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RESUMO

As pteridofitas constituem um importante grupo de
organismos da flora brasileira, muito dependentes das
condigdes climaticas presentes na Floresta Atlantica. As
epifitas sdo plantas que ndo possuem conexdes diretas com
o solo e utilizam-se de suporte, mas ndo dos nutrientes, dos
foréfitos em que se apoiam. Dentre a grande variedade de
pteridofitas epifitas da Mata Atlantica, podemos citar as
espécies Elaphoglossum luridum (Fée) H. Christ.
(Dryopteridaceae) e Vittaria lineata (L.) Smith
(Pteridaceae). Considerando-se o numero reduzido de
informacgdes sobre a anatomia e a fisiologia de pteridéfitas
epifitas, foram realizadas as caracterizagdes anatdmicas e
estudos de diferentes aspectos da fisiologia, em ambas as
espécies, através de andlises de: conteudo relativo de agua
(CRA), pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da
clorofila a e a concentragdo de malato foliar, em plantas do
grupo controle, submetidas ao estresse hidrico e a
aplicagdo exogena de acido abscisico (ABA); com o
objetivo de observar caracteres importantes para a
sobrevivéncia destas espécies em ambientes xéricos. Os
materiais botanicos foram coletados na Unidade de
Conservagao Desterro — UFSC (UCAD), Floriandpolis,
SC, sendo cultivados na casa de vegetagdo do
Departamento de Botanica — CCB — UFSC. Ambas as
espécies estudadas apresentam caracteristicas anatomicas
relacionadas as condigdes xéricas, tais como: frondes
coridceas a cartaceas, que apresentam suculéncia, cuticula
espessa, células epidérmicas com paredes periclinais
espessa e estomatos, restritos a face abaxial. As analises
fisiologicas demonstraram uma grande capacidade de
manuten¢do hidrica em E. luridum e V. lineata, pois,
mesmo em condigdes de estresse hidrico e aplicacdo de
ABA exogeno, as espécies ndo apresentaram alteragdes
significativas no CRA, mantendo altos niveis. Nas analises
da concentragdo de pigmentos fotossintéticos, as plantas
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submetidas aos tratamentos de estresse demonstraram
quedas significativas nos niveis de clorofila a e b, todavia
as concentragdes de carotenoides mantiveram-se estaveis.
Os parametros fotossintéticos (a, Egptimum € ETRpax),
obtidos através das curvas rapidas de luz (RLC’s),
apresentaram quedas significativas apos os tratamentos de
estresse hidrico e aplicagdo de ABA. Em E. luridum, nio
foram encontradas evidéncias do metabolismo acido das
crassulaceas (CAM). Em V. lineata, plantas do grupo
controle ndo apresentaram diferenca no conteudo de
malato entre as amostras coletadas as 06hOOmin e as
18h00min, ndo demonstrando, assim, evidéncias do
metabolismo CAM. Contudo, plantas submetidas ao
estresse hidrico por sete dias e a aplicagdo exdgena de
ABA, apresentaram aumentos significativos nas
concentracbes de  AMalato, demonstrando  uma
acidificacdo noturna e revelando uma regulagdo positiva
do metabolismo CAM. Assim, foram encontradas
evidencias da possibilidade de alteragdo do modo de
fixagdo de carbono da via C3 para o CAM, em resposta ao
déficit hidrico e aplicacdo exdgena de ABA, podendo, com
isso, a espécie V. lineata apresentar o metabolismo CAM
facultativo.

Palavras-chave: Elaphoglossum luridum, Vittaria lineata,

anatomia, CRA, pigmentos, curvas rapidas de luz, malato,
ABA, CAM.
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ABSTRACT

Ferns are an important group of organisms of the flora,
very dependent on climatic conditions present in the
Atlantic Forest. Epiphytes are plants that do not have
direct connections with the soil and utilize phorophytes
just to support. Among the wide variety of epiphytic ferns
of the Atlantic Forest, we can mention the species
Elaphoglossum luridum (Fée) H. Christ. (Dryopteridaceae)
and Vittaria lineata (L.) Smith (Pteridaceae). Considering
the small number of information about the anatomy and
physiology of epiphytic ferns, anatomical characterization
and studies of different aspects of physiology in both
species, were conduct through analysis of: relative water
content (RWC), photosynthetic pigments, chlorophyll
fluorescence, malate concentration of fronds. Three
groups were analyzed: control group, group subjected to
water stress and  another subjected to exogenous
application of abscisic acid (ABA), with the aim of
observing important characters for the survival of these
species in xeric environments. The botanical material was
collected in the Environmental Desterro Park - UFSC
(UCAD), Florianopdlis, SC. The plants were kept in the
greenhouse of the Botany Department - CCB - UFSC.
Both species have anatomical features related to xeric
conditions, such as coriaceous to chartaceous fronds that
present succulence, presence of thick cuticle, epidermal
cells with thick external periclinal walls and stomata
restricted to the abaxial surface. The physiological
analyzes showed a great ability to retain water in E.
luridum and V. lineata, because even under conditions of
water stress and exogenous abscisic acid (ABA)
application, the species showed no significant changes in
the RWC. In the analysis of the concentration of
photosynthetic pigments, plants subjected to stress
treatments showed significant decreases in levels of
chlorophyll a and b, however the concentrations of
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carotenoids were kept stable. The photosynthetic
parameters (a, Eopimum and ETR.,,), obtained by rapid
light curves (RLC's), showed significant decreases after
treatment of water stress and ABA application. In E.
luridum, we did not found evidence of crassulacean acid
metabolism (CAM). In V. lineata, the control group
showed no difference in malate content of the samples
collected between 06h00min and 18h00min, so there was
no evidence of CAM metabolism. However, plants
subjected to drought stress for seven days and the
application of exogenous ABA showed significant
increases in concentrations of AMalate, demonstrating a
nocturnal acidification and revealing an up regulation of
CAM metabolism. Thus, we found evidence of the
possibility of changing the mode of carbon fixation
pathway C3 to CAM in response to water stress and
exogenous application of ABA and may, therefore, the
species V. lineata present the facultative CAM
metabolism.

Keywords: Elaphoglossum luridum, Vittaria lineata,

anatomy, RWC, pigments, rapid light curves, malate, ABA,
CAM.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Dominio da Mata Atlantica ¢ um ecossistema
complexo de grande importancia, abrigando uma
quantidade significativa da diversidade bioldgica do Brasil
e do mundo (Mittermeier et al. 2004). Os altos niveis de
riqueza e endemismo, juntamente com a destrui¢do sofrida
no passado, incluiram a Floresta Atlantica no cenario
mundial como um dos 34 hot spots de biodiversidade
(Mittermeier et al. 2004). Estima-se que 95% da Floresta
Atlantica estdo localizados em territorio brasileiro e o
restante dividido entre argentinos e paraguaios (Tabarelli et
al. 2005).

Segundo Myers et al. (2000), a riqueza da Floresta
Atlantica foi estimada em 20 mil espécies de plantas
vasculares, sendo oito mil endémicas. Esses niameros sdo
utilizados como referéncia no estudo da diversidade
vegetal encontrada nessa floresta, possibilitando a
comparacdo da riqueza e endemismo em uma escala
planetaria Myers et al. (2000). Apesar do substantivo
aumento do conhecimento acerca da flora da Floresta
Atlantica, podemos considera-lo ainda insuficiente, visto
que, em menos de duas décadas, mais de 1.000 novas
espécies de  angiospermas  foram  descobertas,
representando 42% do total descrito para o Brasil neste
periodo (Sobral & Stehmann 2009).

Sdo reconhecidas para o Dominio Atlantico,
15.782 espécies distribuidas em 2.257 géneros e 348
familias (Stehmann et al. 2009), o que corresponde a cerca
de 5% da flora mundial, estimada atualmente em 300.000
espécies (Judd et al. 2009). Do total de géneros e espécies,
132 (6%) e 7.155 (45%) respectivamente, sdo endémicos.
As bridfitas estdo representadas por 1.230 espécies, as
pteridofitas por 840, as gimnospermas por 4 e as
angiospermas por 13.708. As plantas vasculares somam
14.552, das quais 6.933 sdo endémicas (Stehmann et al.
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2009). Esses numeros confirmam ser a Floresta Atlantica o
quinto /ot spot mais rico em endemismo, ficando atras dos
Andes (15.000 espécies), Sunda (15.000), Bacia do
Mediterrdneo (11.700), Madagascar e Ilhas do Oceano
indico (11.600) (Myers et al. 2000, Mittermeier et al.
2004).

A grande perda de habitats, juntamente com a
fragmentag@o deste Dominio, deixou poucos ecossistemas
extensos e intactos, o que pode gerar sérias consequéncias
na manuten¢do das espécies em longo prazo (Ribeiro et al.
2009). Desde os tempos da colonizacdo européia, as
interferéncias antropicas fizeram com que a vegetacdo
natural da Floresta Atlantica fosse reduzida para valores
preocupantes. Estima-se que a darea original cobria
aproximadamente 1.500.000 km?, estendendo-se por mais
de 3.000 km ao longo da costa leste do Brasil (Morellato &
Haddad 2000). Dados atuais indicam que restam
aproximadamente 10% da vegetacdo original (Ribeiro et
al. 2009). Segundo Liebsch et al. 2008, os fragmentos que
restam possuem tamanho reduzido e sdo biologicamente
pobres.

O grupo das pteridofitas possui ampla distribuicao
mundial, sendo que essas plantas desenvolveram
adaptacdes marcantes em meios extremos, sendo
encontradas nos mais distintos ambientes
(Rathinasabapathi,  2006).  Muitas  espécies  sdo
cosmopolitas, e vivem preferencialmente nas regides
tropicais do mundo, em locais imidos e sombreados das
matas (Rathinasabapathi, 2006). Segundo Tryon & Tryon
(1982), calcula-se que no mundo ocorram cerca de 9.000
espécies de pteridofitas, concentrando-se nas Américas
cerca de 3.250 desse montante. Ja Ross (1996) aceita um
numero total de espécies substancialmente maior, por volta
das 12.500 espécies. Prado (2003) verificou a existéncia
de aproximadamente 13.000 espécies de pteridofitas em
todo o mundo, das quais mais de 1.200 pertencem a
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Lycophyta (Judd et al. 2009) e cerca de 11.500 a
Monilophyta (Pryer et al. 2004).

As pteridofitas constituem um importante grupo
de organismos da flora brasileira, muito dependentes de
condig¢des climaticas presentes na Floresta Atlantica, como
umidade relativa do ar elevada e temperaturas amenas
(Prado 2003).

Windisch (1992) menciona que das espécies
neotropicais, cerca de 30% podem ser encontradas em
territério brasileiro. Nas regides Sul e Sudeste do Brasil
ocorrem centros de endemismo e especiagdo de
pteridofitas no Continente Sul-Americano, que sdo
habitados por aproximadamente 600 espécies (Tryon
1972). Sehnem (1977) citou a ocorréncia de 493 espécies
de pteridofitas para a Regido Sul do Brasil (Estado do
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul).

Ha aproximadamente 350 milhdes de anos
(Carbonifero), as pteridofitas dominavam o ambiente
terrestre (Collinson 1996). Atualmente, seus fosseis se
distribuem por todo mundo em uma grande diversidade de
habitats (Page 2002). Conhecidas como samambaias e
plantas afins, as pteridofitas sdo plantas vasculares sem
flores nem sementes, que se reproduzem por esporos, com
marcada alternancia de duas geracdes em seu ciclo de vida
e se destacam como um dos primeiros grupos a conquistar
o ambiente terrestre, devido & presenga de um sistema
vascular para a conducdo de agua e nutrientes (Tryon &
Tryon 1982).

Nas regides tropicais, as pteridofitas podem
ocupar os mais diversos ambientes, desde o nivel do mar
até quase o limite da vegetacdo altimontana (Page 1979;
Windisch 1992). Para ocupar essa diversidade de
ambientes, as pteridofitas apresentam diferentes formas
biologicas, incluindo quase todas as formas de crescimento
e de adaptacdes das angiospermas (Holttum 1938). As
florestas apresentam alta diversidade de pteridofitas,
especialmente, nas montanhas tropicais, que sdo ambientes
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frescos e Umidos, excelentes para a ocorréncia dessas
plantas (Tryon 1985). No sul do Brasil, a maior
diversidade de pteridofitas € encontrada em areas
florestais, sendo que a floresta ombrofila densa e a floresta
ombroéfila mista sdo as que apresentam maior riqueza
especifica (Sehnem 1979).

Constituem um grupo de plantas bastante
importante e com aspectos ecologicos bem diversificados
(Lehn et al. 2002). Elas apresentam uma gama de
adaptacdes, incluindo plantas terricolas, epifitas,
hemiepifitas, rupicolas, aquaticas, escandentes, variando
desde plantas minasculas com alguns milimetros de
comprimento até formas arborescentes atingindo 20
metros. (Lehn et al. 2002). Cada uma destas situagdes
especificas requer caracteristicas morfologicas, anatomicas
e fisiologicas adequadas (Windisch 1992).

Segundo Madison (1977), epifitas sdo plantas que
ndo possuem conexdes diretas com o solo, utilizam-se de
suporte, mas ndo nutrientes, dos forofitos em que se
apoiam. Uma definicdo mais ecoldgica diz que, o
epifitismo € uma interacdo comensal entre plantas na qual
uma espécie dependente beneficia-se somente do substrato
fornecido pela planta hospedeira (foréfito), obtendo
nutrientes diretamente da umidade atmosférica, sem emitir
estruturas haustoriais (Bennett 1986). Apesar de ndo serem
parasitas, ja foram chamadas de “piratas de nutrientes” e
“ervas daninhas”, pelo fato de que, em alguns casos,
prejudicarem os for6fitos em que vivem (competicdo por
luz e peso nos galhos).

Schimper (1888) foi um dos primeiros
pesquisadores a trabalhar com a flora vascular epifitica
neotropical, e sugeriu que as redugdes da umidade
ambiental juntamente com o aumento da estacdo seca
provocam a redugdo da riqueza da flora vascular epifitica.

As epifitas compdem aproximadamente 10% de
toda a flora vascular (Kress, 1986). Sdo encontradas quase
que exclusivamente em florestas tropicais, onde chegam a
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representar 25% das espécies. (Nieder et al. 2001). Uma
vez que as epifitas apresentam adaptagdes a vida acima do
solo, sua dependéncia no meio ambiente ¢ maior do que
seus correspondentes terrestres (Engwald et al. 2000). A
importincia ecoldgica do epifitismo nas comunidades
florestais consiste basicamente na manutencdo do
equilibrio e diversidade bioldgica (Benzing 1995).
Espécies epifitas proporcionam recursos alimentares e
microambientes especializados para a fauna do dossel,
através do armazenamento de consideraveis quantidades
de biomassa associada a retencdo de agua e detritos tendo,
portanto, grande desempenho na produtividade primdria e
ciclagem de nutrientes, além de funcionarem como
bioindicadores (Nadikarni 1985; Benzing 1995).

O dossel das arvores oferece as epifitas mais luz
em comparagio aos estratos inferiores como o bosque e o
sub-bosque, porém uma série de limitag¢des fisiologicas sdo
relevantes: por exemplo, a relativa escassez de nutrientes
devido a menor quantidade de substrato no dossel quando
comparado com o chdo da floresta, a instabilidade do
substrato, e acima de tudo, o estresse hidrico causado por
secas recorrentes (Luttge ef al. 1986). Este fato explica a
preferéncia das epifitas pelos ambientes tropicais e
subtropicais do planeta.

