras
1). Na tabela 1 mostra as coordenadas das plantas que foram utilizadas para os
experimentos. A formacdo vegetal da area de estudo esti estabelecida sobre
depdsitos arenosos construidos por processos marinhos transgressivos e
regressivos que ocorreram durante o Pleistoceno (MARTIN et al., 1981; MARTIN
et al., 1997). Segundo Monteiro et al.,, (2014), nesses depdsitos arenosos
observam-se algumas areas com afloramento do lencol freético e outras onde,
apesar de ndo aflorar, o lencol freatico pode chegar proximo a superficie,
inundando a zona das raizes. Desta forma, esta formacdo foi designada como
arbustiva aberta inundavel.

Os dados climaticos da area de estudo foram obtidos pelo site do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET, 2017) (Figura 3), a partir da estacdo do
municipio de S8o Mateus, a 37 km do PEI. As temperaturas médias anuais ja
registradas para a regido sdo maximas de 26,7°C e minimas de 21,7°C, com
umidade relativa de 83% e precipitacdo média anual de 1308 mm. De acordo com
a classificacdo de Koppen (Koéppen & Geiger, 1928), o clima da regido é tropical
sazonal (Aw), com as maiores taxas de precipitacdo nos meses de verdo e as
menores taxas nos meses de inverno. Segundo o site do INMET (Figura 3), os
meses mais chuvosos no ano de 2016 (ano que a coleta foi realizada), em ordem
crescente, foram os meses de novembro, janeiro e dezembro, e 0s meses mais

quentes foram fevereiro, margo e abril.
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Figura 2 - Area de estudo localizada no Parque Estadual de Itatnas (PEI), —

fisionomia da formacao vegetal estudada.
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Tabela 1 - Coordenadas geogréficas das plantas que foram utilizadas na
montagem dos experimentos do Parque Estadual de Itaunas - ES. C: tratamento
controle; T: tratamento aumento de temperatura; P: tratamento aumento do
volume pluviométrico; TP: tratamento aumento de temperatura e volume

pluviométrico.

Identificagdo | Tratamentos Coord Latitude Coord
Longitude

Individuo 1 C 18°24'3.9'S 39°42'4.60"O
Individuo 2 C 18°24'4.10"S 39°42'5.10"0
Individuo 3 C 18°24'4.40"S 39°42'5.10"0
Individuo 4 T 18°24'4.30"S 39°42'5.40"0
Individuo 5 P 18°24'4.40"S 39°42'5.50"0
Individuo 6 T 18°24'4.90"S 39°42'5.80"0
Individuo 7 P 18°24'5.00"S 39°42'5.90"0
Individuo 8 T 18°24'5.10"S 39°42'6.00"O
Individuo 9 C 18°24'4.70"S 39°42'5.90"0
Individuo 10 P 18°24'4.40"S 39°42'6.00"0
Individuo 11 P 18°24'4.30"S 39°42'5.90"0
Individuo 12 TP 18°24'4.90"S 39°42'7.20"0
Individuo 13 C 18°24'4.80"S 39°42'7.20"0
Individuo 14 P 18°24'4.20"S 39°42'7.70"0
Individuo 15 P 18°24'4.00"S 39°42'6.90"0
Individuo 16 P 18°24'4.10"S 39°42'7.10"O
Individuo 17 P 18°24'4.10"S 39°42'7.30"0
Individuo 18 P 18°24'3.40"S 39°42'6.70"0
Individuo 19 P 18°24'3.20"S 39°42'7.00"O
Individuo 20 TP 18°24'3.10"S 39°42'7.40"0
Individuo 21 TP 18°24'3.10"S 39°42'7.60"0




Individuo 22 C 18°24'3.20"S 39°42'7.30"O
Individuo 23 TP 18°24'3.20"S 39°42'7.90"0
Individuo 24 TP 18°24'4.00"S 39°42'8.10"0
Individuo 25 C 18°24'3.90"S 39°42'8.40"0
Individuo 26 TP 18°24'4.40"S 39°42'8.30"0
Individuo 27 TP 18°24'4.50"S 39°42'8.30"0
Individuo 28 TP 18°24'4.50"S 39°42'8.10"0
Individuo 29 TP 18°24'4.90"S 39°42'8.90"0
Individuo 30 C 18°24'4.60"S 39°42'8.80"0
Individuo 31 T 18°24'7.10"S 39°42'7.10"0
Individuo 32 T 18°24'7.50"S 39°42'7.00"O
Individuo 33 T 18°24'7.20"S 39°42'7.40"0
Individuo 34 T 18°24'7.20"S 39°42'7.50"0
Individuo 35 T 18°24'7.30"S 39°42'7.60"0O
Individuo 36 T 18°24'7.10"S 39°42'7.70"0O
Individuo 37 T 18°24'7.20"S 39°42'8.10"0
Individuo 38 C 18°24'7.50"S 39°42'8.50"0
Individuo 39 C 18°24'7.20"S 39°42'9.20"0
Individuo 40 TP 18°24'4.30"S 39°42'8.20"0
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5.2 Delineamento experimental

Um total de 40 individuos de A. arenaria com tamanhos de
aproximadamente 2,0 m de diametro de copa e 1,20 m de altura, distribuidos
aleatoriamente em uma mesma regiao foram selecionados para o experimento
em junho de 2015. Foram construidas camaras de topo aberto (open top
chambers - OTC’s) sem inje¢cao de CO2, modificada de Pritchard e Amthor (2005)

para simular os efeitos de aumento de temperatura do ar em 2 °C em relacdo ao
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ambiente externo. As OTC’s foram construidas em formato circular com 2,5 m de
didmetro da base, 1,0 m de didametro no topo e 1,40 m de altura utilizando uma
estrutura metalica de ferro-vergalhdo de 5/16”, envolta por cobertura plastica
transparente do tipo PVC (Polyvinyl chloride) de 0,20 mm de espessura. As
OTC’s foram mantidas elevadas do solo em 5 cm de altura para a circulacdo de
potenciais animais polinizadores e dispersores de frutos.

Para a simulacdo do aumento do volume pluviométrico foram utilizadas
calhas coletoras de chuva de 244,0 cm de comprimento por 50,0 cm de largura,
direcionadas para a bases dos individuos de A. arenaria o que correspondeu a
um acréscimo de 25% do volume de chuva. O aumento do volume pluviométrico
foi simulado através do calculo envolvendo area de coleta de chuva da superficie
da calha, uma area plana de 1,46 m2. O experimento foi instalado seguindo
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro tratamentos
contendo dez repeticdes cada: tratamento 1: sem OTC e sem calha (controle, C)
(Figura 4D), tratamento 2: com calha (P) (Figura 4B), tratamento 3: com OTC (T)
(Figura 4A), tratamento 4: com OTC e com calha (TP) (Figura 4C).

Figura 4 — Arbustos de Allagoptera arenaria (Gomes) Kuntze, submetidos aos

tratamentos: (A) tratamento 3: com OTC (T); (B) tratamento 2: com calha (P); (C)
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tratamento 4: com OTC e com calha (TP) e (D) tratamento 1: sem OTC e sem

calha (controle, C), localizados no Parque Estadual de Itatnas (PEI).

5.3 Material Vegetal

Em agosto de 2016, apdés 365 dias de experimento, os foliolos de A.
arenaria foram coletados. Trés folhas de cada individuo foram selecionadas
aleatoriamente, buscando uma melhor repetitividade. Com o auxilio de uma
tesoura de poda, foram coletados 3 (trés) foliolos sem indicios aparentes de
lesbes da regido mediana da 32, 42 e 52 folha totalmente expandida no sentido
apice-base da folha de cada individuo estudado. Dessa forma, foram coletados 3
(trés) foliolos por folha, 9 (nove) foliolos por individuo, totalizando 90 (noventa)
foliolos por tratamento e 360 (trezentos e sessenta) foliolos no total (Figura 5C).

As amostras coletadas em campo foram borrifadas com agua,
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratério (Figura
5D). Desses 360 foliolos, 120 foram separados para andlises dos atributos
foliares e fisioldgicas (quantificacdo de lignina e celulose) e 240 foram separados
para analises anatdbmicas, histoquimicas e fisioldgica (extracdo de pigmentos).
Esse método foi utilizado para aproveitar ao maximo os foliolos coletados, sem

danificar e prejudicar os individuos da espécie estudada.
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Figura 5 - Coleta dos foliolos de Allagoptera arenaria (Gomes) Kuntze. (A) Area
de estudo mostrando duas das OTCs ; (B) Folha de Allagoptera arenaria
evidenciando os foliolos; (C) Coleta dos foliolos; (D) Foliolos sendo armazenados

em sacos plasticos.