Dentre a grande variedade de pteridofitas epifitas
da Mata Atlantica, encontramos a espécie Elaphoglossum
luridum (Fée) Christ., espécie da familia Dryopteridaceae,
pertencente ao género Elaphoglossum (Smith et al. 2006).
Espécie com habito epifito; folhas simples, inteiras,
dimorfas; lamina linear; soros acrosticoides. A lamina
estéril possui escamas em ambas as faces, principalmente
na abaxial; possui uma caracteristica cartacea a
subcoriacea. A margem da lamina estéril é plana, o apice é
obtuso a arredondado. Ocorre preferencialmente em
bosques Umidos, sobre grandes arvores e troncos caidos. O
género Elaphoglossum é conhecido como um dos maiores,
contendo aproximadamente 600 espécies, a maioria no
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Neotrdpico, sendo 85% das espécies, epifitas (Tryon e
Tryon 1982). O nome do género deriva do Grego elaphos
(veado) + glossa (lingua). As frondes se assemelham a
uma lingua de veado

Figura 1- Elahoglossum luridum (Fée) H. Christ. a)
Habitat natural; b) Cultivo.

Outra pteridofita epifita nativa da Mata Atlantica é
a espécie Vittaria lineata (L.) Smith, espécie da familia
Pteridaceae, pertencente ao género Vittaria (Smith et al.
2006). Espécie exclusivamente com habito epifito;
peciolos ausentes; folhas laminares (10 — 50 cm), simples,
péndulas; soros lineares, em uma fileira entre a raquis e a
margem; esporos monoletes. Conhecida popularmente
como “Samambaia Corddo de Sapato”, esta espécie cresce
preferencialmente em bosques imidos como epifitas, sobre
troncos ou no dossel (Tryon & Tryon 1982). Devido a sua
beleza e rusticidade, possui interesse ornamental, sendo
bastante utilizada em jardins particulares.
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A determinagdo do conteido relativo de agua
(CRA) ¢ comumente utilizada para avaliar as condi¢des
hidricas de um vegetal. A quantidade de dgua da folha ¢
um indicador do balango hidrico da planta, uma vez que
indica a quantidade relativa de agua presente em seus
tecidos e por consequéncia, podem determinar a massa
seca (Slatyer & Taylor 1960). Medi¢des do teor de agua
baseadas em massa fresca e seca de um tecido tém sido
substituidas, principalmente, por equacdes que incluem
medidas com base na quantidade maxima de dgua que um
tecido ¢ capaz de reter, denominada massa tirgida (Barrs
1968). Essas medidas sdo referidas como conteudo relativo
de agua e podem ser expressas por CRA (%) = [(MF - MS)
/" MT - MS)|*100, onde MF, MS e MT sio,
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respectivamente, massa fresca, seca e turgida do tecido
(Barrs 1968). Apesar de simples, esta técnica precisa ser
ajustada para cada espécie, pois a taxa de absor¢do de agua
pelas folhas ¢ diferente entre elas (Yamasaki & Dillenburg
1999). Estes ajustes relacionam-se principalmente a
duragdo e as condigdes ambientais do periodo de
embebi¢do, necessario para a obtencdo da massa turgida
(Yamasaki & Dillenburg 1999).

As clorofilas e os carotenoides sdo pigmentos
presentes nos vegetais, cuja abundancia varia de acordo
com a espécie (Seiferman-Harms 1987). Estes pigmentos
sdo capazes de absorver a radiacdo visivel, processo
essencial para a sobrevivéncia vegetal e por este motivo
denominado metabolismo primario (Seiferman-Harms
1987).

As clorofilas sdo pigmentos fundamentais para a
sobrevivéncia vegetal, responsaveis pela cor verde
caracteristica da maioria das plantas terrestres e também
pela captagdo de radiagdo solar, que durante o processo de
fotossintese, é convertida em energia quimica redutora na
forma de ATP e NADPH. A sua deficiéncia pode ser
facilmente detectada através da palidez foliar, gerando uma
consideravel redug¢do nas taxas fotossintéticas e,
consequentemente, no metabolismo primario (Marenco
2005).

O tecido fotossintético mais ativo das plantas
superiores ¢ o mesofilo (Taiz & Zeiger 2010). As células
presentes no mesofilo possuem grandes quantidades de
cloroplastos, os quais contém os pigmentos especializados
na absorcdo da luz, as clorofilas e os carotenoides (Taiz &
Zeiger 2010).

A clorofila a esta presente em todos os organismos
que realizam fotossintese oxigénica, participando do
primeiro estagio do processo de fotossintese, que envolve a
conversdo da energia luminosa em energia quimica,
enquanto os demais pigmentos fotossintetizantes
participam da absorc¢ao de luz e da transferéncia de energia
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radiante para os centros de reac¢do, sendo chamados de
pigmentos acessorios, como as clorofilas b, ¢, d e os
carotenoides (Streit et al. 2005). A energia absorvida pelos
diferentes pigmentos pode ser transferida para a clorofila a
durante o processo de fotossintese e ainda, os carotenoides
tém a funcdo de proteger as moléculas de clorofilas contra
a foto-oxidagao sob irradiancia intensa (Duarte 2003).

As clorofilas do tipo a e b sdo abundantes nas
plantas verdes, enquanto as do tipo ¢ ¢ d sdo comumente
encontradas em alguns protistas e cianobactérias (Taiz &
Zeiger 2010). A maioria das plantas contém
aproximadamente de duas a trés vezes mais clorofila a do
que clorofila b, presentes nas folhas de plantas vasculares e
nas algas verdes (Taiz & Zeiger 2010). Todas as clorofilas
possuem uma complexa estrutura em anel, sendo
quimicamente comparadas com os grupos tipo porfirina
encontradas na hemoglobina e nos citocromos, também
possuem uma longa cauda de hidrocarbonetos quase
sempre ligada a estrutura do anel, responsavel pela ligacao
da clorofila a por¢ao hidrofébica do seu ambiente (Taiz &
Zeiger 2010).

Ja os diferentes tipos de carotenoides sdo
encontrados em todos os organismos fotossintéticos ¢ em
sua maioria sdo moléculas lineares, com cadeias
conjugadas, cujos picos de absor¢do se encontram na
regiado dos 400 a 500 nanOmetros, originando uma
coloragdo alaranjada caracteristica (Taiz & Zeiger 2010).
Estes pigmentos constituem integralmente as membranas
dos tilacdides e encontram-se associados aos pigmentos
proteicos das antenas e aos centros de reagdo (Taiz &
Zeiger 2010). A radiacdo luminosa absorvida pelos
carotenoides ¢ transferida para as moléculas de clorofila
portanto, sdo chamadas de pigmentos acessorios. Além da
fungd0 como pigmento acessorio, os carotenoides
desempenham um papel essencial na fotoprotegdo,
liberando o excesso de energia antes que possa danificar o
organismo (Taiz & Zeiger 2010).
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A faixa espectral absorvida para desencadear o
processo fotossintético ¢ dependente do pigmento em
questdo. A clorofila possui dois picos de absor¢do maxima
nas faixas do azul e vermelho (400 a 700 nm), o mesmo
espectro de agdo para a fotossintese (Hall & Rao 1980). Os
pigmentos acessorios, como os carotenoides, possuem o
pico de absorcdo na faixa do azul e do ultravioleta
(Wellburn 1994). A combinagao das clorofilas (a e b) e dos
carotenoides capacita as plantas a captarem a maior parte
de energia luminosa, sendo esta absor¢do, um dos fatores
que podem limitar a eficiéncia fotossintética das plantas, o
crescimento e a adaptabilidade aos diferentes habitats e
ambiente (Engel & Poggiani 1991).

A analise da fluorescéncia da clorofila vem se
demonstrando uma metodologia muito relevante para
fisiologistas e ecofisiologistas de plantas. A fluorescéncia
emitida pela clorofila a pode ser utilizada como uma
ferramenta muito eficiente para medi¢des de diversos
parametros fotossintéticos, principalmente para realizagdo
de diversas analises em condi¢Ges de estresse natural ou
gerado pelo homem (Genty et al. 1989). As metodologias
atuais para a realizacdo das medi¢des da emissdo de
fluorescéncia da clorofila @, podem nos fornecer
informacdes rapidas a respeito da transferéncia de elétrons,
conversdo e dissipacdo da energia luminosa em nivel do
Fotossistema II, sempre mantendo a integridade do
material vegetal utilizado nas analises (Bilger et al. 1995).

Os pigmentos fotossintéticos apresentam um papel
chave nos processos de fotossintese (Taiz & Zeiger 2010).
Quando as moléculas de clorofila absorvem energia
luminosa, elas alteram transitoriamente as suas
configuragdes eletronicas ao nivel atomico. Estes
pigmentos fotossintéticos se alteram do estado basal (Chl
a) para o estado excitado, o singleto 1 (Chl a*) (Taiz &
Zeiger 2010). Este estado excitado possui vida muito curta
(=10 s) e é muito instavel (Taiz & Zeiger 2010). Assim,
apds receberem a energia dos fotons, estes pigmentos
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dissipam a energia proveniente da luz através de trés vias
de dissipagdo (desexcitagdo) do estado singleto 1 (Chl a*)
(Taiz & Zeiger 2010).

Em uma folha, a energia da luz absorvida pelas
moléculas de clorofila pode seguir trés diferentes destinos:
pode ser usada para conduzir a fotossintese (energia
fotoquimica), o excesso de energia pode ser dissipado na
forma de calore também a energia pode ser reemitida
como fluorescéncia (Maxwell & Johnson 2000). Estes trés
processos ocorrem em competicdo, de tal forma que
qualquer aumento na eficiéncia de um destes pardmetros
resultara em uma diminuicdo no rendimento dos outros
dois (Maxwell & Johnson 2000). Assim, medindo-se a
emissdo de fluorescéncia da clorofila, informacdes sobre
as alteragdes na eficiéncia fotoquimica e na dissipacao de
calor podem ser obtidas.

Embora a quantidade total de fluorescéncia da
clorofila ¢ muito pequena (1 ou 2% do total da luz
absorvida), as medigdes podem ser realizadas com
facilidade (Maxwell & Johnson 2000). O espectro da
fluorescéncia ¢ diferente do espectro da luz absorvida, pois
o pico de emissdo de fluorescéncia possui um
comprimento de onda maior do que o da luz absorvida
(Maxwell & Johnson 2000). Portanto, o rendimento de
fluorescéncia pode ser quantificado, expondo-se uma folha
a luz de comprimentos de onda definidos e medindo-se a
quantidade de fluorescéncia emitida.

Os fluorimetros de amplitude modulada,
comumente chamados de PAM, fornecem um modo para
realizar medi¢des rapidas e precisas de diversos
parametros fotossintéticos associados a fluorescéncia da
clorofila a (Genty et al. 1989; Krause & Weis 1991; Bilger
et al. 1995; Gloag et al. 2007).

Segundo Ritchie (2008), a utilizagdo de curvas
rapidas de luz (RLC), fotossintese (P) versus irradidncia
(E) ¢ mais simples para analise de fotossintese quando
comparada as andlises utilizando-se eletrodo de oxigénio,
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fixagdo do '"C ou o analisador de gés infravermelho
(IRGA).

De acordo com White & Critchley (1999), anélises
que utilizam curvas rapidas de luz sdo muito uteis na
investigacdo do aparato fotossintético das plantas. A
analise pelas curvas rapidas de luz é a uUnica técnica
disponivel atualmente que pode investigar a aclimatacio
do aparato fotossintético ao escuro e sua resposta as
exposicdes crescentes de luz (White & Critchley 1999).
Esta metodologia analisa variagdes na fluorescéncia em
resposta aos pulsos com intensidades crescentes de luz,
possibilitando estimar a Taxa de Transporte de Elétrons
(ETR) entre outros parametros fotossintéticos. (Van
Kooten & Snel 1990; Krause & Weis 1991; Gloag et al.
2007).

A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a do
Fotossistema II (PSII) tem sido um método de facil
execu¢do e muito eficaz na determinagdo dos mecanismos
da fotossintese e no estudo da influéncia de diferentes
condi¢des ambientais nas reagdes fotossintéticas (White &
Critchley 1999). Nos cloroplastos, apos ser absorvida pelo
complexo antena (LHCII), a energia luminosa excita as
clorofilas @ do centro de reacdo do PSII, alterando
temporariamente suas configuracdes eletronicas (Taiz e
Zeiger, 2010). Durante a excitacdo, estes pigmentos
passam do estado basal (Chl a), para um estado
denominado singleto 1 (Chl a*), que possui um nivel de
energia mais alto (Taiz e Zeiger, 2010). Este estado de alta
energia ¢ instavel e de vida curta, assim, apds a excitacdo,
esta molécula retorna ao seu orbital inicial, e a energia
proveniente da luz ¢ dissipada por meio de trés vias de
decaimento energético. Estas vias sdo denominadas:
dissipag¢do fotoquimica (qP), onde a energia luminosa ¢
utilizada nos processos fotoquimicos da fotossintese;
dissipag¢do ndo fotoquimica (qN) onde ocorre a producdo
de calor na forma de radiacdo infravermelha; e a
fluorescéncia (F) onde ocorre a emissdo de radiagdo na
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regido do visivel (Taiz e Zeiger, 2010). Portanto, a
fluorescéncia representa a radiagdo emitida durante o
decaimento energético dos pigmentos que foram excitados
pela absorc¢do da radiagdo visivel (RFA) ou radiacdo UV.
Segundo Krause & Weis (1991), em temperatura ambiente,
a fluorescéncia € uma luz emitida que exibe dois pontos de
emissdo, o principal na faixa de 682 nm e outro ponto
menos pronunciado na faixa de 740 nm.

Os trés métodos de dissipagao da energia luminosa
pelas moléculas de clorofila sdo concorrentes, assim,
alteragdes nos processos fotoquimicos da fotossintese (qP)
e/ou na dissipacdo de calor (qN) causardo alteracdes
complementares na emissdo da fluorescéncia (F) (Efeito
Kautsky) (Krause & Weis 1991). Sendo assim, diferengas
na emissdo da fluorescéncia podem evidenciar alteragdes
no processo de fotossintese.

O quenching de fluorescéncia pode ser medido
através da utilizagdo de um fluorimetro de pulso com
amplitude modulada — PAM, através da determinacdo da
fluorescéncia com base na cinética de relaxamento. A
utilizacdo desta técnica também permite a elaboragdo de
Curvas Répidas de Luz (RLC), na qual variagdes na
fluorescéncia emitida em resposta aos crescentes pulsos de
luz podem estimar a Taxa de Transporte de Elétrons (ETR)
do PSII (White & Critchley 1999). Segundo Beer et al.
(1998), a ETR medida por meio de um fluorimetro de
pulso com amplitude modulada ¢é intimamente relacionada
a atividade fotossintética mensurada em equipamentos que
determinam as trocas gasosas realizadas pelas plantas. A
obtengdo de RLC’s (Fotossintese versus Irradiancia) ¢
muito facil quando comparada ao tempo despendido e as
rotinas necessarias para a obtencdo de dados semelhantes
através de medigdes utilizando eletrodos de oxigénio,
fixagdo do "C ou os métodos com analisadores de gas
infravermelho (IRGA) (Ritchie 2008).

Muitas plantas que habitam regides aridas ou
locais com restrigdes hidricas recorrentes apresentam um
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mecanismo diferenciado para a concentragdo de CO, no
local de acdo da Rubisco (Taiz & Zeiger 2010).
Semelhante ao mecanismo C4, a via de fotossintese CAM
parece ter surgido durante os ultimos 35 milhdes de anos
para capturar o CO, atmosférico e sequestrar o CO,
respiratorio em ambientes aridos (Taiz & Zeiger 2010).
Esta importante variagio na fixagdo do carbono
fotossintético foi nomeada historicamente de metabolismo
acido das Crassulaceas (CAM), devido ao fato da primeira
observacdo ter sido realizada em Bryophyllum calycinum
(Lam.) Pers., uma espécie da familia Crassulaceae
(Cushman & Borland 2002).