5.4 Atributos foliares

Para andlise dos atributos foliares foram analisados o0s seguintes
parametros: area foliar (cm?), massa fresca e seca (mg) e indice de suculéncia
(mg/ug). Para as analises de area foliar (cm?), massa fresca e seca (mg) foram
utilizados trés foliolos por individuos (1 por folha), totalizando 30 foliolos por
tratamento, com n=120. O primeiro passo foi medir a area foliar, com auxilio de
um medidor de area foliar (LI-COR LI-3100), expressa em cm?. Em seguida, os
foliolos foram pesados em uma balanca analitica de precisdo para obtencdo da
massa fresca, posteriormente, foram acondicionados em saco de papel,
etiquetados e levados a estufa com temperatura de 60°C para secagem por (sete

dias, até obtencdo da massa constante. Apds a secagem, os foliolos foram
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pesados novamente para obtencdo da massa seca, apds essa etapa, as folhas
secas foram reservadas para analises fisioldgicas (quantificagdo de lignina e

celulose).

5.5 Anatomia foliar

Para as analises anatdmicas, cinco individuos foram selecionados
aleatoriamente. Amostras do terco mediano do limbo dos foliolos foram fixadas
em FAA 50 (formaldeido: &cido acético: alcool etilico 50%, 2:1:18, v/v), segundo a
metodologia de Johansen (1940), mantidas por 48 horas e posteriormente
transferidas para etanol 50%. Seccdes transversais dessas amostras foram
preparadas, a mao livre com o auxilio de lamina de barbear e isopor.
Posteriormente, foram clarificadas com solucdo de hipoclorito de sodio a 50%,
lavadas 10 vezes com agua, coradas com azul de alcian 0,5% (LUQUE et al.,
1996) e montadas em laminas semipermanentes com gelatina glicerinada
(KRAUS & ARDUIN, 1997).

Para obtencdo da espessura do limbo, espessura da cuticula da face
adaxial, espessura da hipoderme da face adaxial e espessura do parénquima
clorofiliano (palicadico e lacunoso) foram obtidas 15 fotos de cada tratamento em
microscépio Motic BA 210, acoplada a camera fotografica Moticam 3.0MP, na
objetiva de 40x. As medicdes foram realizadas através do Software Image Pro-
Plus. Por meio das medidas do parénquima clorofiliano (palicadico e lacunoso), foi
calculado o espacamento de nervacéo, que é dependente da proporcdo entre o
parénquima palicadico e parénquima lacunoso, segundo a férmula de Castro et al.
(2009): espacamento de nervacdo (EN) = PP/PL, em que PP é o parénquima
palicadico e PL o parénquima lacunoso.

O estudo da superficie foliar foi realizado através do método de impressao
epidérmica da face abaxial em laminas de vidro com adesivo instantaneo
(Tekbond®), sendo depositada uma gota sobre a lamina e em seguida o limbo na
face abaxial foi pressionado contra a lamina por um tempo de 30 segundos,
sendo confeccionadas 20 laminas.

Para determinacdo da densidade estomatica (mm?) e do indice estomatico

(%), em cada tratamento foi obtida 30 fotos em microscopio Motic BA 210,
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acoplada a camera fotogréafica Moticam 3.0MP, na objetiva de 40x. Foi utilizado o
Software ANATI-QUANTI (AGUIAR et al., 2007), para calcular a densidade
estomatica (DE - numero de estdbmatos por unidade de area) e o indice
estomatico (IE - percentual de estdmatos em relacdo ao total de células
epidérmicas por area), o calculo de indice estomatico é realizado pela formula:
(IE%) = [NE/( NE + CE)] x 100, em que NE é o numero de estdmatos e CE é o
namero de células epidérmicas propriamente ditas (CASTRO et al., 2009).
Utilizando-se o Software Image Pro-Plus, foi realizado uma estimativa da
funcionalidade dos estdomatos, considerada como a relagdo diametro

polar/diametro equatorial dos estbmatos segundo Castro et al. (2009).

5.6 Testes histoquimicos

Para as analises dos testes histoquimicos, as seccfes transversais da
lamina foliar (obtidas do material fixado em FAA 50), foram submetidas aos
seguintes testes: Sudan IV em etanol para lipideos totais (PEARSE, 1972) e
solucdo aquosa de cloreto férrico para marcacdo de compostos fenélicos néo
estruturais (JOHANSEN, 1940). A preparacao e os procedimentos dos reagentes
foram realizados com embasamento na obra de Kraus e Arduin, (1997). Os
reagentes foram inseridos sob as secc¢bes diretamente na lamina e montadas
entre laminulas (Ilaminas temporarias) de acordo com (KRAUS & ARDUIN, 1997).
A fim de comparacéao, foram utilizadas sec¢des do material fixado ndo submetidas
a reagentes como controle, para comparacdo com material submetido aos testes.
As laminas foram analisadas em microscopio optico e as ilustracdes foram obtidas
em microscopio Motic BA 210, acoplada a camera fotografica Moticam 3.0MP, na
objetiva de 10x e 40x.

5.7 Extracdo de pigmentos fotossintéticos da lamina foliar

Para a determinacdo do teor de pigmentos fotossintéticos e acessorios,
foram utilizados 6 (seis) foliolos por individuos (2 por folhas), totalizando 60
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(sessenta) foliolos por tratamento, com n=240. Porém, para essa andlise, foram
utilizadas somente as regibes do apice e da base dos foliolos (reservando
amostras do terco mediano para analises anatdbmicas e histoquimicas), 0s
fragmentos dos foliolos aqui citados foram seccionados e pesados formando 5
(cinco) amostras para cada individuo, totalizando 50 (cinquenta) amostras por
tratamento, com no minimo 0,3 g, de folhas frescas, posteriormente, foram
acondicionadas em papel aluminio e congeladas a temperatura de -20°C, por
aproximadamente 6 meses. Para as analises, foram selecionados oito individuos
de cada tratamento e de cada individuo foram utilizadas uma amostra, com um
total de oito amostras por tratamento. A extracdo dos pigmentos foi realizada
segundo técnica descrita por Lichtenthaler (1987) sob baixa luminosidade para
impedir a degradacédo pela luz. O material congelado foi macerado com acetona
P.A. e em seguida filtrado com papel de filtro. O liquido resultante foi colocado em
tubos de ensaio envolvidos com papel aluminio, completando a solugdo com
acetona P.A. Os tubos foram inseridos em um recipiente com gelo até a leitura
das amostras. A solucdo resultante foi transferida para cubetas de vidro e as
leituras foram realizadas, sob penumbra, em espectrofotdometro nos comprimentos
de onda de 710nm (residuos), 661,6nm (clorofila a), 644,8nm (clorofila b) e
470nm (carotendides). Posteriormente, foram realizadas as seguintes equacfes

apresentadas por Lichtenthaler (1987):

Cla=1[(11,24 A e616) - (2,04 A 6448)] (VM)
Clb=1[(20,13 A 6448) - (4,19 A s61,6)] (VM)
Cla+b=(7,05A6616) + (18,09 A 644,8)
Clap™=ClaClp™?

Carotendides = [ (1000 A 470) — (1,90 C a) — (63,14 C p) ] 21472

Onde:

A é a absorbancia, V é o volume da amostra (mL), M é a massa fresca da

amostra (mg),
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Cl aé o valor de clorofila a e Cl b é o valor de clorofila b.

Os conteudos de clorofilas e carotenoides dos tecidos foram expressos em mg

dos pigmentos por grama de massa fresca.

5.8 indice de suculéncia

Com os dados obtidos da éarea foliar, massa fresca, massa seca e da
extracdo de pigmentos, o indice de suculéncia foi calculado segundo a
terminologia de Kluge e Ting (1978), com base na equago: Indice de Suculéncia
= (massa fresca — massa seca) (teor de clorofila a+ b) 1.

5.9 Quantificagao de celulose e lignina

Os foliolos secos provenientes da massa seca foram pulverizados em
moinho de bola (Modelo TE-350, TECNAL, Séao Paulo, Brasil) e armazenadas em
temperatura ambiente para a determinacéo de celulose e lignina. Foram utilizadas

5 (cinco) amostras por tratamento.

Celulose

A determinacdo de celulose das amostras foi realizada de acordo com
Brendel et al. (2000). Foram pesadas 100 mg de amostras pulverizadas em tubos
de vidro com tampa rosqueada. Adicionou-se 2 mL de acido acético 80% e 200 pL
de acido nitrico 69% concentrado. Os tubos foram fechados, as amostras
misturadas com cuidado, e acondicionados em placa aquecedora por 1 hora a
100°C. Apos esfriar, as amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL,
previamente pesados, e logo em seguida adicionado 2,5 mL de etanol 99%.