Uma das mais importantes adaptagdes de algumas
samambaias epifitas ao déficit hidrico ¢ a via do
metabolismo 4cido das Crassulaceas (CAM), que permite a
assimilacdo do CO, mesmo em condigdes de estresse
hidrico e alta irradiancia (Benzing 1986; Kluge et al.1989).
As plantas CAM desenvolveram uma estratégia metabolica
em que a absor¢do noturna de CO, ocorre com 0 aumento
da umidade relativa do ar, quando os estdmatos estdo
abertos durante o periodo noturno. Desta forma, as plantas
CAM, apresentam um tipo muito especifico de
concentragdo do CO, atmosférico, permitindo o aumento
da eficiéncia no uso da agua (Taiz & Zeiger, 2010). O CO,
atmosférico entra no mesofilo foliar através dos estdomatos,
abertos predominantemente a noite, ¢ ¢ fixado na reagdo
catalisada pela fosfoenolpiruvatocarboxilase (PEPC), no
citosol, onde ela representa um ponto chave no controle da
fixagdo do CO,; e se combina com fosfoenolpiruvato (PEP)
para formar oxaloacetato (OAA) (Liittge 1993 e Nimmo
2000). O acido fosfoenol-piravico (PEP) utilizado como
substrato para esta reagdo é derivado do metabolismo
noturno de agtcares (Taiz & Zeiger 2010). O OAA
resultante da atividade da PEPC ¢ reduzido ao 4cido
malico, que ¢ acumulado no vactiolo durante a noite (Taiz
& Zeiger 2010). O acido malico sintetizado durante a noite
¢ removido do citosol e transportado para os vacuolos
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(Taiz & Zeiger 2010). Durante a transi¢do noite-dia, os
estomatos fecham-se gradualmente e ocorre um efluxo de
malato dos vactiolos, que é descarboxilado pela NAD(P) —
enzima malica [NAD(P)-ME] ou através de formagdo de
OAA, através da malato desidrogenase e sua
descarboxilagdo por PEP carboxiquinase (PEPCK)
originando piruvato ou PEP e CO, (Liittge 1993; Black &
Osmond 2003). Em consequéncia destes processos,
ocorrem mudangas diurnas (noite/dia) no contetdo de
acido malico (Amalato) (Taiz & Zeiger 2010).

Devido a natureza temporal destes
mecanismos, muitas plantas CAM crescem em regides
aridas do mundo (Winter & Smith 1996). Além disso, mais
espécies CAM, principalmente com habito epifitico, tém
sido encontradas em areas tropicais e subtropicais com
chuvas recorrentes (Winter & Smith 1996). Isso ndo ¢
surpreendente, dado que o estresse hidrico ¢é
frequentemente suportado por plantas epifitas durante os
periodos de estiagem (Benzing 1990).

O metabolismo CAM se caracteriza pelos
diferentes eventos bioquimicos em pontos especificos do
ritmo circadiano (Dodd et al. 2002). As plantas que
realizam a fixagcdo do carbono através do metabolismo
CAM, demonstram um padrdo diurno de expressdo e
regulacdo de algumas enzimas envolvidas na fixagdo,
como por exemplo, PEPC, PEPCK, Rubisco, além de
exibirem oscilagoes nos niveis de malato, armazenado nos
vactolos (Niewiadomska ef al. 1999). As oscilagdes
durante o fotoperiodo podem ser consideradas como um
indicador do funcionamento do metabolismo CAM (Lliittge
1993).

Este metabolismo tem sido descrito para espécies
terrestres, rupicolas, epifitas e aquaticas, em 328 géneros
de 33 familias que incluem 28 familias de angiospermas
(Magnoliophyta), uma familia na Gnetopsida, duas
familias na Filicopsida, e uma familia no Lycopodiopsida
(Smith & Winter 1996). Nao esta claro porque a incidéncia
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do metabolismo CAM em samambaiais tropicais epifitas ¢
baixa em relagdo a outras espécies similares de plantas
vasculares que habitam os mesmos locais (Benzing 1990).
Holtum & Winter (1999) enfatizaram que a ocorréncia do
metabolismo CAM em samambaias epifitas é mais comum
do que se imagina, porém este metabolismo tem sido
pouco estudado nessas plantas.

Atualmente, diferentes metodologias estdo sendo
utilizadas para a determinacdo do tipo de metabolismo
fotossintético de uma planta. Ensaios bioquimicos e
anatdbmicos podem ser realizados, como andlise de
suculéncia foliar, testes hormonais, isdtopo do 13C, acidez
titulavel, assimilagdo do carbono, testes enzimaticos entre
outros (Neales & Hew 1975; Tamaki & Mercier 1997;
Silveira et al. 2005). As plantas CAM acumulam acidos
organicos (H") (principalmente o malato) durante o
periodo noturno para posteriormente utiliza-los durante o
dia, portanto, quanto maior a diferenga entre os dois
periodos, maior sera a tendéncia da planta ao metabolismo
CAM (Taiz & Zeiger 2010).

O mecanismo enzimatico para a deteccdo de
malato ¢ simples, rdpido, confidvel e vem sendo muito
utilizado em trabalhos cientificos buscando a determinagdo
do metabolismo fotossintético de plantas (Pierce et al.
2002; Rut et al. 2008).

O estresse hidrico ¢ considerado um dos mais
prejudiciais e recorrentes estresses abidticos que afetam as
plantas (Benzing 1990). Este fato é compreensivel devido
a inconstancia dos eventos de precipitagdo. Para sobreviver
a tais condigdes, algumas plantas desenvolveram
mecanismos que lhes permitem perceber rapidamente a
presenca de condigdes adversas e instantaneamente
provocar alteragdes fisiolégicas em resposta ao estresse
(Benzing 1990). Exemplos deste mecanismo ¢ a
capacidade das plantas em regular a perda de dgua através
do fechamento parcial/total dos estdmatos e também a
reducdo no desenvolvimento foliar, eventos estes que
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precedem perdas substanciais de turgescéncia foliar e
danos irreversiveis nas membranas internas (Cowan 1982).
O hormoénio vegetal acido abscisico (ABA) desempenha
um papel fundamental na regulacdo destas respostas (Taiz
& Zeiger 2010). O ABA ¢ definido como um hormonio de
estresse devido a sua rapida acumulagdo em resposta aos
diferentes tipos de estresse, € consequentemente sua
mediagdo ajuda na sobrevivéncia das plantas sob tais
condigdes (Taiz & Zeiger 2010).

O ABA ¢ um composto terpendide de quinze
carbonos, produzido pela clivagem de um carotenoide de
quarenta carbonos e ¢ sintetizado nas células que contém
plastidios e transportado através do xilema e floema (Taiz
& Zeiger 2010).

A aplicacdo de acido abscisico (ABA) exogeno ¢é
bastante utilizada em estudos de fisiologia do estresse sob
diferentes aspectos: indugdo do metabolismo CAM em
plantas CAM facultativas, substituindo o estresse hidrico e
salino (Chu et al. 1990); na analise dos efeitos do ABA
sobre a estabilidade das membranas, conteudo de
pigmentos fotossintéticos e no contetido relativo de dgua
(Gadallah 1995), entre outros.

Devido a escassez de estudos e a importancia
ecoldgica das samambaias epifitas da Mata Atlantica, este
trabalho pretende contribuir com conhecimento na area
anatomica e fisiologica destas plantas. Diversas espécies
encontradas em ambientes tropicais apresentam estratégias
de sobrevivéncia extremamente relevantes e que nunca
foram estudadas. A fim de melhor caracterizar os
mecanismos de tolerdncia ao estresse em samambaias
epifitas, foram realizados estudos de aspectos anatomicos,
bioquimicos e fisiologicos associados a algumas situagdes
de estresses em espordfitos de Elaphoglossum luridum e
Vittaria lineata.

34



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar aspectos morfofisiologicos de duas espécies de
samambaias epifitas da Mata Atlantica - Elaphoglossum
luridum (Fée) Christ e Vittaria lineata (L.) Smith

2.2 Objetivos especificos

Em amostras de Elaphoglossum luridum e Vittaria lineata:

e Analisar a estrutura e ultraestrutura de esporos;

e Analisar a estrutura e a ultraestrutura de frondes;

e Determinar o conteudo relativo de agua (CRA) de
frondes;

e Determinar conteudo de pigmentos fotossintéticos
(Clorofila a, b e carotenoides) de frondes;

e Avaliar a Taxa de Transporte de Elétrons (ETR) de
esporofitos, através de curvas rapidas de luz
(RLC);

e Verificar a presenca de acidificagdo noturna
através de analises dos teores de malato nas
frondes as 06h00min ¢ 18h00min.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de coleta

Individuos de FElaphoglossum Iluridum (Fée) H.
Christ. e Vittaria lineata (L.) Smith utilizadas no presente
estudo foram coletadas do habitat natural na Unidade de
Conservagdo Ambiental Desterro (UCAD). A unidade ¢
administrada pela Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), situada no noroeste da Ilha de Florianopolis,
Santa Catarina (sede - 27° 31'50"S 0,8; 48° 30'44 0,3"W,
area — 495 hectares, cerca de 1% da area da ilha). Nos
locais de coleta foram feitas medi¢des instantaneas de
irradidncia com auxilio de um sensor LI-190 (LI-COR
Instruments, EUA), conectado ao LI-250 Light meter (LI-
COR Instruments, EUA).

3.2 Espécies estudadas

Foram coletados individuos adultos (= férteis) das
espécies Elaphoglossum luridum (Fée) H. Christ e Vittaria
lineata (L.) Sm. A espécie Elaphoglossum Iluridum
pertencente a familia Dryopteridaceae, ordem Polypodiales
e classe Polypodiopsida. Vittaria lineata pertence a familia
Pteridaceae, ordem Polypodiales e classe Polypodiopsida
(Smith et al. 2006). Os individuos das duas espécies foram
transportados para casa de vegetacdo do Departamento de
Botanica da Universidade federal de Santa Catarina, onde
foram cultivados. Amostras do material vegetal foram
herborizadas e depositadas no Herbario FLOR (UFSC,
Florianépolis, SC) sob os nimeros: 18264 (Elaphoglossum
luridum) e 19712 (Vittaria lineata).

Ambas espécies foram aclimatadas por um
periodo minimo de seis meses na casa de vegetagdo do
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Departamento de Botinica da UFSC, entre maio a
novembro de 2011. As plantas foram amarradas em
troncos e colocadas em suportes pendurados nas paredes.
Durante o periodo de realizag¢do do trabalho a temperatura
da casa de vegetagcdo durante o dia variou de 20 a 30 °C e
durante o periodo noturno se manteve em torno de 15 °C.
A umidade relativa do ar foi monitorada e variou entre 50 e
80%. A densidade de fluxo de fotons dentro da estufa
alternou entre 43 a 85 pmol m? s RFA. A irradidncia
(PAR) foi medida na regido mediana das plantas, entre
apice e raiz, com um sensor LI-190 (LI-COR Instruments,
EUA), conectado ao LI-250 Light meter (LI-COR
Instruments, EUA), colocado junto as plantas. As plantas
foram diariamente irrigadas com agua destilada, mantendo
sempre uma alta umidade. Uma vez por semana, foram
irrigadas com uma solugdo de Hoagland’s (20%) (v/v)
(Hoagland e Amon, 1938). Para a realizagdo dos
experimentos fisiologicos, apos o periodo de aclimatacao,
por no minimo seis meses (Ong et al. 1986), as plantas
foram divididas em trés grupos experimentais, cada um
submetido a uma condigdo diferente de cultivo: 1) plantas
controle irrigadas diariamente por duas semanas, 2) plantas
submetidas ao estresse hidrico por um periodo de uma
semana (sem irrigacdo) e 3) plantas irrigadas 5 vezes por
semana com solugio de Acido Abscisico 10uM (ABA) por
um periodo de quinze dias.

3.3 Acondicionamento dos esporos

Apbs as coletas, frondes férteis de Elaphoglossum
luridum e Vittaria lineata foram colocadas em bandeja
plastica sobre papel de filtro a temperatura ambiente para
induzir deiscéncia e liberacdo dos esporos. Em seguida,
foram separados dos esporangios através de filtragem em
papel de entretela e armazenados em frascos de vidro a 7°
+ 1 C (Randi, 1987).
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3.4 Analise estrutural de esporos e frondes

Esporos de Elaphoglossum luridum e Vittaria
lineata armazenados sob refrigeracdo a 7 + 1°C foram
depositados entre ldmina e laminula, com agua, e
analisados por meio de microscopia Optica (Leica

DM2500).
Para analise estrutural das frondes in vivo, foram
realizadas diafanizagoes, secgoes transversais,

longitudinais e paradérmicas, a mao livre, com lamina
utilizando isopor como material de apoio. Estas sec¢des
foram colocadas sobre a l1dmina, com agua e cobertas com
laminula. Também foram realizados testes histoquimicos,
utilizando-se solucdo de lugol para identificacdo amido
(Jensen 1962), cloreto férrico para testar os compostos
fenolicos (Johansen 1940), Sudan IV para substancias
lipofilicas (Gerlach 1984) e floroglucinol acidificado para
a lignina (Costa 1982). A contagem estomatica foi
realizada em triplicata através da dissociacao da epiderme,
delimitando-se dez campos aleatorios na regido mediana
da face abaxial, desprezando possiveis danos e nervuras
das frondes. Posteriormente, para cada um destes campos
foi realizado o teste de médias por meio do programa
Microsoft Excel. A contagem estomatica foi obtida em
objetiva de 20x, com o auxilio de um microscopio optico
Leica DM2500, com registros de imagens capturadas com
camera fotografica digital (Leica DFC295).

A andlise estrutural das frondes também foi
realizada em amostras fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,2, lavadas na mesma
solugdo tampdo, e¢ desidratadas em série etilica, sendo
conservadas em etanol 70 GL (Ruzin, 1999). Algumas
amostras foram infiltradas em uma mistura de
polietilenoglicol (PEG) 1500 e alcool 70% (1:1) durante
24 horas, em estufa 60 C. Entdo, foram novamente
incubadas em estufa por 24 horas em PEG 1500 puro.
Apos este periodo as amostras foram emblocadas em PEG
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1500. As amostras emblocadas em PEG foram seccionadas
em micrétomo de rotagdo Leica RM 2125 RT, coradas com
Safrablue (Bukatsh 1972) e Azul de toluidina (O' Brien et
al. 1964). As laminas preparadas com esporos e amostras
de frondes foram analisadas em microscopio optico Leica
DM2500, com registros de imagens capturadas com
camera fotografica digital (Leica DFC295) acoplada.

Para analise estrutural das frondes in vivo através
de microscopia optica de fluorescéncia, foi utilizado o
microscopio Olympus BX41 com epifluorescéncia, com
filtros para visualizagdo da cor azul U-MWU2 (excitacao:
330 — 385 nm; emissdo: 420 nm), da cor vermelha U-
MWG?2 (excitagdo: 510 — 550 nm; emissdo: 590 nm), da
cor verde U-MWB2 (excitagdo: 460 — 490 nm; emissao:
520 nm) e filtro triplo. O microscdpio possui um sistema
de iluminagdo de vapor de mercurio (HBO 100) e uma
camera fotografica digital QColor 3C (Q-imaging).

3.5 Anailise ultraestrutural de esporos e frondes

Esporos armazenados sob refrigeragio a 7 + 1 C
foram colados em suporte de aluminio com fita de carbono
dupla face. Amostras das frondes, previamente fixadas,
como referido no item anterior, foram submetidas a
desidratacdo total, em série etilica, ¢ mantidas em éter
etilico, por 48 horas, a — 20° C. Apos este periodo, os
recipientes com as amostras foram abertos e mantidos em
capela de exaustdo para favorecer a evaporacdo total do
éter. Entdo, as amostras foram coladas em suportes de
aluminio, com auxilio de fita de carbono dupla face.

As preparagdes contendo esporos ¢ aquelas com
amostras de frondes foram metalizadas com 30 nm de ouro
em metalizador Baltec - CED 030. As andlises e
documentagdoes das amostras foram efetivadas em
Microscopio Eletronico de Varredura (JEOL JSM -
6390LV).
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3.6 Determinacio do Contetido Relativo de Agua
(CRA)

Individuos adultos (=fértil) de Elaphoglossum
luridum e Vittaria lineata submetidos aos trés diferentes
tratamentos: 1) Controle, 2) Estresse hidrico e 3) aplicagdo
de ABA 10uM (Freschi et al 2010a), tiveram seus
Conteudos Relativos de Agua determinados segundo Barrs
(1968). Apo6s cada tratamento, discos foliares, perfazendo
1g de massa fresca para cada replicata foram retirados.
Entdo, foram colocados em frascos tipo Becker contendo
agua destilada durante 180 minutos (20 pmol m™s™ RFA,
25 4+ 2 °C) para a obten¢do da massa targida (MT). Em
seguida, os segmentos foliares foram secos em estufa (60
°C) durante 24 horas, e entdo pesados para a obtencdo da
massa seca (MS). Os CRA das espécies foram calculados
em folhas adultas, completamente expandidas e expressos
por CRA = [(MF — MS/(MT - MS)] * 100. Os ensaios
foram realizados em triplicatas.

3.7 Curvas rapidas de luz (RLC’s) através da
fluorescéncia da clorofila a dos esporofitos.

A emissdo de fluorescéncia da clorofila a dos
esporofitos de Elaphoglossum luridum e Vittaria lineata
foi avaliada com auxilio de um fluorimetro de pulso com
amplitude modulada (Diving PAM, Underwater
Fluorometer; Walz, Effeltrich, Germany), equipado com
uma fibra optica de 5,5 mm de diametro ¢ um diodo azul
(470 nm) como fonte de luz.

Para os trés tratamentos: 1) controle, 2) estresse
hidrico e 3) aplicagdo de ABA 10 uM, espordfitos adultos
foram previamente aclimatados por 25 minutos ao escuro.
Os experimentos foram realizados em triplicatas (n = 3),
sendo que dez curvas rapidas de luz foram feitas em
amostras independentes de cada uma das espécies
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estudadas, totalizando trinta curvas de fotossintese por
tratamento. O Diving PAM utiliza um grampo magnético
para dar suporte as folhas posicionado cerca de um 1,0 mm
a partir da extremidade do feixe de luz. Usando a opgao
“Rapid Light Curve” (RLC), as curvas de luz foram
obtidas com a aplicagdo de uma série de oito pulsos de luz
saturante (LS), cada um deles seguidos de uma exposi¢do
de luz actinica (LA) crescente (2 — 2250 pmol m’s” RFA).
Os parametros do PAM (ETR) foram calculados utilizando
o software WINCONTROL (V.3.18) (WALZ, Germany)
usando as configuragcdes padrdo para curva rapida de luz
(RLC) (Walz, Effeltrich, Germany) (Genty et al. 1989). A
taxa de transporte de elétrons (ETR) é uma estimativa da
fotossintese bruta e ¢ definida como: ETR = ®PSII . RFA .
(0,5) . (0,84), onde, OPSII ¢ o rendimento quantico efetivo
do Fotossistema II, RFA é a radiacdo fotossinteticamente
ativa (umol m™ s RFA) utilizada, 0,5 ¢ o coeficiente de
atribuicdo entre o PSI/PSII, considerando que 50% dos
fotons sdo absorvidos pelo PSII e a constante de
absortancia foliar (0,84) ¢ um fator de absortincia para
plantas determinada por Bjorkman & Demmig (1987) e
Runcie e Durako (2004), pois nem toda a radiagdo que
chega até as folhas ¢ absorvida pelas moléculas de
clorofila, ja que alguns fétons podem ser transmitidos e
outros refletidos. O fator absortancia padrdo (0,84) e o
valor padrao (0,50) para a absor¢do estimada de luz pelo
PSI e PSII foram utilizados para calcular a taxa de
transporte de elétrons (ETR) (Schreiber et al. 1995).

Os valores de ETR foram representados como
curvas rapidas de luz (RLC) (P) versus (E), onde (P) ¢é a
fotossintese medida como ETR e (E) é a respectiva
irradiancia utilizada durante os pulsos. Ambos o0s
parametros foram plotados em uma equagdo do tipo
Waiting-in-Line (Y = x . €™ ) através de uma macro de
Excel (Microsoft Office Excel — 2010) (Ritchie, 2008). O
modelo empirico para P (ETR) versus E (irradiancia) foi
inicialmente utilizado por Gloag et al. (2007), utilizando
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uma forma adequada para a modelagem da fotossintese (P
=A.k,.E.e ™F) A partir desta equagdo, foi possivel
obter a Taxa Maxima de Transporte de Elétrons (ETR ).
A ETR,.x ocorre em um valor de irradidncia de 1/k,,
chamado de irradiancia 6tima (Eopimum). Outro pardmetro
obtido através da equacdo da fotossintese é o Alfa (a), que
corresponde a tangente do angulo formado no inicio da
curva rapida de luz (o = ETR i« . € . k), ¢ dada como a
eficiéncia no transporte de elétrons (Maxwell e Johnson,
2000). Os valores ajustados para constantes (A) e (k,)
foram determinados utilizando a equag@o descrita por
Gloag et al. (2007).

3.8 Extracio e quantificacio dos pigmentos
fotossintéticos

Logo apods a determinacdo do transporte de
elétrons da fotossintese, foram feitas as extracOes e
quantificacdes dos pigmentos fotossintetizantes segundo
Lichtenthaler (1987). Para Elaphoglossum luridum foram
necessarias amostras de 0,2 g de material vegetal fresco (n
= 3) enquanto que para Vittaria lineata, amostras de 0,1 g
de material vegetal fresco (n = 3) foram suficientes para
realiza¢do das leituras no espectrofotdometro (Biospectro,
SP-220). Frondes completamente expandidas utilizadas
para extracdo dos pigmentos foram retiradas das plantas
dos diferentes tratamentos e imediatamente processadas.
Os discos foliares foram retirados com o auxilio de um
furador de metal, desprezando-se as nervuras e eventuais
danos presentes nas folhas. Logo apds a retirada dos
discos, os mesmos foram pesados e armazenados em
nitrogénio liquido para a posterior extracdo e quantificacdo
dos pigmentos fotossintéticos. Para a extragdo, as amostras
foliares foram retiradas do nitrogénio liquido e
imediatamente homogeneizadas em 10 ml de acetona
aquosa (80% v/v), utilizando um graal com pistilo durante
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5 minutos. O homogeneizado foi centrifugado por 10
minutos a 3.500 g, e o volume das amostras foi ajustado
para 10 ml. Foram realizadas, em seguida, as leituras de
absorbancia das amostras em espectrofotdmetro, a 663 nm,
646 nm e 470 nm. As leituras espectrofotométricas dos
extratos foram feitas em triplicatas e os resultados foram
expressos em pug g MS. A partir destas leituras, foram
calculados os teores de clorofila a, clorofila b e
carotenoides, segundo equacdes especificas para cada
pigmento:

Clorofila a = (12,21 . 4663) — (2, 81 . A646)
Clorofila b = (20,13 . 4646) — (5, 03 . A663)
Carotenoides = (1000 . 4470 — 3,27 . Ca— 104 . Cb)/198.

3.9 Analise da concentracdo de malato foliar

A via de assimilagdo de carbono fotossintético foi
avaliada através da determinacdo da diferenca noite/dia na
concentracdo de malato [pM] das frondes (AMalato =
[Malato],eie — [Malato]g;,), através de andlises enzimaticas,
segundo Mollering (1985). Em ambas as espécies,
Elaphoglossum luridum e Vittaria lineata, foram retiradas
trés amostras foliares de material fresco (1,0 g), no inicio
(06h00min) e no final do periodo de luz (18h00min),
provenientes dos tratamentos: 1) controle, 2) estresse
hidrico e 3) aplicacdo de ABA (10 uM). As mesmas foram
imediatamente imersas em nitrogénio liquido (-192 °C),
com intuito de conservar e paralisar todas as reagdes
enzimaticas até o momento das analises. Para a extragao,
as amostras foram homogeneizadas em 10 mL de agua
destilada a 98° C. O extrato bruto foi mantido em banho-
maria a 98° C durante 10 minutos, sendo posteriormente
centrifugado a 3.500 g por 10 minutos, o precipitado foi
descartado os extratos mantidos em temperatura ambiente.
Apbés o resfriamento das amostras, aliquotas de 100 pL
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foram utilizadas para a quantificacdo do malato através do
kit enzimatico K-LMALL (Megazyme International
Ireland Limited — Ireland).

Para a deteccdo do acido malico foliar sdo
necessarias duas reagdes enzimadticas. A primeira reagdo ¢
catalisada pela L-malato-desidrogenase (L-MDH), onde o
acido malico ¢ oxidado a oxaloacetato pela nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD"). No entanto, uma vez que o
equilibrio da reag@o encontra-se favoravel ao acido malico
e a0 NAD", uma reacdo adicional é necessaria para manter
o produto NADH, e isto ¢ conseguido através da conversao
do oxaloacetato em L-aspartato e 2 a-cetoglutarato, na
presenca de um grande excesso de L-glutamato, pela
glutamato oxaloacetato transaminase (GOT). A quantidade
de NADH formado na reacdo descrita acima corresponde
estequiometricamente a quantidade de acido malico. Com
isso, 0 NADH pode ser medido através do aumento na
absorbancia. As leituras foram feitas em espectrofotometro
(Biospectro, SP-220) regulado em 340 nm, sendo as
analises realizadas em triplicatas e a concentracdo de
malato expressa em pmol g”' MS.

3.10 Analise estatistica

Os dados referentes aos estudos fisiologicos (item
3.6; 3.7; 3.8; 3.9) foram apresentados como Médias = DP.
A andlise de variancia (Multifactor ANOVA one-way) foi
seguida do teste de comparagdo de médias (Tukey 5%)
para os dados que apresentaram distribui¢do normal e
varidncias homogéneas (Zar 1996). Os resultados foram
analisados pelos softwares Excel e BioEstat. Para
comparar RLCs quantitativamente, usando estatistica
paramétrica, alguns parametros descritivos foram
utilizados: Eficiéncia fotossintética (o), Taxa Maxima de
Transporte de Elétrons (ETRpuy) € Egpimum (Irradidncia
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otima). Esses pardmetros foram calculados pela equacdo
de Gloag et al. (2007), conforme o item 3.7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estrutura e ultraestrutura de esporos

Os esporos de Elaphoglossum luridum, sob
microscopio eletrébnico de varredura (MEV), sfo
monoletes, elipsoidais a esféricos em vista polar, com
aproximadamente 35 pm de comprimento. A superficie do
perisporo ¢ ornamentada com perfuracdes e cristas (Fig.
3a). Mickel & Atehortia (1980) propuseram uma
classificacdo infragenérica, com base na morfologia e
estrutura dos esporos, determinado a partir de imagens
obtidas com um microscopio eletronico de varredura
(MEV). Segundo Moran et al. (2007), os problemas
relacionados com a taxonomia de diferentes familias,
dentre elas a Dryopteridaceae, podem ser solucionados
com a utilizag¢do dos caracteres observados nos esporos.

Os esporos de Vittaria lineata, sob microscopia
eletronica de varredura (MEV), também sio monoletes,
reniformes, elipsoidais a esféricos em vista polar, concavo
convexos no plano equatorial, com aproximadamente 45
um de comprimento, apresentando a superficie lisa com
depositos de formatos irregulares, tendendo a globulares
com aproximadamente 2 um de didmetro que se acham
dispersos ou densamente agrupados (Fig. 3b). Esta espécie
apresenta grande semelhanga com V. graminifolia Kaulf.
Entretanto, estas duas espécies de Vittaria mostram
diferencas marcantes na morfologia dos esporos. A espécie
V. lineata apresenta esporos monoletes, ja a espécie V.
graminifolia apresenta esporos tetraédricos globosus e
triletes (Windisch & Nonato 1999).

Comumente, os esporos das samambaias
apresentam duas formas basicas (formato reniforme e
tetraédrico) e frequentemente possuem  superficie
ornamentada que pode apresentar uma variedade quase
infinita de formas (Sharpe ef al. 2010). Esporos monoletes
em forma de feijdo sdo comumente encontrados nas ordens
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mais recentemente derivadas das samambaias, como
Polypodiales (Sharpe et al. 2010). Os esporos das espécies
estudadas possuem tamanho médio, pois conforme
Erdtman (1952), quando apresentam de 25-50 um, baseado
no comprimento do maior eixo do esporo sdo considerados
de tamanho médio. Ambas as espécies estudadas
apresentam esporos com formatos classicos, podendo
auxiliar na identificacdo das espécies.

Figura 3 — Esporos de Elaphoglossum luridum (a), com
superficie ornamentada com cristas (¥*) e perfuragdes
(seta), e Vittaria lineata (b), com depositos tendendo a
globulares (seta).

4.2 Estrutura e ultraestrutura de frondes

Na espécie Elaphoglossum luridum, a lamina
foliar possui uma espessura média de 0,54 mm. Apresenta
células epidérmicas com paredes periclinais externas
convexas (Fig. 4a) e anticlinais com acentuada sinuosidade
(Fig. 4a, 4b), ampliando a superficie de contato entre
células vizinhas. A folha é do tipo hipoestomatica, ou seja,
com estOmatos restritos a face abaxial, os quais estdo
orientados ao acaso, com uma densidade de 33 estdmatos
por mm”. Estes sdo do tipo polocitico, pois apresentam as
células-guarda envolvida por uma célula subsididria em
formato de ferradura (Fig. 4b), e localizam-se no mesmo
nivel das demais células epidérmicas (Fig. 4c). Tricomas
multicelulares, do tipo escamas e com longas ramificagdes
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(Fig. 4d), ocorrem em ambas faces da lamina foliar, porém
em maior concentragdo na face abaxial.

A epiderme, de ambas as faces, é unisseriada, com
células de formato retangular e paredes espessas (Fig. 5a).
O mesofilo esta constituido de parénquima tendendo a
paligadico e parénquima esponjoso (Fig. 5a). O primeiro
constituido por um estrato de células alongadas, com
formatos irregulares e um grande numero de cloroplastos.
O parénquima esponjoso preenche o restante do mesofilo,
variando de seis a sete camadas de células arredondadas e
com conspicuos espacos intercelulares. Nas células da
epiderme e do mesofilo sdo encontrados inumeros campos
primarios de pontoag¢des (Fig. 5b), indicando presenga de
grande quantidade de plasmodesmos intercomunicando as
células. A cuticula, na face adaxial, ¢ espessa, mostrando
maior concentragdo de cutina na camada periférica (Fig.
5c¢). Na face abaxial, onde localizam-se os estdomatos, ha
amplas cadmaras subestomaticas (Fig. 5d).

100 pym

Figura 4 - Vista frontal da superficie epidérmica da fronde
de Elaphoglossum liridum. a, ¢, d) Em MEV; b) em

48



microscopia optica. a) Células epidérmicas da face adaxial
com paredes periclinais externas convexas (*) e acentuada
demarcacdo da sinuosidade das paredes anticlinais (seta).
b) Estdbmato polocitico na face abaxial, com células-guarda
(cg) contornadas por uma célula subsidiaria (cs) em forma
de ferradura; células com paredes anticlinais sinuosas
(seta). ¢) Células-guarda (cg), delimitando poro em fenda
(seta), no mesmo nivel das células epidérmicas ordinarias
(ce). d) Tricomas do tipo escamas e ramificados (tr) na
face abaxial.