As amostras foram entdo homogeneizadas em agitador vortex,
centrifugadas a 4.500 rpm por 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810R,
Hamburgo, Alemanha) em temperatura ambiente e o sobrenadante descartado

cuidadosamente. Em seguida, as amostras foram lavadas sequencialmente da
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seguinte forma: (1) 5 mL de etanol 99% para remover os produtos degradados na
extracao; (2) 5 mL de agua deionizada para remover os vestigios do &cido nitrico;
(3) 5 mL de NaOH 17% que ficou em repouso em temperatura ambiente por 10
minutos; (4) 5 mL de agua deionizada; (5) 2,2 mL de agua deionizada e 600 puL de
acido aceético. Foi ainda adicionado mais 2,2 mL de &gua deionizada para retirada
de material ndo celulésico ainda persistente e (6) 5 mL de agua deionizada. Entre
cada lavagem (1 a 6), as amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm por 5 minutos
em temperatura ambiente e os sobrenadantes descartados. Por fim as amostras
foram secas em estufa a 50°C por 48 horas e pesadas para posterior
determinacao da porcentagem de celulose.

Lignina

A determinacdo de lignina foi realizada segundo Dos Santos et al. (2008).
Foram pesados 150 mg de amostras pulverizadas em tubos de vidro e
homogeneizado em 10 mL de tampé&o fosfato de sodio e potassio 50 mM em pH
7. As amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL e o material foi
centrifugado por 10 minutos a 6.000 rpm e o sobrenadante descartado. A partir
dessa etapa o precipitado passou por 12 (dose) lavagens com diferentes
solugdes: 3 (trés) lavagens com 7 mL cada da solugdo Tampéao Fosfato 50 mM —
pH 7,0; 3 (trés) lavagens com 7 mL cada da solugéo Triton® x — 100 (v/v) 1% - pH
7,0 (SIGMA); 2 (duas) lavagens com 7 mL cada da solugcdo tampédo NaCl — pH
7,0; 2 (duas) lavagens com 7 mL cada de agua destilada; 2 (duas) lavagens com
7 mL cada de acetona 100%, seguindo sempre o0 mesmo procedimento: a solucao
foi adicionada, o material foi agitado em voértex por 5 minutos e o sobrenadante foi
descartado.

Apoés as 12 (dose) lavagem, o precipitado foi seco em estufa a 60°C por 24
horas. Esse material resultante é o que compreende a fracdo de parede celular
livre de proteinas. Do precipitado seco, pesou-se 50 mg em tubos de 15 mL,
adicionou- se 1,2 mL de acido tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M. As amostras foram
incubadas a 95°C por 4 horas. Apés esse tempo as mesmas foram centrifugadas
por 15 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada. Adicionou-se 7 mL de

NaOH 0,5 M e incubou a 30°C por 18 horas sob agitacdo constante em agitador
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magnético. Depois as amostras foram centrifugadas e reservou-se o
sobrenadante. 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. Apos esse
periodo, as amostras foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua
destilada, centrifugadas novamente em 6.000 rpm por 10 minutos em temperatura
ambiente e descartado o sobrenadante. O precipitado obtido foi seco a 60°C por
24 horas e ressuspendido em 1 mL NaOH 0,5 M.

A determinacé@o do conteudo de lignina foi realizada através da leitura de
absorbancia em espectrofotometro no comprimento de onda de 280 nm. Foi
utilizada a solucédo de lignina (SIGMA) para constru¢do da curva padrdo, nas
concentracdes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200; 300; 400 e 500 pg/uL.

5.10 Andlise de dados

Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre os atributos foliares (area
foliar, massa fresca e massa seca), anatomia foliar, extracdo de pigmentos,
guantificacdo de celulose e lignina, foram avaliados por meio de analise de
variancia (Anova; realizada por meio de Modelos Gerais Linearizados — GLM),
sendo as comparacdes multiplas realizadas a posteriore por meio do teste de
Tukey. Para as andlises acima descritas foram avaliadas a distribuicdo das
variaveis respostas por meio do teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade
utilizando-se o teste de Levene. Por fim, o residuo de cada modelo gerado foi
avaliado pelo teste de Shapiro-Wilk. Todas as analises acima mencionadas foram
realizadas utilizando-se o programa R (versédo 3.2.5, 2016). Os dados de indice
de suculéncia por serem dados calculados é uma exce¢do, ndo obedecem as
suposicdes basicas para a analise de variancia. A organizacao e tabulacdo dos

dados foram executados pelo programa Microsoft Office Excel (2013).
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6. RESULTADOS

6.1 Atributos foliares

De acordo com a estatistica descritiva para o parametro area foliar, os
maiores valores médios foram obtidos para o tratamento P, seguido do tratamento
TP (Tabela 2). Para os parametros massa fresca e seca, 0os maiores valores
médios foram obtidos para o tratamento TP, em relacdo aos outros tratamentos,
seguido do tratamento P (Tabela 2). Apesar disso, o resultado do teste ANOVA,
considerando estes valores médios, ndo apresentou variancia significativa entre
0S guatros tratamento para os parametros analisados, area foliar (Anova, F=0.46,
p=0,71), massa fresca (Anova, F=1,04, p=0,39) e massa seca (Anova, F=0,58,

p=0,63), sendo assim, n&o sendo realizado o teste aposteriore (Tukey).

Tabela 2 - Area foliar (cm?), massa fresca (mg) e massa seca (mg), dos individuos
de Allagoptera arenaria submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com
calha (P), com OTC (T) e com OTC e calha (TP).

Area Foliar Massa Fresca Massa Seca
Tratamentos )
(cm?) (mg) (mg)
Tratamento 1 (C) 37,6518,47 a 5,3911,34 a 0,58+0,15 a
Tratamento 2 (P) 43,58+18,83 a 6,11+2,26 a 0,64+0,23 a
Tratamento 3 (T) 41,36+2,94 a 6,01+1,06 a 0,63+0,10 a
Tratamento 4 (TP) 42.67+12,24 a 6,98+2,91 a 0,69+0,26 a

Médias seguidas das mesmas letras nédo diferem estatisticamente entre si, quando p < 0,05.
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6.2 Anatomia foliar

Em vista frontal, os foliolos dos individuos submetidos aos quatro
tratamentos, C, P, T e TP, na face abaxial, apresentaram estdmatos na regiao
intercostal, em trés ou mais fileiras contiguas entre si, 0 complexo estomatico € do
tipo tetracitico e os foliolos sdo hipoestomaticos, ou seja, apresentam estdmatos
somente na face abaxial. Com relacdo a estatistica descritiva, 0os parametros
densidade estomatica e indice estomatico, mostraram que o0s maiores valores
médios foram obtidos para o tratamento P (Tabela 3). Para o parametro
funcionalidade dos estdématos, os maiores valores médios foram obtidos para o
tratamento T (Tabela 3). De acordo com o teste estatistico realizado (ANOVA),
ndo houve diferenca significativa na densidade média dos estdbmatos por mm?
entre os quatros tratamentos (Anova, F= 2,10, p= 0,14). Em relacdo ao indice
estomatico, em que se considera a frequéncia dos estbmatos em relacdo as
células epidérmicas (Anova, F= 6,83, p= 0,00) e, a funcionalidade dos estbmatos,
que é estimada pela relacdo entre o diametro polar e o diametro equatorial dos
estdbmatos (Anova, F= 15,14, p= 0,00), foi observada uma diferenca significativa
entre o tratamento T em relacdo aos demais tratamentos, mostrando uma maior

funcionalidade para esse tratamento.
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Tabela 3 - Densidade Estomatica (mm?), indice Estomatico (%) e funcionalidade
dos Estdmatos dos individuos de Allagoptera arenaria submetidos aos
tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com OTC (T) e com OTC e
calha (TP).

Densidade

indice Funcionalidade
Tratamentos Estomatica Estomatico dos Estdmatos
(mm?2) (%)
Tratamento 1 (C)  876,03+178,40 a 9,46+0,97 a 1,86+0,07 bc
Tratamento 2 (P) 954,22+151,95 a 9,64+1,25 a 1,94+0,08 b
Tratamento 3 (T) 764,84+61,76 a 7,41+£0,42 b 2,3340,11 a
Tratamento 4 (TP)  813,72+71,43 a 8,35+0,70 b 2,07+0,18 bd

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si quando p < 0,05.

Em seccéo transversal, o limbo dos individuos de A. arenaria nos quatro
tratamentos apresentou epiderme uniestratificada. A epiderme € revestida por
uma camada de cuticula menos espessa e com presenca de cera epicuticular na
face adaxial, ja na face abaxial, a cuticula é mais espessa. As células da
epiderme da face adaxial sdo retangulares a trapezoides, o tamanho varia entre
si, ndo foi observada ondulacdes, nem irregularidades na superficie da lamina
adaxialmente. As células da epiderme da face abaxial sdo retangulares, tamanho
variavel entre si, com presenca de papilas e criptas estomaticas. Abaxialmente foi
observado ondulagdes formando um padrdo em gue os estdmatos situam-se nas
depressoes.