Na raque de E. luridum, o meristelo ¢ constituido
por um feixe vascular anficrival, xilema circundado pelo
floema, e periciclo (Fig. 5e). O xilema apresenta as
extremidades (protoxilema) em formato de gancho,
caracterizando a forma de hipocampo (Tipo Onoclea-
Aspidium), conforme Ogura (1972). O meristelo ¢é
envolvido por uma endoderme, constituida por células
pequenas e de paredes delgadas, com estrias de Caspary.
Adjacente a endoderme ocorre um estrato de células
maiores ¢ com espessamento em “U”, o qual apresenta cor
marrom escuro, determinada por compostos fendlicos
incrustrados na parede (Fig. 5e), constatado através da
reacdo positiva ao cloreto férrico.
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Figura 5 - Seccles transversais de fronde de
Elaphoglossum luridum, em microscopia Optica. a)
Mesofilo, constituido por parénquima tendendo a
palicadico (ptp) e parénquima esponjoso (pe), e epiderme
uniestratificada, em ambas faces da folha, adaxial (fad) e
abaxial (fab). b) Campos primérios de pontoagdo (setas)
na epiderme e nos parénquimas. c) Detalhe dos tecidos
adaxiais, com epiderme (ep) delimitada por parede
periclinal externa espessa, com pequena quantidade de
cutina (reacdo ao sudan IV- rosada), e cuticula (seta)
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mostrando forte reacdo positiva ao sudan (vermelha). d)
Tecidos abaxiais, estbmato (es) e ampla cémara
subestomatica (cs). e) Tecidos centrais da raque com
meristelo envolvido por um estrato de células com
espessamento em U (*). Meristelo formado por feixe
anficrival, floema (fl) envolvendo o xilema (xi), periciclo
(seta preta) e endoderme (seta branca).

A lamina foliar da fronde de Vittaria lineata
possui uma espessura média de 1,05 mm. Vistas frontais da
superficie epidérmica, em microscopia eletronica de
varredura, revelam que a cuticula ¢ lisa, porém com
depositos de cera na face adaxial (Fig. 6a). Na face abaxial
ocorrem dois sulcos lineares (Fig. 6b), que percorrem
longitudinalmente a fronde, onde se localizam os
esporangios e os estomatos. Em sec¢do transversal da
fronde, na regido do sulco (Fig. 6¢), verifica-se a presenga
de estomatos, um pouco elevados em relacdo as demais
células epidérmicas, com amplas camaras subestomaticas.
Utilizando microscopia fluorescéncia (Filtro verde -
excitagdo: 460 — 490 nm; emissdao: 520 nm) confirmou-se a
presenga de estomatos (cor vermelha em decorréncia dos
cloroplastos nas células-guarda; Fig. 6d) somente nas
regides laterais do sulco, indicando encontrarem-se
protegidos em area que constitui um microclima
intermediario ao ambiente interno e externo a folha.
Portanto, os estomatos estdo restritos a face abaxial,
demostrando a caracteristica hipoestomatica da fronde, e
ocorrem em uma concentragdo média de 113
estdmatos.mm?. Sdo do tipo polocitico, pois as células-
guarda possuem uma célula subsididria no formato de
ferradura (Fig. 6e). As células epidérmicas tém paredes
anticlinais sinuosas (Fig. 6e). No interior dos sulcos
lineares existe um grande numero de parafises unisseriadas
e sem ramificagdes, além dos esporangios que formam
soros em uma unica linha paralela a cada margem das
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frondes (Fig. 6b). No interior dos sulcos também ha a
presenga de tricomas glandulares, os quais secretam
substancias de natureza lipidica, constatado pela reacdo
positiva ao sudan IV (Fig. 6f).

—
200 pin

Flgura 6 - Frondes de Vittaria lineata — a, b) Vlstas
frontais da superficie epidérmica em MEV, face adaxial
(a) e abaxial (b). Nos sulcos lineares (sl) encontram-se 0s
esporangios (seta preta) e as parafises (seta branca). c, d)
Secgdes transversais da fronde, na regido do sulco linear,
destacando a presenca de estbmatos (setas), em
microscopia Optica (c) e em microscopia de florescéncia
(d); Filtro verde - excitacdo: 460 — 490 nm; emissdo: 520
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nm). Estdmatos em posicao elevada em relagdo as demais
células epidérmicas e amplas cadmaras subestomaticas (cs).
e) Vista frontal da epiderme, na regido lateral do sulco
linear - face adaxial da fronde, evidenciando estdmatos do
tipo polociticos, com célula subsidiaria (*) em forma de
ferradura. f) Vista frontal da parede do interior do sulco
linear, mostrando tricoma glandular (Tr), em reagdo
positiva ao sudan IV, indicando presenca de substéncia
lipidica.

Figura 7 - SecgBes transversais da fronde de Vittaria
lineata, em microscopia Optica. a) Aspecto geral
mostrando sulcos lineares (sl) na face abaxial, os trés
meristelos (me) e mesofilo formado por parénquima
tendendo a palicadico (ptp) e parénquima esponjoso (pe).
b) Detalhe dos tecidos adaxiais evidenciando células
epidérmicas (ep) com paredes espessas, duas camadas de
células subepidérmicas (se) e parénquima tendendo a
palicadico (ptp). ¢) Epiderme e tecido subepidérmico com
paredes espessas. Parede periclinal externa das células
epidérmica em ténue reacdo com sudan (seta branca) e
cuticula espessa (seta preta; forte reacdo ao sudan IV,
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indicando alta concentracdo de cutina). d) Detalhe do
meristelo central, com xilema (Xi) em forma de “V” e
contornado por floema (fl).

Em seccdo transversal da fronde constata-se a
presenga dos dois sulcos lineares na face abaxial (Fig. 7a).
A epiderme esta constituida por um estrato de células com
formato retangular e paredes espessas (Fig. 7b). Na face
adaxial, a epiderme (Fig. 7c) apresenta células com a
parede periclinal externa espessada e com presenca de
cutina (reacdo rosada com sudan IV) e a cuticula ¢ espessa,
onde ha maior concentragdo de cutina (reagdo vermelha
com sudan IV). As camadas subepidérmicas sdo
constituidas de células aclorofiladas e com paredes
espessadas (Fig. 7c¢). O mesofilo é constituido de
parénquima tendendo ao paligddico e parénquima
esponjoso (Fig. 7a). O primeiro apresenta células
alongadas, porém ndo tipicamente justapostas, contém
grande numero de cloroplastos, e apresenta dois estratos de
células localizadas na face adaxial e que avangam
lateralmente nos bordos da fronde, chegando até proximo
aos sulcos (Fig. 7a). O parénquima esponjoso preenche o
restante do mesofilo, apresentando células arredondadas,
clorofiladas e com grandes espagos intercelulares (Fig. 7a),
variando de dez a onze camadas de células.

Na raque da fronde de V. lineata (Fig. 7a) ocorrem
trés meristelos, um central e dois laterais correspondendo
as regides onde localizam-se os sulcos lineares. O
meristelo (Fig. 7d) estd formado por um periciclo que
envolve o feixe vascular do tipo anficrival, com xilema em
forma de “V” contornado por floema. Delimitando
externamente o meristelo encontra-se uma endoderme de
células pequenas, paredes delgadas e com estrias de
Caspary. Mais conspicuo ¢ o estrato de células que envolve
a endoderme, o qual é formado por células com paredes
com espessamento em “U” e cor marrom. Esta cor marrom
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ainda é evidenciada no interior das células parenquimaticas
proximas ao meristelo (Fig. 7d), indicando presenca de
compostos fenolicos, constatado através da reagdo positiva
ao cloreto férrico.

As espécies E. luridum e V. lineata possuem
folhas com uma consideravel suculéncia, com destaque
para a espécie V. lineata. Esta suculéncia ¢ evidenciada nas
células parenquimaticas clorofiladas, as quais apresentam
cloroplastos na periferia das células, indicando presenca de
amplos vactolos, onde fica armazenada a dgua. A presenca
de cuticula espessa, associada a parede periclinal externa
das células epidérmicas também espessa e com cutina, em
ambas espécies, sdo aspectos que devem contribuir para o
equilibrio hidrico interno. Segundo Hietz & Briones
(1998), estas caracteristicas sdao comumente encontradas
em samambaias epifitas e fazem parte de uma lista de
atributos responsaveis pela manutengdo hidrica durante os
recorrentes periodos de seca enfrentados por estas
espécies. A suculéncia das frondes tem sido descrita como
uma caracteristica fundamental das plantas que realizam a
fixagdo do carbono atmosférico através do metabolismo
CAM (Neales & Hew 1975).

A sinuosidade nas paredes anticlinais das células
epidérmicas de E. luridum e V. lineata ¢ frequentemente
encontrada nas pteridofitas, ja sendo descritas para as
espécies Asplenium olygophyllum Kaulf., Dryopteris rosea
Fourn., D. patula (Sw.) Underw., Pleopeltis lepidopteris
Langsd. & Fisch. entre outras (Ferrari 2009; Herndndez et
al. 2006 e Viviani et al. 2009). De acordo com Watson
(1942), o desenvolvimento de diferentes estresses, bidticos
e abioticos, durante a diferenciagdo da folha tem sido
associado com o padrdo de parede sinuosa anticlinal em
células epidérmicas. Segundo Panteris & Galatis (2005), a
organizacdo do citoesqueleto, mediada pelo dominio
molecular, seria responsavel pela formagdo das
sinuosidades das paredes anticlinais das células
epidérmicas.
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A presenca de células com paredes periclinais
externas convexas na epiderme de E. [uridum pode
contribuir para maximizar a eficiéncia na absor¢do de luz,
uma vez que estas plantas encontram-se sob o dossel de
grandes arvores, em ambientes sombreados; células com
superficies convexas funcionam como lentes, direcionando
a luz solar, para as clorofilas, com maior eficiéncia
(Poulson & Volgelmann 1990; Moran 2004).

Nas pteridofitas, a distribuicdo estomatica, na
lamina foliar, ¢ muito variavel. Na maioria das espécies, 0s
estbmatos  ocorrem  apenas na  face  abaxial
(hipoestomaticas), em algumas espécies sdo encontrados
em ambas as faces (anfiestomaticas) e em casos mais
raros, os estdmatos sdo encontrados apenas na face adaxial
(epiestomatica) (Ogura 1972). As espécies E. luridum e V.
lineata, bem como a maioria das pteridofitas, apresentam
estomatos apenas na face abaxial. Segundo Bondada et al.
(2006), a caracteristica hipoestomatica pode ser uma
adaptacdo para reduzir a perda de agua por transpiracio
durante varia¢des nas condi¢des ambientais, tais como o
estresse hidrico. Segundo Coutinho (1962), estdmatos
presentes apenas na face abaxial sdo comuns em espécies
de florestas tropicais timidas e tal fato representa uma
protecdo contra o bloqueio da abertura estomatica por
musgos e fungos, habitantes comuns nesse ambiente.

Na face abaxial das folhas de Lepidodendron sp. e
Sigillaria sp. existem dois sulcos longitudinais onde os
estomatos sdo encontrados em abundancia (Ogura 1972).
No presente estudo, a espécie V. lineata demonstrou
caracteristicas semelhantes, pois os estdmatos sdo restritos
ao interior dos sulcos longitudinais e sdo encontrados em
consideravel concentragdo (Fig. 6e). A localizagdo dos
estomatos na espécie V. lineata permite a criacdo de um
microclima umido dentro dos sulcos longitudinais,
podendo auxiliar na manutengdo hidrica durante os
recorrentes periodos de seca aos quais as plantas epifitas
sdo submetidas.
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Cada estdmato consiste em uma abertura central,
ou um poro, circundada por duas células-guarda, porém a
sua construcdo e posi¢ao € muito variavel. Quanto ao nivel
dos estdmatos em relag@o as células epidérmicas, ocorrem
algumas diferencas entre as duas espécies estudadas. A
espécie E. luridum apresenta os estdmatos localizados no
mesmo nivel das células epidérmicas, como ¢ o caso da
espécie Pyrrosia penangiana (Hook.) Holttum; j& na
espécie V. lineata, os estdbmatos sdo elevados em relagdo as
células epidérmicas, se assemelhando aos estomatos da
espécie Pyrrosia sheareri (Baker) Ching (Ogura 1972). Os
estomatos elevados da espécie V. lineata auxiliam as trocas
gasosas, uma vez que eles se encontram em um
microambiente Umido colaborando com a manutengdo
hidrica foliar.

Segundo Fryns-Claessens & Cotthem (1973),
estomatos do tipo polocitico, como os encontrados nas
espécies estudadas, sdo comuns a um grande numero de
espécies de pteridofitas, ndo respeitando familia ou gé€nero.
A principal caracteristica deste tipo de estdomato ¢ a
presenca de uma célula subsidiaria no formato de ferradura
(Fryns-Claessens & Cotthem 1973).

Apenas na espécie E. luridum foram encontrados
apéndices epidérmicos do tipo escama. Muller et al. (1981)
trabalhando com samambaias do sul do Brasil,
encontraram tricomas tipo escama com células vivas na
base em Pleopeltis astrolepis (Liebm.) E. Fourn.,
Polypodium hirsutissimum Raddi e Polypodium squalidum
Vell. com uma estrutura muito similar aos tricomas
encontrados em bromelidceas. Escamas com estrutura
anatomica similar também foram encontradas nas frondes
de Pleopeltis mexicana Fée e Elaphoglossum petiolatum
Bonap., com a provavel fun¢do de aumentar a capacidade
das folhas em absorver dgua, sem aumentar a perda de
adgua cuticular (Hietz & Briones 1998). As escamas
evoluiram independentemente em samambaias e
bromélias, mas s3o tratadas como uma importante
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estrutura para absor¢do de agua nas epifitas (Hietz &
Briones 1998). Segundo Ogura (1972), os tricomas
encontrados nos esporoéfitos de pteridofitas sdo geralmente
filiformes, consistem de uma ou mais células podendo
ramificar-se; enquanto que os apéndices tipo escama sdo
geralmente  achatados e com um  tamanho
consideravelmente grande, constituido por numerosas
células, como os encontrados em E. [uridum (Fig. 4d).

Na espécie V. lineata, no interior dos sulcos
lineares foi encontrado grande numero de parafises
oferecendo suporte e protecdo mecanica aos esporangios
ali presentes. Segundo Jones (1987), parafises sdo tricomas
que se encontram entre os esporangios e aproximadamente
um terco das pteridofitas possuem este tipo de estrutura
protetora. No interior dos sulcos lineares também ha a
presenca de tricomas glandulares secretores de lipidios.
Tricomas glandulares secretores de substancias de natureza
lipidica foram previamente descritos em algumas espécies
de pteridofitas como Pityrogramma calomelanos (L.) Link,
Gymnogramme sulfurea Kaulf., entre outras (Ogura 1972).
O tamanho e a concentragdo dos tricomas sdo variaveis,
em resposta as diferentes condi¢des ambientais, porém, a
morfologia e a natureza da secre¢do destas estruturas
podem exercer um papel taxonomico (Metcalfe & Chalk
1950).

E. luridum e V. lineata sdo espécies epifitas que
habitam locais sombreados da Mata Atlantica. Ambas
espécies tém distingdo entre os tecidos clorofilados do
mesofilo, porém o parénquima pali¢addico ndo mostra
caracteristicas tipicas com células alongadas e bem
justapostas, tendo sido denominado de paréquima
tendendo ao paligadico. O desenvolvimento da camada
palicadica estd relacionado com a intensidade luminosa
como amplamente referido na literatura (Mauseth 1988,
Lambers et al. 1998, Larcher 2000). DeLucia et al., (1996)
explicam que existem duas razdes para que a intensidade
da Iuz diminua a medida que atravessa a folha: a primeira é
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devido a reflex@o pelas facetas das paredes celulares e a
segunda ¢ devido a reflexdo pelos espagos intercelulares.
Dessa forma, folhas de sombra tendem a apresentar apenas
uma camada de parénquima palicadico, permitindo que
maior quantidade de luz alcance o parénquima esponjoso
onde ocorrera maior reflexdo dos raios luminosos.

Em ambas as espécies estudadas, foram
identificadas inimeros campos primarios de pontoagdo nas
células epidérmicas e também em células do mesofilo.
Segundo Zambryski & Crawford (2000), a presenca deste
tipo de estrutura reflete o alto grau de conexdes celulares
via plasmodesmos, permitindo o movimento dos mais
variados tipos de moléculas, como nutrientes e reguladores
de crescimento.

A formacdo do meristelo diverge da formacao
proposta por Ogura (1972) para as familias estudadas. A
unido dos meristelos na regido mediana da raque de E.
luridum forma estelos com feixe do tipo hipocampus ou
“tipo Onoclea” (cavalo-marinho), sendo segundo o autor, o
padrdo  caracteristico dos géneros Onoclea L.
(Onocleaceae), Athyrium Roth e Woodsia R. Br.
(Woodsiaceae). Ja na espécie V. lineata, a unido dos
meristelos na regido mediana das frondes formam feixes,
com xilema na forma de “V”. Segundo Ogura (1972), o
xilema na forma de “V” ¢ caracteristica da familia
Cyatheaceae.

A presenga de compostos fendlicos, de coloragdo
marrom, ¢ caracteristica marcante em samambaias,
ocorrendo principalmente nos tecidos de sustentacdo e
proximo aos feixes vasculares (Ogura 1972). No presente
estudo, ambas as espécies E. [luridum e V. lineata
apresentaram este tipo de substincia referida por Ogura
(1972). Segundo Haslam (1988), alguns compostos
fenolicos contribuem para a rigidez das paredes celulares,
atuando como a lignina para a sustentacdo de diferentes
tecidos.
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Em ambas as espécies estudadas, E. luridum e V.
lineata  foram observadas caracteres anatdmicos
comumente encontrados em plantas que vivem em
ambientes xéricos, como o dossel das grandes arvores.

4.3 Contendo Relativo de Agua (CRA)

Os resultados evidenciam que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa no conteudo relativo de agua
(CRA) independente dos tratamentos de estresse hidrico e
aplicagdo de solugdo de ABA (10uM) em relagdo ao CRA
das plantas controle, cujos valores foram mantidos altos
tanto em FElaphoglossum Iluridum (Fig. 8) como em
Vittaria lineata (Fig. 9), sendo os valores médios de CRA,
89,37% e 92,36% respectivamente.

Os resultados mostraram a capacidade de ambas
espécies em manter seus valores de CRA estaveis, mesmo
em condi¢Oes de estresse hidrico. Mesmo em florestas
umidas, o suprimento de agua para as plantas epifitas ¢é
irregular e quase sempre limitado por um escasso substrato
com uma pequena capacidade de armazenamento de agua,
onde periodos com altas temperaturas e irradiancia podem
esgotar rapidamente a agua disponivel para os epifitos,
impondo uma condi¢do de estresse hidrico (Luttge 1997).
Portanto, para garantir sua sobrevivéncia, as espécies E.
luridum e V. lineata possuem a capacidade de manter altos
niveis de CRA mesmo em condigdes de estresse hidrico.
No geral, as epifitas necessitam de caracteristicas
morfofisioldgicas especificas para resistir a tal estresse.
Essas caracteristicas podem variar desde tamanho,
espessura ¢ formato foliar, passando por espessura
cuticular, at¢é mesmo a alternancia da via de fixacdo do
carbono C3 — C4, como ¢ o caso das plantas CAM
facultativas (Luttge 1997).
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Figura 8 - Contetdo Relativo de Agua (CRA) de frondes
de Elaphoglossum luridum submetidas a diferentes
tratamentos. Médias seguidas de letras iguais representam
igualdade entre os tratamentos p<0,05 Média £ DP (n = 3).

Tausz et al. (2001) trabalhando com diferentes
espécies de samambaias  epifitas, dentre elas
Elaphoglossum glaucum T. Moore e Elaphoglossum
petiolatum Bonap., constataram um comportamento
semelhante ao obtido no presente trabalho, as quais,
mesmo em estresses luminoso e hidrico severos, as plantas
mantiveram altos niveis de CRA, em torno de 90%. Hietz
& Briones (1998) trabalhando com diferentes espécies de
samambaias, demonstraram que as folhas coridceas de E.
glaucum apresentaram a menor taxa de perda de dgua nao
controlada (cuticular) dentre as espécies estudadas.

Em condig¢des naturais, com substrato intacto, E.
glaucum e E. petiolatum sdo capazes de manter altos niveis
de CRA, sob estresse de curto prazo, refor¢cando a protegio
dos tilacoides (Tausz et al. 2001). Em casos de dessecagdo
mais severa, E. petiolatum pode enrolar suas folhas
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reduzindo a area de contato com o meio externo (Tausz et
al. 2001).
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Figura 9 - Conteado Relativo de Agua (CRA) de frondes
de Vittaria lineata submetidas a diferentes tratamentos.
Médias seguidas de letras iguais representam igualdade
entre os tratamentos p<0,05 Média + DP (n = 3).

O estudo da ecofisiologia das epifitas tem
recebido consideravel atencdo, especialmente para as
adaptacdes que possibilitam sua sobrevivéncia em
substratos (fordfitos) com limitagdo de agua e sem o
contato da raiz com o solo. Estes estudos estdo
concentrados principalmente na familia Bromeliaceae
(Hietz & Briones 1998), embora o niumero de bromélias
epifitas seja menos da metade do nimero de samambaias
epifitas (Benzing 1990).

Hietz & Briones (1998) em trabalhos
morfofisioldgicos realizados com diferentes espécies de
samambaias epifitas em uma floresta tropical mexicana
constataram que diferentes aspectos propiciam o
desenvolvimento destas plantas em ambientes xéricos,
dentre eles: frondes coridceas (Pleopeltis mexicana,
Elaphoglossum glaucum), rizomas suculentos (Polypodium
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puberulum Schltdl. & Cham., Phlebodium areolatum Hum.
& Bonpl. Ex Willd.), baixas taxas de perda de agua (todas
as espécies estudadas exceto P. puberulum), alta
elasticidade das paredes celulares (todas as espécies
estudadas), cuticula espessa (E. glaucum, P. areolatum)
que previnem ndo s6 a perda de dgua, mas também a sua
absor¢do, gerando uma alta resisténcia cuticular, que
evitaria a transpiracdo e absorcdo de agua pela cuticula,
levando a crer que toda a agua por elas transpirada ¢
proveniente da absorcdo radicular. Porém, para
Trichomanes bucinatum Mickel & Beitel e P. puberulum
encontradas em locais mais umidos, a absor¢do de agua
através da lamina foliar pode ser substancial, uma vez que
em P. puberulum, sua face adaxial é recoberta por tricomas
capazes de reter uma espécie de filme d’agua, assim,
aumentando o periodo durante o qual a agua liquida pode
ser absorvida (Hietz & Briones 1998).

Em ambas as espécies de samambaias epifitas
estudadas neste trabalho, o tratamento de aplicagdo de
ABA exogeno (10 pM) por um periodo de quinze dias, ndo
alterou o CRA das frondes em relacdo aos tratamentos
controle. Apenas a espécie E. luridum apresentou diferenga
no CRA entre os tratamentos de estresse hidrico e irrigacio
com ABA (10 uM), ocorrendo um incremento de 3,28% no
CRA das plantas irrigadas com ABA, em relacdo as plantas
submetidas ao estresse hidrico (Fig. 8).

Gadallah (1995) analisando o efeito do estresse
hidrico, de 4cido abscisico e de prolina em Gossypium
barbadense L., demonstrou que as plantas tratadas com
ABA exodgeno mantiveram os mesmo niveis de CRA
quando comparados aos das plantas controle ndo tratadas.
Wang et al. (2011) estudando o efeito do acido abscisico
em diferentes cultivares de Triticum aestivum L.,
observaram a capacidade do ABA em manter altos niveis
de CRA. Enquanto o CRA no tratamento de estresse
hidrico  utilizando  polietilenoglicol ~ (PEG)  foi
significativamente menor, no tratamento com a associagao
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de PEG + ABA observou-se o mesmo contetdo relativo de
agua quando comparado ao tratamento controle (Wang et
al. 2011).

O estresse hidrico frequentemente causa o
aumento na concentracdo enddgena do 4cido abscisico
(ABA), podendo também causar o acumulo temporario de
outros solutos compativeis, como agucares e prolina
(Gadallah 1995). O aumento temporario destes compostos
parece ser fundamental para a sobrevivéncia de plantas sob
diferentes estresses bidticos e abidticos (Walton 1980). E
muito conhecida ¢ documentada a fungao vital do ABA na
economia de 4gua através da reducdo da abertura
estomatica e consequente diminuicdo da taxa de
transpiracdo nas plantas (Walton 1980). Segundo Horton
(1971), o ABA exogeno inicia o fechamento estomatico
quando aplicado em solugdo aquosa nas folhas intactas ou
em segmentos epidérmicos isolados. Estes resultados
levaram ao inicio das pesquisas com a hipdtese de que o
ABA estaria envolvido na regulacdo da abertura estomatica
e consequentemente atuaria no controle osmoético dos
vegetais.

As alteragdes no turgor dentro das células-guarda,
que regulam a abertura estomatica, sdo causadas pelos
movimentos de K™ e CI, e também através da sintese,
metabolismo e movimentos de anions organicos,
principalmente o malato (Walton 1980). Existem diversos
tipos de sinais que podem induzir o fechamento
estomdtico, dentre eles o principal sinal conhecido ¢
provavelmente o ABA. Na via de sinalizagdo para o
fechamento do poro estomatico existem varios
mensageiros secundarios, tais como Ca,", H,0, e NO que
contribuem para o fechamento estomatico (Atkinson et al.
1990; Zhang et al. 2001; Garcia-Mata & Lamattina 2009).
A perda passiva da pressdo de turgor resulta no fechamento
estomatico. O fechamento estomdtico tem efeitos
negativos sobre a absor¢do de CO,, a fotossintese,
refrigeragdo transpiracional, absor¢do de 4gua e nutrientes.
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Portanto ¢ interessante fechar os estomatos somente
quando o beneficio da retencdo de agua supera os efeitos
negativos (Neill et al. 2002). Possivelmente, ambas as
espécies epifitas estudadas apresentam comportamento
semelhante ao descrito por Neill ef a/ (2002).

4.4 Pigmentos Fotossintéticos

Os resultados obtidos no presente estudo mostram
que em ambas as espécies, Elaphoglossum luridum (Fig.
10) e Vittaria lineata (Fig. 11), os conteudos de clorofila a,
b e totais foram significativamente menores no tratamento
de estresse hidrico (sete dias) e com aplicagdo da solucao
de ABA (10 pm) quando comparados ao tratamento
controle. A Unica excessdo foi a espécie V. lineata, onde o
nivel de clorofila b no tratamento com ABA, ndo diferiu do
controle (Fig. 11). Estes resultados evidenciam a
efetividade dos dois tratamentos de estresse em relagdo as
plantas controle.
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Figura 10 - Concentragio de clorofilas e carotenoides em
frondes de Elaphoglossum luridum sob diferentes
tratamentos: Controle, Estresse hidrico e aplicacdo de
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ABA. Médias seguidas por letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos p<0,05. Média
+DP (n=23).

A redugdo no conteudo de clorofilas em plantas
sob estresse foi previamente descrita em diversas espécies.
Jaing et al. (1994) observaram a degradacédo das clorofilas
induzida por estresse osmotico, em plantulas jovens de
arroz, através da formacdo mais ativa de radicais
hidroxilas (OH'). Também foi observada a redugdo nas
clorofilas (a, b e totais) em Triticum aestivum L. sob
estresse hidrico (Asharf et al. 1994).

Tausz et al. (2001) trabalhando com pigmentos em
diferentes espécies de samambaias epifitas de uma floresta
tropical mexicana, notaram comportamentos semelhantes
aos obtidos no presente trabalho, ou seja, o contetido de
clorofilas fotais diminuiu nos tratamentos de estresse
hidrico induzido nas espécies Polypodium plebeium
Schltdl. & Cham., Elaphoglossum petiolatum, Phlebodium
areolatum e Asplenium cuspidatum Lam.
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Figura 11 - Concentragdo de clorofilas e carotenoides em
frondes de Vittaria lineata sob diferentes tratamentos:
Controle, Estresse hidrico e aplicacdo de ABA. Médias

66



seguidas por letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos p<0,05. Média + DP (n =
3).

Farooq & Bano (2006) analisando os aspectos
bioquimicos dos efeitos do acido abscisico, clorocolina e
do estresse hidrico em Vigna radiata (L.) R. Wilczek,
verificaram que houve reducdo nos niveis de clorofilas
totais tanto no tratamento de estresse hidrico, como no
tratamento com ABA exogeno. No entanto, no tratamento
de estresse hidrico combinado com a aplicagdo de ABA, as
quantidades destes pigmentos aumentaram
significativamente quando comparados ao tratamento de
estresse hidrico. Esses autores demonstraram que a
aplicagdo de ABA em associagdo com tratamentos de seca
induz o fechamento estomatico e diminuindo os efeitos do
estresse hidrico sofrido pelas plantas, auxiliando na
manutengao dos niveis dos pigmentos fotossintéticos.

Thaloot et al. (2006) observaram que o estresse
hidrico em qualquer fase do desenvolvimento, diminuiu os
niveis de clorofila a e b e carotenoides nas frondes de
Vigna radiata (L.) R. Wilczek. A diminui¢do do teor das
clorofilas nas frondes das plantas pode ser atribuida a
elevada taxa de degradacdo destes pigmentos, sendo esta
taxa, maior do que a biossintese sob condi¢des de estresse
hidrico (Yang et al. 2001). Além disso, o estresse hidrico
pode acelerar a quebra das moléculas de clorofila (Bano &
Aziz, 2003).

Mayaba et al. (2001) demonstraram o diminui¢do
de 58,3% nos teores de clorofilas em Atrichum
androgynum (C. Mull.) A. J. sob estresse hidrico, porém,
nas plantas tratadas com ABA, este comportamento ndo foi
observado, ja que ndo houve diferencas significativas entre
as plantas tratadas com ABA e as ndo tratadas,
demonstrando o aumento na capacidade de tolerancia ao
estresse hidrico em plantas tratadas com acido abscisico.
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Quanto a concentragdo de carotenoides nas
frondes, ambas as espécies estudadas, ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos de estresse
quando comparados ao tratamento controle. Sherwin &
Farrant (1998) trabalhando com mecanismos de protecdo
contra o excesso de luz, demonstraram ndo haver alteracdo
no conteido de carotenoides no tratamento de estresse
hidrico em Craterostigma wilmsii Engl., quando
comparado aos resultados obtidos no tratamento controle.
Resultado semelhante também foi obtido por Tausz et al.
(2001), que verificaram que na grande maioria das
samambaias analisadas, a quantidade de carotenoides ndo
foi alterada por diferentes tratamentos de restricdo hidrica
em relagdo ao tratamento controle.

Os estresses hidrico, salino e de temperatura, sdo
acompanhados pela formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) como O, °, H,O, e HO', causadores de
danos nas membranas e macromoléculas (Mittler 2002).
As plantas no geral desenvolveram estratégias
antioxidantes para remover estes compostos tdxicos,
assim, aumentando a tolerancia a diferentes fatores
causadores de estresse. Os antioxidantes incluem enzimas
como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), e as conhecidas moléculas de
baixo peso molecular como ascorbato (AsC), glutationa
(GLU), antocianinas (ANT) e os carotenoides (CAR’s).
Como o descrito anteriormente, no presente trabalho, o
teor de carotenoides ndo se alterou significativamente. Este
fato pode ser devido a presenga de outras enzimas e/ou
moléculas capazes de inativar as espécies reativas de
oxigénio (EROS), como as descritas acima. Outra
possibilidade seria de que o estresse hidrico por um
periodo de sete dias, ndo foi suficiente para causar
alteracdes no contetido de carotenoides.