O mesofilo € dorsiventral gradativo (mesofilo indistinto), 5-7 camadas de
parénquima clorofiliano, sendo mais ou menos de 2-3 camadas de parénquima
palicddico e de 3-4 camadas de parénquima lacunoso. A hipoderme adaxial é
mais espessa com células ovoides, grupos de fibras adjacentes a hipoderme
adaxial em uma faixa quase continua, hipoderme abaxial com células

isodiamétricas (Figura 6 A, B, C, D).
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Figura 6 - Secc0Oes transversais do limbo dos individuos de Allagoptera arenaria
submetidos aos tratamentos: (A) sem OTC e calha (C), (B) com calha (P), (C)
com OTC (T) e (D) com OTC e calha (TP). PC — parénquima clorofiliano.
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Com relacdo a estatistica descritiva, os parametros espessura do limbo,
cuticula e hipoderme, mostraram que os maiores valores médios foram obtidos
para o tratamento P (Tabela 4). De acordo com o resultado do teste ANOVA, nao
houve diferenca significativa entre os parametros espessura do limbo (Anova,
F=0,90, p= 0,46) e cuticula (Anova, F= 1,31, p= 0,31), apenas uma medida foi
considerada com diferenca entre os tratamentos: a hipoderme (Anova, F= 6,95,
p= 0,00), esse parametro apresentou diferenca significativa entre o tratamento P

em relacdo aos demais tratamentos.

Tabela 4 - Espessura do limbo, cuticula e hipoderme dos individuos de
Allagoptera arenaria submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com
calha (P), com OTC (T) e com OTC e calha (TP).

Espessura do Cuticula Hipoderme
limbo (um) (um) (um)

Tratamentos

Tratamentos 1 (C) 125,67+16,32a 9,41+0,79a 14,75+0,58 b
Tratamento 2 (P) 139,84+16,71a 9,89+0,35a 16,40+0,72 a
Tratamento 3 (T) 134,70+10,52a 9,01+0,53a 14,75+0,94b

Tratamento 4 (TP) 138,71+16,14a 9,38+1,00a 14,83+0,40b

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si quando p < 0,05.

A estatistica descritiva da espessura do parénquima palicadico mostrou
média maior para o tratamento P, da espessura do parénquima lacunoso para o
tratamento T e do espacamento da nervacdo, que é dependente da proporgédo
entre o parénquima palicadico e o parénquima lacunoso, para o tratamento P
(Tabela 5). Entretanto, o resultado do teste ANOVA, considerando estes valores
meédios, ndo apresentou nenhuma diferenca nessas medidas entre os quatros
tratamento, espessura do parénquima palicddico (Anova, F=, 3,01 p= 0,06),
espessura do parénquima lacunoso (Anova, F= 0,45, p= 0,72) e o espagamento
de nervacédo (Anova, F= 1,15, p= 0,36), sendo assim, ndo sendo realizado o teste

aposteriore (Tukey).
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Tabela 5 - Espessura do parénquima palicadico, parénquima lacunoso, e
espacamento de nervacao dos individuos de Allagoptera arenaria submetidos aos
tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com OTC (T) e com OTC e
calha (TP).

Espessura do Espessura do
Espacamento de

Tratamentos Parénquima Parénquima .
o nervagao
Palicadico (um) lacunoso (um)
Tratamento 1 (C) 40,87+4,26 a 40,71+£5,58 a 1,02+0,04 a
Tratamento 2 (P) 49,08+4,66 a 44,65+7,58 a 1,13+0,13 a
Tratamento 3 (T) 46,55+3,24 a 45,04+7,47 a 1,06+£0,11 a
Tratamento 4 (TP) 48,04+6,22 a 44,80+6,62 a 1,08+0,08 a

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si quando p < 0,05.

6.3 Testes histoquimicos

Em seccdo transversal da lamina foliar, as andlises histoquimicas
indicaram a presenca de muitos compostos fendlicos, e os testes também deram
positivos para a analise de lipidios (Figuras 7 e 8). Em relacdo ao teste de
compostos fendlicos, a reacdo foi positiva para os individuos de todos os
tratamentos. Sendo detectada reagdo positiva nas células guardas dos estbmatos
e no parénquima clorofiliano (Tabela 6). Em relagdo ao teste de lipideos, a
cuticula tanto da face adaxial quanto da face abaxial apresentou reag¢do positiva
para todos os tratamentos analisados, incluindo o limbo. No tratamento TP, os
individuos apresentaram reacdo positiva para goticulas de lipideos em maior

guantidade quando comparado aos demais tratamentos (Figura 8D) (Tabela 6).
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Figura 7 - Seccdes transversais do limbo dos foliolos de A. arenaria em diferentes
condi¢des climaticas, submetidas ao reagente cloreto férrico para deteccao de
compostos fendlicos. (A) tratamento C; (B) tratamento P; (C) tratamento T; (D)

tratamento TP. Seta mostrando a reacao positiva de cloreto férrico nos estdémato.

Figura 8 - Secg0es transversais do limbo dos foliolos de A. arenaria em diferentes

condicdes climaticas, submetidas ao reagente Sudan IV para deteccéo de lipideos
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totais. (A) tratamento C; (B) tratamento P; (C) tratamento T; (D) tratamento TP.

Seta mostrando as goticulas de lipideos.

Figura 9 - Detalhes das seccfes transversais do limbo de A. arenaria, submetidas
ao (A) reagente cloreto férrico para deteccdo de compostos fendlicos, (B)
submetidas ao reagente Sudan IV para deteccdo de lipideos totais. Seta
mostrando a reacgdo positiva de cloreto férrico nos estdmatos (A), (B) reacdo

positiva de lipidios na cuticula e as goticulas de lipideos. ¢ — cuticula.

Tabela 6 - Testes histoquimicos da lamina foliar dos individuos de Allagoptera
arenaria submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com
OTC (T) e com OTC e calha (TP).

Tratamentos Compostos fenolicos Lipideos

Tratamento 1 (C) + (parénquima clorofiliano e estématos) + (cuticula e goticulas de lipideos)
Tratamento 2 (P) + (parénquima clorofiliano e estématos) + (cuticula e goticulas de lipideos)
Tratamento 4 (T) + (parénquima clorofiliano e estdbmatos) + (cuticula e goticulas de lipideos)

Tratamento 5 (TP) ++ (parénquima clorofiliano e estématos) ++ (cuticula e goticulas de lipideos)

Moderadamente positiva (+) Fortemente positiva (++)
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6.4 Extracdo de pigmentos fotossintéticos da lamina foliar

De acordo com a estatistica descritiva para a concentracdo de clorofila a
clorofila b, carotenoides e clorofila total (representados pela somatoria de Chl a +
Chl b), os maiores valores médios observados foram obtidos para o tratamento
TP. J4 a razao clorofila a/b, apresentou medias maiores para o tratamento C
(Tabela 7). O resultado do teste ANOVA, considerando estes valores meédios, foi
observada uma diferenca significativa entre os quatros tratamentos para 0s
paradmetros analisados, clorofila a (Anova, F=3,21, p=0,04), clorofila b (Anova,
F=4,26, p=0,01) e carotenoides (Anova, F=4,24, p=0,01).

Na figura 10 estdo representados na forma de graficos os resultados
obtidos para a determinacdo de pigmentos fotossintéticos, no qual pode ser
observado que as concentracdes de clorofila a apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos TP com uma porcentagem de 256,20% em relacdo aos
tratamentos P (com 199,70%) e T (com 201,45%). No entanto, o tratamento TP
destacou-se pelas maiores concentracdes de clorofila b e carotenoides, com uma
porcentagem de 92,04% para clorofla b e 28,10% para -carotenoides,
apresentando uma variancia significativa em relacdo aos demais tratamentos

analisados, como pode ser observado na Tabela 6 e Figura 10.

Tabela 7 - Concentracbes de pigmentos fotossintéticos em individuos de
Allagoptera arenaria submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com
calha (P), com OTC (T) e com OTC e calha (TP). (Chl a = clorofila a; Chl b =
clorofila b; Carot = carotenoides; Chl a + Chl b = soma total dos valores de

clorofila + clorofila b; Chl a / Chl b = razao clorofila a / clorofila b).

Chl b (mg Carot (mg
Tratamentos Chl a (mg gMF) Chla+Chlb Chla/Chlb
gMF) gMF)
Tratamento 1 (C) 207,78+27,84 a 71,05+8,52 b 21,71+2,64 b 3,67+0,51 2,90+0,15
Tratamento 2 (P) 199,70+31,12ab  70,25+12,80 b 21,46+3,79 b 3,46+0,63 2,89+0,28
Tratamento 3 (T) 201,45+60,43 ab  72,23+18,87 b 22,10+5,84 b 3,49+0,91 2,60+0,34
Tratamento 4 (TP)  254,20+35,50 ac  92,04+15,17 a 28,10+4,60 a 4,95+0,80 2,72+0,16

Médias seguidas das mesmas letras nédo diferem estatisticamente entre si quando p < 0,05.
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Figura 10 - Porcentagem de pigmentos fotossintéticos nos foliolos de A. arenaria,
submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com OTC (T) e
com OTC e calha (TP). (a): % do teor de clorofila a; (b): % do teor de clorofila b;

(c) % do teor de pigmentos carotenoides.