Também foi observada uma grande variacdo no
contetido de pigmentos fotossintéticos entre os tratamentos
controle das espécies estudadas (Fig. 12). Nos pigmentos
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analisados, a espécie V. lineata apresentou niveis
significativamente superiores aos observados em FE.
luridum.
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Figura 12 - Concentracdo de clorofilas e carotenoides em
frondes de Elaphoglossum luridum e Vittaria lineata sob o
tratamento Controle. Médias seguidas por letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos
p<0,05. Média £ DP (n = 3).

Jadhav et al. (2011) analisando os pigmentos
fotossintéticos de onze espécies de samambaias,
encontraram resultados semelhantes aos obtidos no
presente estudo, ou seja, observaram uma grande variagdo
no conteudo de pigmentos entre as onze espécies
estudadas. A varia¢do no teor de pigmentos fotossintéticos
depende, dentre outros fatores, da quantidade de luz
disponivel (Wolf 1958). Em estudos ecofisiolégicos,
Shaikh & Dongare (2008) evidenciaram a variagdo no
contetido de clorofilas e carotenoides em resposta aos
diferentes microclimas em Adiantum philippense Burm., e
constataram que os locais sombreados, umidos e com
temperaturas amenas sdo ambientes favoraveis para a alta
concentracdo destes pigmentos.

69



No local onde ocorreram as coletas, a espécie E.
luridum ¢ encontrada mais frequentemente um pouco
abaixo do dossel das grandes arvores (67 + 09 pmol m™~s™
RFA ao meio dia), enquanto que a espécie V. lineata
geralmente ¢ encontrada epifitando  samambaias
arborescentes na altura do peito. Este fato pode explicar a
quantidade superior de pigmentos na espécie V. lineata,
pois, em seu micro-habitat, a luz chega com maior
dificuldade (18 £ 5 pmol m” s RFA ao meio dia),ou seja,
para melhorar o aproveitamento na absor¢do deste fator
limitante a planta apresenta altos niveis de pigmentos
fotossintéticos quando comparado aos niveis da espécie E.
luridum.

4.5 Curvas rapidas de luz (RLC’s) através da
fluorescéncia da clorofila a dos esporofitos.

A andlise da fluorescéncia da clorofila ¢ obtida
com auxilio de fluorimetro de pulso com amplitude
modulada (PAM), em ambas as plantas estudadas,
Elaphoglossum luridum (Tab. 1) e Vittaria lineata (Tab. 2),
apresentou diferengas significativas entre os parametros
fotossintéticos analisados: Egpimum (irradidncia 6tima),
ETR .« (Taxa méaxima de transporte de elétrons) e o Alfa a
(Eficiéncia fotossintética) em esporofitos do tratamento de
estresse hidrico (sete dias) e aplicagdo de ABA (10um),
quando comparados com o controle. Esses resultados
também podem ser observados nas Curvas rapidas de luz
(RLC’s) de E. luridum (Fig. 13) e V. lineata (Fig. 14). Em
ambas as plantas estudadas, os valores de Eqptimums ETR max
e a diminuiram independentemente do estresse a que
foram submetidas, quando comparados ao tratamento
controle (Tab. 1 e 2). No entanto, na espécie V. lineata, o
parametro o, que se refere a eficiéncia fotossintética, o
tratamento com aplicagdo de ABA apresentou o maior
valor, seguido do tratamento controle e estresse hidrico
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respectivamente (Tab. 2). Notou-se também que, entre os
dois tratamentos de estresse, o estresse hidrico provocou
maiores alteragdes nas Curvas rapidas de luz (RLC), em
relacdo ao tratamento controle (Fig. 13 e 14).

Em E. luridum, o tratamento de estresse hidrico e
aplicagdo de ABA ocasionaram uma reduc@o no Epimum de
26,8% e 16,9%, respectivamente. Observou-se também
uma reducdo no pardmetro ETR,.x no tratamento de
estresse hidrico (50,5%) e no tratamento com ABA
(32,5%). No parametro o, a redugdo foi de 36,1% para o
tratamento de estresse hidrico, e de 20,4% para o
tratamento irrigado com ABA. Todos os valores
apresentados foram relacionados com o tratamento
controle.
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Tabela 1 Pardmetros da Curva Rapida de Luz (RLC)
plotadas com ETR (P) versus irradiancia (E) em
espordfitos de Elaphoglossum luridum, sob diferentes
tratamentos: Controle, Estresse hidrico e aplicacdo de
ABA, usando o modelo de curva Waiting-in-line. Médias
seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes. (ANOVA seguida por teste de Tukey p>0,05).
Média = DP (n = 3).

Controle Estresse ABA
Hidrico
Média+ DP Média=DP  Média+
DP
E“g‘iml‘lm (umol 1.208+81 884+67b 1.004+33
m” s fotons) a b

ETR,;,x (umol 76+9a 37+8b 51£2b
m~ s elétrons)

Alfa (o) 0,172 + 0,110 + 0,137 +

0,008 a 0,01 b 0,001 ¢
(%)) 196 + 35 102 + 24 139+ 6
(k) 0,0008 + 0,0011 + 0,0001 +

0,0001 0,0001 0,00004
Correlagao r 0,978 0,956 0,966
n amostral / n° 3/30 3/30 3/30
curvas
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Figura 13 - Curva Rapida de Luz (RLC) Fotossintese
(ETR) versus Irradiancia (E) de Elaphoglossum luridum
sob diferentes tratamentos: (e) controle, (o) Estresse
Hidrico (A) Aplicagdo de ABA. Média + DP (n = 3).

Na espécie V. lineata, os tratamentos de estresse
hidrico e aplicacdo de ABA ocasionaram uma redu¢do no
Eoptimum de 19,4% e 29,1%, respectivamente. Observou-se
também uma redugdo no pardmetro ETR,,x nos
tratamentos de estresse hidrico (26,2%) e aplicagdo de
ABA (19,4%). No parametro o, a redugdo foi de 13,1%
para o tratamento de estresse hidrico, e no tratamento com
ABA, ocorreu um aumento de 13,7%. Todos os acréscimos
e reducdes dos valores apresentadas foram relacionados
com o tratamento controle.

Outro aspecto relevante sdo os valores dos
parametros fotossintéticos entre as espécies estudadas. No
tratamento controle, a espécie V. lineata demonstrou
melhores rendimentos nos pontos cardinais (Eoptimum,
ETR.x € ) (Tab. 1 e 2) e por consequéncia nas curvas
rapidas de luz (Fig. 15). Essa constatagdo também pode ser
extrapolada para ambos os tratamentos de estresse. Além
da diferenga significativa nos parametros fotossintéticos,
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entre as plantas do tratamento controle e as demais
estressadas e observando a comparagdo entre RLC’s de E.
luridum e V. lineata, nota-se nas curvas da primeira
espécie, um decaimento mais vigoroso na amplitude da
curva em resposta aos tratamentos de estresse hidrico e
aplicacdo de ABA. Este fato sugere que a espécie V.
lineata é menos suscetivel ao estresse hidrico e a aplicagio
de ABA, quando comparada a espécie E. luridum.

Li et al. (2008) analisando a eficiéncia
fotoquimica em Cucumis sativus L. sob estresse hidrico e
elevadas concentragoes de CO,, verificaram um
comportamento semelhante ao obtido no presente estudo,
onde plantas submetidas ao estresse hidrico severo
demonstraram redugdo significativa nos pardmetros
ETRyux © RFAg com redugdes de 21% e 24%
respectivamente, quando comparado aos tratamentos
controle. Com respeito ao efeito de altas concentragdes de
CO,, Li et al. (2008) observaram um incremento
significativo nos parametros ETR;,,x € RFA, de 8% e 7%
respectivamente, quando comparados com as plantas
mantidas em concentragdes ambientais de CO,.
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Tabela 2 Pardmetros da Curva Rapida de Luz (RLC)
plotadas com ETR (P) versus irradidncia (E) em
esporofitos de Vittaria lineata, sob diferentes tratamentos:
Controle, Estresse hidrico e aplicacdo de ABA, usando o
modelo de curva Waiting-in-line. Médias seguidas por
letras iguais ndo sdo significativamente diferentes.
(ANOVA seguida por teste de Tukey p>0,05). Média = DP
(n=23).

Controle Estresse ABA
Hidrico
Média+DP Média+DP Média+
DP
Eoptimum (umolm™ 1.653 £59  1.332+83 1.172 +
5" fotons) a b 23b

ETRp. (umolm™>  97+4a  72+6b  78+4b
s elétrons)

Alfa (o) 0,16 + 0,14 + 0,18 +

0,006 a 0,003 b 0,006 ¢
(k) 0,0006 + 0,0007 + 0,0008 +

0,0001 0,0001 0,0001
A 259+ 14 190 £ 22 220+ 19
Correlagao r 0,978 0,986 0,974
n amostral / n° 3/30 3/30 3/30
curvas
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Figura 14 - Curva Rapida de Luz (RLC) Fotossintese
(ETR) wversus Irradiancia (E) de Vittaria lineata sob
diferentes tratamentos: (®) controle, (0O) Estresse Hidrico
(A) Aplicagdo de ABA. Média + DP (n = 3).
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Figura 15 - Curva Répida de Luz (RLC) Fotossintese
(ETR) versus Irradiancia (E) de Elaphoglossum luridum
(curvas em preto) e Vittaria lineata (curvas em cinza) sob
diferentes tratamentos: (@) controle, (0) Estresse Hidrico
(A) Aplicagdo de ABA. Média + DP (n = 3).
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No geral, o estresse hidrico pode limitar a
fotossintese por meio do fechamento estomatico e através
do comprometimento metabolico (Lawlor 2002), efeitos
ocasionados também pela aplicagdo de ABA. No presente
trabalho, o estresse hidrico e a aplicagdo de ABA levaram a
queda nos valores de clorofilas, ETRu. € Eoptimum.
Resultado semelhante foi obtido por Li et al. (2008). Pelos
dados obtidos no presente trabalho, podemos sugerir que o
estresse hidrico e a aplicagdo de ABA exdgeno, regulam
negativamente a fotossintese ou a taxa linear de transporte
de elétrons nas folhas de E. luridum e V. lineata (Fig. 15).

Os resultados obtidos por Downton et al. (1988),
analisando os efeitos do acido abscisico na inibigdo da
fotossintese  através do  fechamento estomatico,
demonstram que em folhas de Vitis vinifera L. tratadas
com este hormonio, a queda na taxa de fotossintese
chegou a 80%, quando comparada a de plantas ndo
tratadas.

A obten¢do de pardmetros fotossintéticos (Eqptimum,
ETR.x € o) a partir de uma curva rapida de luz (RLC),
permite a descricdo de suas caracteristicas e possibilita a
analise estatistica dos dados para posteriores comparagdes.
As curvas rapidas de luz de E. luridum e V. lineata
referentes aos tratamentos controle, estresse hidrico (sete
dias) e aplicagdo de ABA (10 um), demonstram claramente
as diferencas entre as plantas controle e as plantas
submetidas aos dois tratamentos de estresse, quando se
analisam os pardmetros fotossintéticos (Eoptimum, ETRpmax €
a). Este fato comprova a efetividade dos tratamentos de
estresse aos quais ambas as plantas foram submetidas.

Os pontos cardinais obtidos a partir de uma RLC
(Eoptimums» ETRpex € o) descrevem a capacidade
fotossintética foliar e suas adaptacdes aos possiveis
estresses ambientais como seca e alta irradidncia (Ralph &
Gademann 2005).
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No presente trabalho, ambas as espécies estudadas
E. luridum e V. lineata demonstraram uma queda na
capacidade de tolerar altos niveis de irradidncia quando
submetidas ao estresse hidrico e aplicagdo de ABA,
comparados ao tratamento controle. Os dois tratamentos de
estresse, hidrico e ABA, ocasionaram uma queda
significativa nos pigmentos fotossintéticos em ambas as
espécies estudadas. O decréscimo na capacidade de tolerar
altos niveis de irradidncia esta diretamente relacionado
com a queda nos teores de clorofila a, uma vez que as
respostas obtidas através do PAM dependem diretamente
dos niveis deste pigmento (Genty et al 1989). Em
contrapartida, ndo ocorreram alteragdes no CRA no
decorrer dos tratamentos em ambas as espécies, sugerindo
uma preferéncia pela manutengdo osmotica, durante o
estresse hidrico e aplicagdo de ABA.

Segundo Ralph & Gademann (2005), as curvas
rapidas de luz (RLC) apresentam trés regides distintas: a
regido limitada pela luz, regido saturada pela luz e a regido
de irradiancia supra-6tima. Em baixas irradiancias, a
fotossintese ¢ limitada pela irradidncia e a ascensdo da
curva na regido limitada pela luz ¢ proporcional a
eficiéncia de captura de luz (Schreiber 2004). Eqpimum €
relacionada com o quenching da fluorescéncia, onde o
quenching fotoquimico (qP) domina abaixo da Epimum
enquanto o quenching nao fotoquimico (qN) domina acima
da Epimum (Henley 1993). Sob irradidncia moderada, a
capacidade de transporte de elétrons se torna um fator
limitante para a fotossintese, ¢ a curva atinge seu ponto
maximo, quando ocorre a taxa de transporte de elétrons
maxima (ETR,,x) (Schreiber 2004). Sabendo disso, nota-se
que em ambas as espécies estudadas a regido de irradiancia
supra-6tima foi mais rapidamente pronunciada nos
tratamentos de estresse. Isto se relaciona com o fato de
que, sob estresse, ambas as espécies apresentaram valores
significativamente menores no teor de clorofila a,
reduzindo o qP. Porém ndo houveram diferencgas
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significativas no teor de carotenoides, o que explica a
precocidade do dominio de qN nas plantas submetidas ao
estresse hidrico e aplicacdo de ABA. Este decaimento ¢
referido na literatura como pardmetro P, que caracteriza o
angulo de declive do Fotossistema II, também chamado de
fotoinibicdo nas tradicionais curvas de luz, considerada
também como fotoprote¢do em equipamentos que expde os
organismos aos curtos periodos de luz (Ralph &
Gademann, 2005).

Os valores de ETR foram plotados em Curvas
Rapidas de Luz (RLC) taxa fotossintética (P) versus
irradiancia (E). Isto resulta da constatacdo de que o
rendimento quantico efetivo do PSII (®PSII) versus a
irradiancia (E) obedecem a uma funcdo de decaimento
exponencial simples, onde parcelas de ETR contra
irradiancia (E) devem obedecer a uma fun¢do exponencial
da forma Y = x . €. Este modelo de equagdo é conhecido
como Waiting-in-Line (funcdo de densidade
probabilistica). O modelo de equagdo Waiting-in-line pode
ser utilizado em uma grande variedade de sistemas
bioldgicos em que a taxa inicial ¢ diretamente proporcional
a quantidade de substrato, mas eventualmente pode ocorrer
saturacdo a uma determinada densidade de substrato,
podendo ser completamente inibida quando ocorre
aumento no substrato (Ritchie 2008).

A equagdo descrita por Gloag et al (2007),
demonstra que ETR.., (Taxa maxima de transporte de
elétrons) ¢ equivalente a A/e, assim uma forma equivalente
desta equagdo é descrita como: P = ETR 4« . k. E . gl v
E a ETR,. ocorre em um valor de irradidncia de
17k, (Boptimum = 1/ky)., A eficiéncia fotossintética méaxima
(a) € a inclinagdo inicial da curva em E = 0 (oo = ETRmax .
e . k,). Portanto, para a obtencdo dos parametros
fotossintéticos (Eqptimum, ETRmax € @), nota-se uma relagdo
direta entre as duas constantes (A, k,) obtidas a partir desta
equagdo. No presente estudo, os valores ajustados para
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constantes (A) e (k,) foram determinados utilizando a
equagdo descrita por Gloag et al. (2007).