6.5 indice de suculéncia

Os resultados do indice de suculéncia foliar mostraram que os individuos do
tratamento C apresentaram 1,31 mgu-1, do tratamento P 1,58 mgu-1, do tratamento
T 1,54 mgu-1 e do tratamento TP 1,27 mgu-1. Assim, comparando os resultados do
indice de suculéncia, observou-se que o tratamento P apresentou um indice de

suculéncia maior quando comparado aos demais tratamentos.
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6.6 Quantificacdo de celulose e lignina

Celulose

A estatistica descritiva do teor desse polimero de parede celular mostrou
que os maiores valores médios observados foram obtidos para o tratamento P,
seguido do tratamento com aumento TP (Tabela 8). No resultado do teste ANOVA,
considerando estes valores meédios, foi observada uma diferenca significativa entre
0S quatros tratamentos (Anova, F= 3,89, p= 0,03). De acordo com o teste de Tukey,
houve uma diferencga significativa entre o tratamento P e o tratamento TP em relagao
ao tratamento C (Tabela 8). Na figura 11 estdo representados na forma de gréafico os
resultados obtidos para a celulose, dessa forma, comparando os tratamentos, nota-
se que o tratamento P apresentou uma porcentagem de 100% de celulose e o
tratamento TP 97%, sendo assim a variacdo da celulose foi maior para esses

tratamentos.

Lignina

Na estatistica descritiva da lignina, os maiores valores médios foram
obtidos para o tratamento C, seguido do tratamento P (Tabela 8). No resultado do
teste ANOVA, considerando estes valores meédios, foi analisada uma diferenca
significativa entre os quatros tratamentos (Anova, F= 5,93, p= 0,01). De acordo com
o teste de Tukey, houve uma diferenca significativa entre o tratamento T em relacéo
ao tratamento C e o tratamento P (Tabela 8). Na figura 11 estédo representados na
forma de grafico os resultados obtidos para a lignina. A comparacdo da variagdo da
lignina nos tratamentos mostrou que o tratamento T apresentou menor teor deste
polimero de parede celular, apresentando uma porcentagem de 190%. Entretanto, a
porcentagem de lignina foi mais elevada no tratamento C com 260%.

Tabela 8 - Valores de média e desvio padrdo da determinacédo de celulose (mg g

IMS) e lignina (mg g*MS) em individuos de Allagoptera arenaria submetidos aos
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tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com OTC (T) e com OTC e

calha (TP).

Celulose Lignina
Tratamentos L
(mg g~MS) (mg g'IMS)
Tratamento 1 (C) 78,20+10,89 b 258,94+10,65 ab
Tratamento 2 (P) 100,10+9,82 a 238,39+10,28 b
Tratamento 3 (T) 93,80+11,99 abc 193,81+47,12 c
Tratamento 4 (TP) 96,10+12,39 ¢ 218,63+13,00 abc

Médias seguidas das mesmas letras néo diferem estatisticamente entre si quando p < 0,05.
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Figura 11 — Porcentagem de celulose (a) e lignina (b) presente nos foliolos de A.
arenaria, submetidos aos tratamentos: sem OTC e calha (C), com calha (P), com

OTC (T) e com OTC e calha (TP).



47

7. DISCUSSAO

Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que os efeitos do aumento
de temperatura e volume pluviométrico isolados e combinados causaram
diferentes respostas nos individuos de A. arenaria. Com relacdo os dados
morfolégicos: éarea foliar, massa fresca e massa seca, 0s tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas. Porém, os dados obtidos mostraram que
os individuos provavelmente receberam uma maior quantidade de agua da chuva
devido a calha, pois maior nivel de 4gua disponivel no solo resulta em maiores
valores de area foliar (BRAGA, 2016).

Alguns trabalhos, contudo, tem demonstrado que a producdo de biomassa
vegetal responde positivamente ao aumento de precipitacdo (HUXMAN et al.,
2004; KARDOL et al., 2010; SPENCE et al., 2016). O balanco adequado de agua
e temperatura, presente nos tratamentos P e TP, pode ter permitido maior
abertura estomatica nos individuos submetidos a esses tratamentos, favorecendo,
de certa forma, maiores taxas fotossintéticas e permitindo maior crescimento.
Sabe-se que a condicdo hidrica das plantas esta muito relacionada aos processos
fisiologicos de importancia para o vegetal. Processos como transpiracéo,
fotossintese, respiracdo e crescimento sdo muito influenciados pelas mudancas
ocorridas no estado hidrico das folhas (HSIAO, 1973).

Em contrapartida, alguns trabalhos relatam a reducdo a area foliar e da
biomassa em relacdo a disponibilidade hidrica e altas temperaturas. Da Silva &
Azevedo (2007) mostram que espécies de restinga criam diferentes estratégias
adaptativas foliares, em resposta a radiagdo solar intensa e altas temperaturas,
uma delas € o tamanho reduzido das folhas. Segundo Disckison (2000), quando
ocorre déficit hidrico no ambiente, as plantas tende a reduzir o tamanho da folha,
possivelmente, isso acontece para uma reducdo na taxa de perda de agua
absorvida. De acordo com Qaderi et al., (2006), as plantas que sofreram escassez
de agua respondem com folhas menores e com menor biomassa do que as folhas
de plantas que recebem agua. Silva et al. (2002), estudaram o efeito do estresse
hidrico sobre caracteristicas de crescimento em Melaleuca alternifolia Cheel,

relatam que o comportamento de Melaleuca alternifolia indica que a deficiéncia
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hidrica severa diminui o crescimento e a produ¢cdo de biomassa verde e seca das
plantas. Refutando com as informagdes encontradas no presente estudo para os
individuos de A. arenaria.

A descricdo do material anatdémico para a vista frontal, corrobora com o que
foi observado por Defaveri et al. (2015), Pinedo (2015) e Pinedo et al., (2016). A.
arenaria € uma palmeira tipica do ecossistema de restinga, esse ecossistema
estad submetido a uma complexidade de fatores ambientais que muitas vezes sao
limitantes para a sobrevivéncia das plantas tais como salinidade, dessecacéo,
oligotrofia, soterramento, inundacdes, alta temperatura do ar e do solo, alta
radiagcdo solar e grande amplitude térmica diaria (CRAWFORD, 2012). Por todos
esses fatores, as restingas sdo caracterizadas ecofisiologicamente como
ambientes de estresse (LUTTGE & SCARANO, 2004). A. arenaria apresentou
caracteristicas anatdbmicas para lidar com esses tipos de estresses, independe
dos tratamentos.

Segundo Disckison (2000), os efeitos de fatores ambientais na morfologia e
anatomia das folhas produziram uma grande variedade de adaptacbes em
diferentes taxas. Disckison (2000) e Fermino-Jr (2004) afirmam que espécies com
folhas hipoestométicas, assim como Allagoptera arenaria, podem ter vantagens
na ocupacdo de diferentes ambientes, pois este padrao pode minimizar a perda
de &gua para a atmosfera, permitindo que estas ocupem ambientes de maior
temperatura e incidéncia de luz. Segundo Pinedo (2015) espécies de Allagoptera
Nees apresentam estbmatos restritos as regides intercostais da superficie abaxial.
Além, das espécies do género Allagoptera, espécies de Myrtaceae também
apresentam folhas hipoestomaticas (GOMES et al., 2009; DONATO &
MORRETES, 2007).

De acordo com o teste estatistico ndo houve diferenca significativa para a
densidade média dos estdmatos por mm? entre 0s quatros tratamentos. Em
relacdo ao indice estomatico, em que se considera a frequéncia dos estdmatos
em relacdo as células epidérmicas, foi observada uma diferenca significativa entre
o tratamento T e TP, em relacdo aos demais tratamentos. O numero de
estdbmatos por unidade de area epidérmica € chamado de densidade estomatica e
varia muito entre os individuos de uma mesma espécie, dependendo das
condigbes ambientais. A densidade estomatica pode estar associada com a

resposta ambiental da planta assim como acontece com o indice estomatico, que



49

representa o investimento da planta na producédo de estdmatos em relagédo ao
total de células epidérmicas (CASTRO et al., 2009).

Segundo Ribeiro et al., (2012), o indice estomatico pode variar
diferentemente da densidade estomatica, o mesmo foi observado no presente
estudo para o teste estatistico, densidade e indice mostraram resultados
diferentes, porém, quando foi comparado as médias, os dois parametros
apresentarem resultados semelhantes. O mesmo foi observado por Ferris et al.,
(1996) que estudaram: CO:2 e temperatura elevadas tém efeitos diferentes sobre a
anatomia foliar do Perennial ryegrass na primavera e no verdo, 0s autores
observaram que mudanca no indice estomético foi acompanhada por uma
mudanca semelhante na densidade estomatica. Woodward (1987) mostrou que
as alteracdes na densidade estomatica eram muitas vezes paralelas por
mudancas no indice estomatico, indicando que o efeito do CO:2 era na iniciacdo
estomatica, em vez de um resultado de mudancas nas taxas de expansao das
células foliares.

O aumento da densidade e indice estomatico em plantas de A. arenaria
expostas aos tratamentos P e TP, provavelmente trouxeram vantagens para
esses individuos em relagdo aos outros tratamentos. Alguns autores afirmam que
plantas que possuem densidade estomatica maior, elevam a condutancia de
gases, ou seja, quanto maior a densidade estomatica, maior a absorcdo de CO:2
(ABRANS et al., 1992; EVANS, 1999; BOEGER & WISNIEWSKI, 2003), o que
pode evitar que a fotossintese seja limitada sob diferentes condi¢cdes de ambiente
(FURLAN, 2013), consequentemente, aumenta a fotossintese (GUREVITCH et
al., 2009).

Dessa forma, ao mesmo tempo em que aumenta o fluxo de gas carbénico
dentro da planta, ocorre maior fluxo de vapor de agua e aumento da transpiracao.
Como consequéncia do aumento da transpiracdo, ocorre um processo de
resfriamento da folha, reduzindo a temperatura interna. Na auséncia da
transpiracéo, as folhas podem ficar alguns graus mais quentes (DICKISON,
2000). Porém, Castro el al., (2009) relata que esta variavel também favorece uma
diminuicdo da transpiragéo foliar, devido a sobreposi¢cédo da area de difusédo do
vapor de agua em decorréncia da maior proximidade dos estbmatos. Schliter et
al., (2003) expbe que o aumento da densidade estomatica em restinga pode ser

considerado uma adaptacdo que aumenta a captacdo de gas carbdnico e,
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concomitante diminui o efluxo de vapor de agua, ocasionado pela formacédo de
arcos de transpiracdo mais préoximos entre si (LARCHER, 2000). Esse aumento
da densidade e indice estomatico nos individuos dos tratamentos P e TP estdo
diretamente relacionados com o aumento da area foliar, da massa fresca e seca,
nos individuos do tratamento com aumento de volume pluviométrico (P) e
aumento de temperatura e volume pluviométrico (TP). Densidade estomética,
indice estomatico e area foliar possuem uma forte relacéo entre si (DA SILVA et
al., 2014).

O tratamento C e o tratamento com aumento de temperatura (T),
apresentaram médias menores para a densidade estomética e para o indice
estomatico, corroborando o que foi observado por Ferris et al., (1996), os autores
observaram que em temperatura de verdo mais quentes a densidade estomatica
diminuiu. A eficiéncia do uso da agua pode ser melhorada pela menor densidade
estomatica (TYREE & ALEXANDER, 1993), uma vez que o numero de vias
abertas para a difusdo do vapor de agua diminui. Uma reducdo da densidade
estomatica para o tratamento T pode ser um mecanismo para poupar agua. No
entanto, a densidade estomética € um importante parametro ecofisiolégico que
afeta a troca de gas. A reducdo do nimero de estbmatos pode levar a uma maior
eficiéncia instantanea de uso da agua, que geralmente é definida como a razdo
da assimilacdo para a transpiracao (FERRIS, 1994; FERRIS & TAYLOR, 1995).

Uma possivel explicacdo para esse acontecimento seria que as altas
temperaturas verificadas no tratamento T, provocariam um aumento das taxas de
transpiracdo, causando déficit interno de agua em plantas que provavelmente
sofrem com a disponibilidade hidrica, dessa forma, ndo seria vantajoso para a
planta. No entanto, criar mecanismos como baixa densidade e indice estomatico é
muito importante para o bom desempenho da espécie nessas situacdes, assim a
transpiracdo sera diminuida, fazendo com que a planta perca menos agua.
Contudo, uma reducédo da densidade estomatica para o tratamento T pode ser um
mecanismo para poupar adgua. Porém, esse evento pode levar a uma reducgéo do
crescimento pela acdo do fechamento estomatico e diminuicdo da fotossintese,
como pode ser observada nas menores média para a area foliar, massa fresca e
seca para esse mesmo tratamento.

De acordo com as literaturas citadas a cima, os individuos de todos os

tratamentos criaram mecanismos para poupar agua, independente do aumento ou
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da diminuicdo da densidade estomatica. A. arenaria € uma espécie que vive em
um ambiente xérico, onde a disponibilidade de dgua é reduzida, criar mecanismos
para diminuir a perda de agua, é de extrema importancia para o bom desempenho
da espécie.

A funcionalidade dos estbmatos apresentou uma diferenca significativa
entre o tratamento T, em relagdo aos demais tratamentos. Uma maior
funcionalidade estomatica pode estar associada com uma reducdo da
transpiracdo, pois 0s estdbmatos se tornam mais elipticos (BATISTA et al., 2010;
CASTRO et al., 2009). Demonstrando assim, que esse tratamento apresenta 0s
estbmatos mais funcionais, sendo que quanto maior a relacdo, mais funcional
sera o estdbmato (CASTRO et al., 2009). O tratamento P, seguido do tratamento
C, possuem estbmatos pouco funcionais por apresentarem médias menores e
uma alta densidade estoméatica por apresentarem médias maiores, esse fato pode
gerar uma excessiva transpiracdo para os individuos desses tratamentos,
dificultando a sua adaptacdo as condicbes mais secas. Esses dados corroboram
as observacfes de Ribeiro et al., (2012) e Cerqueira (1992) que relatam um
aumento na densidade estoméatica nas folhas de gendtipos de mandioca quando
submetidos as condicBes de seca e enfatiza a importancia dessa caracteristica
para a tolerancia a seca na espécie.

Em secgOes transversais, o limbo dos individuos de A. arenaria nos quatro
tratamentos apresentaram informacgdes que corroboram com o que foi observado
para todas as espécies do género segundo Pinedo (2015) e Moraes (1996). A
epiderme foliar das plantas de restinga pode presentar uma série de
caracteristicas interpretadas como adaptacdes a um ambiente com intensa
radiacdo solar e restricbes a perda de agua (DA SILVA & AZEVEDO, 2007).
Dentre estas caracteristicas pode-se ressaltar a presenca de ondulagbes na
epiderme da face abaxial de A. arenaria, essas ondulagdes formam um padréo
em que os estdmatos situam-se nas depressées. Ambas as espécies de Restinga
(Allagoptera arenaria e Allagoptera brevicalyx) apresentaram este padrédo, além
da espécie de Mata Atlantica Allagoptera caudescens. Estes resultados sugerem
gue a Restinga pode impor restricoes hidricas a determinadas espécies ainda
mais severas (PINEDO, 2015).

A posicdo das células-guarda em depressdes € uma caracteristica que

possibilita a existéncia de um microambiente Umido, reduzindo a taxa de
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transpiracdo foliar (ESAU & MORRETES, 1974). Tanto as cristas estomaticas
quanto as subsidiarias parecem ampliar o microambiente Umido e diminuir ainda
mais a transpiracao foliar, proporcionando economia de agua (PINEDO, 2015). As
papilas sao estruturas observadas em folhas de plantas xeromoérficas (CUTLER et
al., 2008), o que pode explicar a presenca dessas estruturas nas células da
espécie analisada. A presenca dessa estrutura na epiderme foliar de A. arenaria,
espécie de Restinga, indica que o ambiente em que esta espécie se encontra esta
sujeito a condi¢cbes mais extremas. Segundo Pinedo (2015), as células do
mesofilo de A. arenaria variam muito ligeiramente em tamanho. Esta variacao
ocorre de maneira gradativa, da face adaxial para a face abaxial. Dessa maneira,
o autor propés uma nova classificacdo em mesofilo dorsiventral gradativo (células
do mesofilo diminuem gradativamente de tamanho), corroborando com o0s
resultados verificados no presente estudo.

O tratamento com aumento de volume pluviométrico apresentou uma
hipoderme significativamente mais desenvolvida, porém, as médias de todos 0s
tratamentos foram préximas. Outros estudos também observaram a presenca de
hipoderme, como nas espécies de Eugenia (HUSSIN et al., 1992) e nas espécies
de Myrtaceae (GOMES et al., 2009). Alguns trabalhos relatam que as células da
hipoderme sao especializadas em armazenar agua, € é rico em mucilagem, o que
aumenta sua capacidade de reter agua (SCATENA & SCREMIN-DIAS 2012).
Provavelmente, essa caracteristica € de extrema importancia para os individuos
de A. arenaria, independente dos tratamentos analisados no presente estudo,
pois, uma possivel explicacdo seria o ambiente xérico em que a espécie se
encontra, fazendo necessaria a presenca de um tecido armazenador de agua.
Wylie (1949) refere que a hipoderme pode estar presente em um grande namero
de xerofitas, como tecido armazenador de &agua, auxiliando na translocacao
extravascular da folha, sendo que as paredes de suas células podem variar em
espessura.

De acordo com Fernandes (2007) algumas espécies do Cerrado
apresentam até 5 camadas celulares desse tecido, 0 que sugere uma adaptacao
aos periodos de baixa precipitacdo. Com essa informacao, podemos deduzir que
o tratamento P por apresentar uma diferenca significativa em relacdo aos demais
tratamentos, provavelmente, apresentou uma hipoderme mais desenvolvida para

armazenar agua da chuva que possivelmente tenha chegado pela calha. Segundo
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Borland et al. (1998), a hipoderme de Clusia atua como um tecido de
armazenamento de 4gua, possuindo células largas, no entanto, segundo o autor,
essa hipoderme néo evita a perda de agua para o ambiente, sendo necessaria a
presenca de cuticula espessa.

Entretanto, o tratamento P também apresentou maiores valores médio para
a espessura da cuticula. A cuticula estéa diretamente relacionada com a reducéo
da transpiracao excessiva (CASTRO et al., 2009). Talvez por isso a presenca de
cuticula espessa seja um carater importante para a sobrevivéncia da espécie em
ambientes com temperaturas elevadas e baixa disponibilidade hidrica. Contudo,
as médias de todos os tratamentos também foram proximas, mas uma vez
podemos perceber uma caracteristica anatbmica importante que A. arenaria
possui para se manter no ambiente de restinga e de futuras mudancas climaticas.

As células epidérmicas, bem como seu revestimento hidrofébico, a cuticula,
representam uma superficie refletora que dificulta a perda de agua e o aumento
da temperatura foliar. Folhas aclimatadas a altas irradiancias apresentam um
incremento na espessura e espessamento das paredes do tecido epidérmico,
assim como aumento da camada cuticular (FERMINO-JR et al., 2004; ROSSATO
& KOLB, 2010; SABBI et al., 2010; CHAZDON & KAUFMANN, 1993; DICKISON,
2000; CASTRO et al., 2009). Donato & Morretes (2007), estudaram o sistema de
revestimento da folha de Eugenia brasiliensis, e notaram um evidente
espessamento da cuticula e dos estratos cuticulares da epiderme, especialmente
nos individuos proveniente da restinga. Sabe-se que este revestimento é rico em
substancias hidrofobas, evidenciando a sua funcionalidade como mecanismo
protetor contra a perda excessiva de agua atraves da superficie foliar.

Todavia, a grande quantidade de depdsitos cuticulares na superficie da
planta ndo esta relacionada, necessariamente, apenas a uma economia de agua
no interior da planta. Esses depositos além de minimizarem a perda de nutrientes
por lixiviacdo, fazem parte de um complexo defensivo contra patdégenos e
herbivoros (SALATINO et al., 1993), bem como a epiderme e hipoderme ou feixes
de fibras que determinam maior rigidez as folhas (TURNER et al., 1995).

A andlise de caracteristicas foliares tais como espessura de cuticula e
espessura do tecido clorofiliano, tem sido utilizada para caracterizar o
desempenho ecofisiolégico de diversas espécies vegetais ao longo de um
gradiente de recursos (GARNIER et al., 2001; WRIGHT et al., 2002; ROCHE et
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al., 2004). A espécie em estudo pode ser considerada tolerante a deficiéncia
hidrica, pois as plantas tolerantes podem apresentar alteracdes morfologicas,
como aumento da espessura da folha e espessura da cuticula (DICKISON, 2000;
BATISTA et al.,, 2010). Estudos com espécies nativas tropicais na fase juvenil
submetidas a irradiancia contrastante (SABBI et al., 2010; SILVA et al., 2010;
MENGARDA et al.,, 2012), os autores observaram que espécies sujeitas as
maiores irradidncias como as pioneiras, tendem a apresentar maior espessura do
limbo foliar, associada a mudancas estruturais para manutencdo do processo
fotossintético e maior eficiéncia do uso da 4gua (ROSSATO & KOLB, 2010), como
A. arenaria.

A espessura do parénquima palicadico mostrou média maior para o
tratamento P e a espessura do paréngquima lacunoso para o tratamento T., porém,
esses resultados ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa entre os
quatros tratamentos. No entanto, o parénquima palicadico estd diretamente
relacionado com a fotossintese, pois é nesse tecido onde ocorre a fixacdo de
CO2. Ja o parénquima esponjoso proporciona uniformidade na absorcéo luminosa
na folha (TAIZ & ZEIGER, 2013; CASTRO et al., 2009). Dessa forma, apesar do
resultado encontrado, de acordo com Castro et al., (2009) o nimero de camadas
celulares apresentados no parénquima palicadico € altamente influenciado por
caracteristicas ambientais.

Existe uma relacdo de funcionalidade entre o sistema de conducao da folha
e os tecidos foliares ndo condutores, mas que podem possuir algum efeito na
conducdo lateral da agua. Podemos definir o conceito de espacamento da
nervacdo, que é dependente da proporcdo entre o parénquima palicadico e o
parénquima lacunoso (CASTRO et al., 2009). O tratamento que apresentou maior
meédia para esse parametro foi o tratamento TP. Segundo Castro et al., (2009),
quanto maior esta propor¢cdo, menor sera 0 espaco entre a venacao, e quanto
menor a proporgdo, maior serd o0 espaco entre a nervacao (um feixe e outro).
Sendo um fator interessante em estudos ambientais sobre disponibilidade hidrica
e temperatura, pois podem aparecer mudancas nestas propor¢cdes e demonstrar
tentativas adaptativas da planta ao ambiente. Entretanto, esse parametro nao
apresentou nenhuma diferenca entre os quatros tratamentos.

Em seccdo transversal da lamina foliar, as andlises histoquimicas

indicaram a presenca de muitos compostos fendlicos, o0 mesmo foi observado por
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Pinedo (2015), que estudaram espécies do género Allagoptera. Os testes também
deram positivos para a andlise de lipidios. Em relacdo ao teste de compostos
fendlicos, a reacéo foi positiva para os individuos de todos os tratamentos. Sendo
detectada reacdo positiva nas células guardas dos estdmatos e no parénquima
clorofiliano. Segundo Pinedo (2015), os testes histoquimicos evidenciaram a
abundancia de taninos, que é um composto fendlico, nas células do mesofilo de
A. arenaria e outras espécies do género, confirmando a constatacdo feita por
Moraes (1996) que estudou espécies do género. Isto evidenciou que as espécies
de Allagoptera realocam grande parte de seus metabdlitos para defesa contra
herbivoros e fitopatégenos (PINEDO, 2015). Além disso, a funcdo dos compostos
fendlicos esta envolvida com a sintese das ligninas que sdo comuns a todas as
plantas superiores, atrativos aos seres humanos devido ao odor, sabor e
coloracdo agradaveis, mas também para outros animais, os quais sdo atraidos
para polinizacdo ou dispersdo de sementes. Além disso, esse grupo de
compostos € importante para proteger as plantas contra os raios ultravioletas
(CROTEAU et al., 2000).

Em relacéo ao teste de lipideos, a cuticula tanto da face adaxial quanto da
face abaxial apresentou reacdo positiva para todos os tratamentos analisados,
incluindo o limbo. As ceras e as cuticulas sdo igualmente ricas em compostos
lipidicos e seus derivados (FIGUEIREDO et al., 2007; CASTRO et al., 2009). A
camada relativamente espessa de cuticula em ambas as faces, € considerada
uma barreira para a reducdo da perda de agua (OLIVEIRA, 1999). Segundo
Castro et al., (2009), os lipidios sdo uma importante forma de reserva de carbono
em muitos tecidos vegetais, sendo armazenadas em oleossomos, que sao
organelas especializadas nesse tipo de armazenamento, sendo distinguiveis e
coradas com Sudan IV. De todos os grandes grupos de compostos detectados
histoquimicamente, os lipidios parecem ser os mais sujeitos a artefatos. A maioria
dos lipidios ndo apresenta in vivo 0 mesmo comportamento que in vitro. Por outro
lado, in vivo, estdo, em muitos casos, conjugados com proteinas e carboidratos. O
processo de fixacdo pode ainda alterar a solubilidade dos lipidios, o que implica a
alteracdo da sua reacao aos reagentes (FIGUEIREDO et al., 2007).

No tratamento TP, os individuos apresentaram reacdo positiva para
goticulas de lipideos em maior quantidade quando comparado aos demais

tratamentos como resposta ao estresse. Segundo Figueiredo et al. (2007) e
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Castro et al. (2009), as reservas lipidicas encontram-se em geral, sob a forma de
goticulas dispersas no citoplasma, o mesmo foi observado no presente estudo.
Maffei et al.,, (1993) observaram a temperatura e luminosidade sobre o
metabolismo dos lipidios em Rosmarinus officinalis L., os resultados que os
autores observaram indicaram que o aumento da temperatura e luminosidade,
nessa espécie ocasionou o aumento dos hidrocarbonetos epicuticulares e
reducado dos acidos graxos epicuticulares e 0leos essenciais.

Simultaneamente as alteragcdes morfoldgicas e anatdbmicas, ocasionadas
pelo aumento da temperatura e volume pluviométrico isolados ou/e em conjunto,
foram observadas também modificacfes fisiolégicas nos individuos de A.
arenaria, principalmente daqueles submetidos ao tratamento TP. A concentragao
de clorofila a, clorofila b, carotenoides e a relacdo de clorofila a+b (que
representam o0s valores totais de clorofila), apresentaram médias
significativamente maiores para o tratamento com aumento de temperatura e
volume pluviométrico. Os maiores teores de clorofila a clorofila b, carotenoides e a
relacdo de clorofila a+b, ajudam a explicar um aumento na area foliar, massa
fresca e seca no tratamento TP. A interagdo entre aumento de temperatura e
volume pluviométrico garantiu condi¢des favoraveis para a obtencao de um maior
valor desses pigmentos. Os pigmentos cloroplastidicos estdo correlacionados
com a eficiéncia fotossintética das plantas e, consequentemente, sdo essenciais
para o crescimento vegetal, além de estarem relacionados com a adaptacao das
plantas a diversos ambientes (SOUZA et al., 2011).

A guantidade de clorofila em uma planta varia em funcdo de agentes
climaticos, principalmente no que se diz respeito a variacdo de temperatura e
luminosidade, sendo a mesma sintetizada ou degradada (BORRMANN, 2009;
REGO & POSSAMAI, 2011). Como a fotossintese € um processo dependente da
temperatura (TAIZ & ZEIGER, 2013) a quantidade do pigmento também depende
desse elemento climatico, dessa forma, a temperatura afeta a eficiéncia
reprodutiva do vegetal (ALMEIDA et al., 2004). As plantas de metabolismo C3,
como A. arenaria, possuem maiores respostas fotossintéticas em temperaturas
entre 20 a 30°C. E em caso de temperaturas superiores a 30°C ocorre menor
assimilacdo de CO:2 e a acgdo de efeitos deletérios como a degradagédo da
molécula da clorofila (KERBAUY, 2004; BORRMANN, 2009). Uma possivel

explicacédo para as menores concentracdes de pigmentos no tratamento T seja de
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fato a alta temperatura que os individuos desse tratamento sofreram. No entanto,
no tratamento TP, o aumento do volume pluviométrico provavelmente minimizou a
alta temperatura que os individuos desse tratamento receberam.

A tolerancia ao calor é adquirida como mecanismo de adaptacdo nas
plantas que crescem em ambientes com altas temperaturas (LARKINDALE E
VIERLING, 2008). Isto ocorre como forma de evitar fotoinibicdo, uma vez que as
plantas estdo sempre passando por algum estresse temporario em condicdes
naturais por causa da luz ambiente (luz solar) que pode induzir fotoinibicdo leve.
Quando a temperatura se desvia do ponto 6timo, o risco de fotoinibicdo aumenta
0 que leva a uma possivel associacdo dos efeitos da temperatura e do estresse
luminoso (SHARMA et al., 2012). Uma das estratégias para evitar a fotonibicdo
esta no acumulo de carotenoides, como verificado nos individuos do tratamento
TP e T, que apresentaram maiores médias em relacdo aos outros tratamentos. Os
pigmentos e carotenoides agem na fotoprotecdo do sistema fotossintético contra
danos causados pela fotoinibicdo (MARENCO & LOPES, 2009) por meio da
dissipacéo do excesso de energia luminosa (LAGE-PINTO et al., 2012).

A parede celular da planta determina o tamanho e a forma da célula
através do controle mecéanico da expanséao celular, que governa a morfologia dos
tecidos e 6rgaos. Pode ser considerada uma barreira protetora e € uma estrutura
complexa composta por microfibrilas de celulose e polissacarideos neutros néo
celulésicos incorporados em uma matriz de pectina fisiologicamente ativa,
reticulada com proteinas estruturais e, dependendo do tecido / 6rgéo, com lignina
(McCANN & ROBERTS, 1991; CARPITA & GIBEAUT, 1993). A arquitetura da
parede celular € importante na resisténcia da planta ao estresse abidtico e
essencial na deteccdo de estresse e transducdo de sinal (SEIFERT &
BLAUKOPF, 2010). Os individuos que estavam submetidos no tratamento P,
tratamento T e tratamento TP, mostraram meédias significativamente maiores
comparadas com as médias dos individuos que estavam no tratamento controle,
mostrando que ocorreu uma diferenca na composi¢cdo da parede celular (para
celulose) devido aos estresses.

Varios estudos relatam que a biossintese de celulose pode ser alterada em
resposta ao déficit hidrico, como demonstrado pela diminui¢cdo do teor de celulose
em varias espeécies, incluindo Arabidopsis, células de suspensdo de tabaco,
folhas de uva e raizes de trigo (IRAKI et al., 1989; BRAY, 2004). No entanto, em
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outros estudos, observou-se um aumento no nivel de UDP-GIc na expresséo de
genes SuSy (sacarose sintase) e UDP-glucose pirofosforilase (UGPase) no
algoddo sob estresse, sugerindo uma potencial biossintese de celulose. O
aumento da sintese de celulose pode ser um meio pelo qual a integridade da
parede celular e a presséo de turgescéncia das células sdo mantidas, permitindo
assim o crescimento celular continuo sob baixo potencial de 4gua (RICARDI et
al., 2014).

Segundo Gall et al. (2015), a resposta da parede celular da planta ao déficit
hidrico para celulose, vai depender de vérios fatores, como: gene, proteinas e
atividades enziméticas, dessa forma, dependendo da planta, esses processos vao
responder de maneira diferente. Porém, foi relatado que as plantas criam
mecanismos de adaptacdo ao déficit de dgua e ajuste de crescimento, como pode
ser observado no presente estudo. Gibeaut et al. (2001) especularam que o
aumento dos carboidratos estruturais de parede celular é decorrente de uma
maior alocacdo de carbono para a sintese destes carboidratos e/ou ao aumento
da atividade da enzima celulose sintase. Uma possivel explicacdo seria que 0s
tratamentos P e TP (que apresentaram significativamente maiores médias em
relacdo aos outros tratamentos para celulose) garantiram uma maior alocacao de
celulose, devido uma maior densidade e indice estomatico que os individuos
desses tratamentos apresentaram.

Diferentemente dos dados de celulose, os valores médios dos tratamentos
P, TP e T para lignina, diminuiram quando comprados com o tratamento C. A
concentracdo de lignina diferiu significativamente entre os tratamentos T (com
menor concentracdo) e o tratamento P que se destacou pelas maiores
concentracdes de lignina. No contexto do aquecimento global, é provavel que um
aumento da temperatura seja um estresse abiotico chave para o qual as plantas
terdo de se ajustar para sobreviver (HALL, 1992). Segundo Gall et al. (2015), o
calor provoca alteracbes no metabolismo da parede celular e este é um
importante mecanismo fisiolégico de tolerancia ao calor. Além dos seus efeitos
sobre a parede celular primaria, o estresse por calor pode mediar mudang¢as no
metabolismo da parede celular secundaria. A sintese de lignina pode ser alterada
durante a aplicacdo de temperatura elevada, o mesmo foi observado no presente

trabalho.



59

8. CONSIDERACOES FINAIS

e Os individuos de A. arenaria apresentaram modificacdes morfofisiolégicas em
resposta as condi¢cbes propostas, corroborando com a hipotese do presente

estudo.

e As alteracdes climéticas que envolvem aumento de temperatura em 2 °C e
volume pluviométrico em torno de 25%, analisadas em conjunto e/ou
isoladamente, causaram um maior desempenho morfofisioldgico em A. arenaria,
as plantas submetidas a essas condi¢cfes investiram em adaptacdes estruturais
como: maior densidade estomética, maior espessura da cuticula, do parénquima

palicadico etc.

e Todavia, sdo necessarios mais estudos que envolvam andlises morfofisioldgicas
com espécies nativas, submetidas as possiveis alterac6es climéticas futuras, pois,
a espécie em estudo ndo apresentou alteracbes extremas, ao ponto de prejudicar
a espécie. Uma possivel explicacdo seria por se tratar de uma espécie tipica de
um ecossistema estressante como a restinga, as caracteristicas apresentadas por

A. arenaria, sdo peculiares desse ambiente.

e Contudo, A. arenaria ndo mostrou ser uma espécie vulneravel, garantindo seu
bom funcionalmente em condi¢cdes estressantes. Dessa forma, a espécie
estudada pode ser indicada para programas de reflorestamento e recuperagéao de
areas degradadas de restinga devido a sua plasticidade a diferentes condicfes

ambientais e o quadro esperado de mudancas climaticas futuras.
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