Segundo Ritchie (2008), o modelo de curva
Waiting-in-line ¢ um 6timo modelo para plotar curvas de
Fotossintese (P) versus Irradiancia (E), mesmo quando os
valores de irradiancia supra-6tima ndo sdo incluidos. Esta
curva apresenta parimetros que podem ser comparados aos
obtidos em outros modelos como Michaelis-Menten,
saturagdo exponencial e tangente hiperbolica, todos estes
com assimptotica sob luz infinita ndo levando em conta a
regido da curva chamada de irradiancia supra-6tima, onde
ocorre o decaimento da ETR em resposta aos altos niveis
de irradidncia. O modelo capaz de descrever a fotossintese
em irradiancia subotima, 6tima e supra-6tima ¢ superior
aos modelos que ndo os fazem. O modelo de Michaelis-
Menten, muito utilizado na enzimologia, tem suas
justificativas para ser utilizado como um modelo
potencialmente util para as reacdes de luz da fotossintese,
porém as reacdes que ocorrem durante o processo de
fotossintese envolvem muitas enzimas dispostas em uma
série complexa. Por esta razdo, ndo ¢ um bom modelo para
o estudo da fotossintese, pois a satura¢do ocorre muito
lentamente e a eficiéncia fotossintética (o) é superestimada
(Ritchie 2008).

Ritchie (2008) trabalhando com diversos
organismos modelo, notou que a utilizagdo do modelo de
equacdo Waiting-in-line para plotar graficos (P) versus (E),
gerou dados muito proximos a realidade e também
proximos aos dados obtidos com outros modelos
matematicos como saturacdo exponencial e tangente
hiperbdlica. J&4 com o modelo Michaelis-Menten, ele notou
que os parametros ETR .« € a eficiéncia fotossintética (o)
foram superestimados.

A interpretacdo cuidadosa dos dados obtidos
através de uma curva rapida de luz (RLC) pode fornecer
uma visdo detalhada a respeito da cinética da fotossintese
em plantas submetidas aos diferentes tipos de estresse,
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como o evidenciado no presente estudo. Para a
caracterizagdo ecofisiologica da capacidade fotossintética
de uma planta, as RLC’s e os pardmetros fotossintéticos,
fornecem informagdes rapidas e interessantes a respeito do
processo (Rascher et al. 2000).

4.6 Analise da concentracao de malato foliar

Na espécie Elaphoglossum Iuridum, os resultados
obtidos no presente trabalho ndo demonstram evidéncias
do metabolismo CAM, pois ndo houve diferenga
significativa na concentragdo de malato entre noite/dia
entre o tratamento controle, estresse hidrico e ABA (Fig.
16), indicando a auséncia de acidificacdo noturna nas
frondes desta espécie. Plantas que apresentam o
metabolismo CAM sdo caracterizadas por abrirem os
estomatos durante a noite, fixar o CO, atmosférico durante
o periodo noturno e por apresentar flutuagdes diurnas no
contetido de malato vacuolar (Kluge & Ting 1978).
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Figura 16 - Flutuacdo diaria (06h00min — 18h00min) na
Concentracdo de Malato em frondes de Elaphoglossum
luridum em trés diferentes tratamentos: Controle, Estresse
Hidrico e aplicacdo de ABA. Letras iguais acima das
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barras indicam equidade entre os horarios das coletas de
um mesmo tratamento p<0,05. Média £ DP (h = 3).

Outro aspecto a ser considerado € a concentragdo
do malato encontrado na espécie E. luridum que parece ser
muitas vezes inferior a concentracdo encontrada em
plantas que apresentam o metabolismo CAM (Chu et al.
1990; Freschi et al. 2010a; Freschi et al. 2010b) e também
a obtida neste estudo para a espécie Vittaria lineata (Fig.
17). Possivelmente, a baixa concentragdo de malato
encontrada nas folhas de E. luridum faz parte do
metabolismo respiratério, onde o malato sofre acdo da
malato desidrogenase, originando NADH', a partir do
NAD’, ocorrendo assim a regenera¢do do oxaloacetato.
Reforgando esta hipdtese, nota-se uma redugdo na
concentracdo de malato nas plantas tratadas com ABA (10
uM) durante quinze dias. A aplicagdo exogena de ABA
leva ao fechamento estomatico e dificulta as trocas
gasosas, podendo diminuir as taxas fotossintéticas e
respiratérias e por consequéncia, alterar negativamente a
sintese de macromoléculas (Downton et al. 1988).

200
I
150
s
=]
'_r: ED 100 W 06:00
=]
2 g 18:00
=2
50
0 D
E. luridum V. lineata

Figura 17 - Flutuacdo diaria (06h00min — 18h00min) na
Concentracdo de Malato em frondes dos esporofitos de
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Elaphoglossum luridum e Vittaria lineata sob o tratamento
Controle. Média + DP (n = 3).

Na espécie V. lineata, as plantas submetidas ao
tratamento  controle ndo  apresentaram  diferencga
significativa no conteudo de malato entre as amostras
coletadas as 06hOOmin e as 18h00Omin (Fig. 18),
apresentando um baixo valor de AMalato (0,65 pm g
MS) (Fig. 19). Este resultado ndo demonstra evidéncias do
metabolismo CAM nas plantas submetidas ao tratamento
controle. Por outro lado, quando as plantas foram
submetidas ao estresse hidrico por sete dias e aplicacdo
exogena de ABA (10 uM) por um periodo de quinze dias,
um aumento nas concentracdes de AMalato foi
evidenciado (Fig. 19), ou seja, ocorreram diferencas
significativas entre noite-dia nas concentragdes de malato
em ambos os tratamentos de estresse, demonstrando uma
acidificacdo noturna e revelando uma regulagdo positiva
do metabolismo CAM em resposta aos diferentes tipos de
estresse.
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Figura 18 - Flutuacdo diaria (06h00min — 18h00min) na
Concentracdo de Malato em frondes de Vittaria lineata em
trés diferentes tratamentos: Controle, Estresse Hidrico e
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aplicacdo de ABA. Médias seguidas de letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os horarios das
coletas de um mesmo tratamento p<0,05. Média + DP (n =
3).

Nas folhas das plantas submetidas ao estresse
hidrico e ao tratamento com a aplicacdo de ABA, a
diferenga na concentracdo noite-dia de malato (AMalato)
foi 140 e 187 vezes maior, respectivamente (Fig 18).
Portanto, em relagdo as plantas controle, as plantas tratadas
com ABA demonstraram o maior acumulo no conteudo de
malato durante o periodo noturno, indicando uma alta taxa
de fixacdo noturna de CO, atmosférico. O acumulo de
malato durante o periodo noturno ¢ uma evidéncia da
presenga do metabolismo CAM (Chu et al. 1990, Cushman
& Borland 2002, Rut et al. 2008, Freschi et al. 2010).

Rut et al. (2008) analisando o conteudo de malato
em gametofitos, folhas da cobertura e folhas férteis de
Platycerium bifurcatum (Cav.) C. Chr., uma samambaia
epifita, verificaram que nas frondes da cobertura, a
concentracdo de malato (AMalato) é aproximadamente
quatorze vezes maior, quando comparada a concentracio
obtida em gametofitos e frondes férteis, sendo o
metabolismo CAM evidenciado apenas nas frondes da
cobertura.

Assim, foram encontradas evidencias da
possibilidade de alteracdo do modo de fixacdo de carbono
da via C3 para o CAM, em resposta ao déficit hidrico e
aplicagdo exdgena de ABA, podendo, com isso, a espécie
V. lineata apresentar o metabolismo CAM facultativo. As
plantas que apresentam este comportamento sdo chamadas
de CAM facultativas, em contraste com as plantas CAM
obrigatdrias, onde a expressdo do metabolismo ndo
depende de fatores ambientais ou de desenvolvimento
(Chu et al. 1990). O emprego da op¢do facultativa do
metabolismo CAM permite as plantas aumentarem as taxas
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de crescimento em condigdes favoraveis através da
assimilagdo de carbono via C3, e enfrentar condi¢des de
estresse através da mudanca no modo de assimilagdo do
carbono de C3 para CAM (Chu et al. 1990). Durante a
transicdlo C3 — CAM em plantas CAM facultativas
ocorrem diversas alteragdes, dentre elas: incremento na
atividade de enzimas chave da via C4 (PEPC), abertura
noturna dos estdmatos com consequente assimilagdo de
CO; e flutuagdo na acidez foliar e no conteudo de malato
(Chu et al. 1990, Freschi et al. 2010b).
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Figura 19 - Flutuagdo diaria de Malato (AMALATO) em
frondes de Vittaria lineata em trés diferentes tratamentos:
Controle, Estresse Hidrico e aplicacdo de ABA. Médias
seguidas de letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos p<0,05. Média + DP (n =
3).

Neste estudo, também foi demonstrado que a
aplicagdo de ABA exdgeno, em concentra¢des
micromolares, pode ser um substituto do estresse hidrico
na indugdo do metabolismo CAM na espécie V. lineata.
Comportamento semelhante também foi observado por
Chu et al. (1990) na espécie facultativa,
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Mesembryanthemum crystallinum L., onde a aplicagdo de
ABA substituiu o estresse hidrico e salino na indugdo do
metabolismo CAM.

Freschi et al. (2010a) trabalhando com o controle
hormonal na indugdo do metabolismo 4cido das
crassulaceas (CAM) em plantas jovens de Ananas comosus
L., notaram o mesmo comportamento obtido no presente
estudo para a espécie V. lineata, entre plantas controle e as
plantas tratadas com ABA (10 pm), pois  ambas
mantiveram o CRA estavel, indicando que a redu¢do no
CRA ndo ¢ necessaria para estimular a expressdo do
metabolismo CAM em resposta a aplicagdo de ABA
exogeno. Reforgando este fato, V. lineata sob tratamento
de estresse hidrico, ndo apresentou diferenga significativa
em seu CRA, contudo expressou CAM (Fig. 18).

Muitas espécies CAM facultativas passam por
periodos intermitentes e imprevisiveis da seca, como € o
caso de espécies epifitas, sugerindo que a modulacio
dinamica de carboxila¢do C3 - C4 durante o ciclo diurno ¢é
uma peca chave no desempenho fisiologico destas
espécies. Em condi¢des naturais, a abordagem de
marcagdo isotdpica, demonstrou que as mudancas no
metabolismo C3 - C4 ocorrem em uma base didria em
resposta a mudangas ambientais, tais como disponibilidade
de 4gua e altos niveis de irradiancia (Roberts et al. 1997).

Uma das adaptagdes mais importantes de algumas
samambaias epifitas em resposta ao déficit hidrico é a via
metabolica do metabolismo acido das Crassuldceas
(CAM). Ela permite a assimilagio de CO, mesmo em
condig¢des de deficiéncia hidrica e/ou sob altas irradiancias
(Benzing 1986). Assim, as plantas CAM exibem uma
forma altamente especifica para concentrar o CO,,
permitindo um aumento na eficiéncia no uso da agua. O
CO, entra no mesofilo através dos poros estomaticos,
abertos predominantemente durante a noite, e ¢ fixado na
reagdo catalisada pela fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC) no citosol (Taiz & Zeiger 2010). Esta enzima
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combina-se com fosfoenolpiruvato (PEP), levando a
formagdo de oxaloacetato (OAA). O oxaloacetato entdo ¢
reduzido ao acido malico, o qual é acumulado nos
vacuolos durante a noite (Luttge 1993). No periodo de
transi¢do noite-dia, os estdmatos se fecham e gradualmente
comeca um efluxo de malato dos vactolos (Luttge 1993).
A descarboxilacdo do malato ocorre através de enzimas
malicas ou via OAA pela PEP carboxiquinase (PEPCK)
resultando em piruvato ou PEP e CO,. Em consequéncia a
esses fatos ocorrem alteragdes (dia/noite) nas
concentracdes de malato (AMalato) (Taiz e Zeiger, 2010).

A suculéncia foliar parece ser um pré-requisito
aparente para a expressao do metabolismo CAM uma vez
que muitos estudos indicaram uma forte correlacdo entre a
espessura da folha e a magnitude da acumulagdo noturna
de acido malico (Borland et a/, 1998). Segundo os dados
da morfologia foliar de E. luridum e V. lineata obtidos no
presente estudo, a espessura foliar média ¢ de 0,545 e
1,054 mm, respectivamente. Observando o CRA obtido
para cada espécie, nota-se uma maior concentragao relativa
de agua na espécie V. lineata (Fig. 8 e 9), corroborando
com os dados obtidos por Borland et al. (1998). Segundo
Rut et al. (2003), em Platycerium bifurcatum (Cav.) C.
Chr., as folhas que produzem os esporos sdo as principais
responsaveis pela fotossintese, cuja epiderme € coberta por
tricomas que diminuem a perda de agua. Ja as folhas da
cobertura apresentam até 95% de agua por unidade de
massa fresca, sendo as unicas capazes de realizar o
metabolismo CAM (Rut et al. 2002).

Outra aparente necessidade para 0
desenvolvimento do metabolismo CAM, sugerida por
Jones (1975) ¢ o tamanho do vacuolo e a necessidade de
atingir um tamanho critico para obter a capacidade de
expressar o CAM. A idade da folha também parece ser
importante, como observado por Libik et al. (2004) na
espécic  halofita  facultativa  Mesembryanthemum
crystallinum L.. Sob estresse hidrico ou salino, a expressao
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do metabolismo CAM ¢é dependente da idade, pois apds
um determinado periodo de desenvolvimento (4-5
semanas), foi identificada a acidificagdo noturna. As
plantas E. luridum e V. lineata nos diferentes tratamentos
deste estudo foram coletadas em seus respectivos habitats
naturais, devido a falta de protocolos para germinacdo de
esporos destas espécies e a lentiddo do desenvolvimento de
esporofitos obtidos a partir de esporos. As plantas foram
coletadas seguindo um padrdo de tamanho, porém suas
idades eram desconhecidas. Devido a este fato, essas
plantas foram mantidas em aclimatacdo por um periodo
minimo seis meses como o descrito por Ong et al. (1986).

Além de servir como um meio de armazenamento
de CO,, a acumulag¢do noturna de acidos organicos e o
aumento concomitante da pressdo osmotica dos vacuolos
tém sido propostos como mecanismos de manutengdo de
agua nas folhas (Smith & Liittge 1985). A acumulagdo de
acidos organicos, em resposta a uma limitacdo de agua,
representa um possivel mecanismo para o ajuste osmotico,
com o metabolismo CAM como resultado final desta
adaptacdo. Isto parece um cendrio plausivel nessas
espécies (M. crystallinum) onde alteragdes durante o ciclo
dia/noite em acidos orgénicos induzidas por limitagdo de
agua sdo acompanhadas por um aumento global nos niveis
de 4cidos organicos foliares (Herppich et al. 1995).

A acumulagdo e remobilizacdo de acido malico
por um periodo maior que um dia, alteram as trocas
gasosas, influenciam a eficiéncia fotossintética no uso da
luz, constituindo assim, uma fun¢do ecofisiologica direta
para a sobrevivéncia das plantas CAM em ambientes
xéricos (Liittge 1987).

O metabolismo CAM ja foi descrito em diferentes
espécies de 328 géneros incluidas em 33 familias (Winter
& Smith 1996). Na familia Polypodiaceae, o metabolismo
CAM foi encontrado em cinco espécies do género
Pyrrosia, P. confluens R., P. dielsii C., P. lanceolata F., P.
piloselloides L. e P. longifolia B. e uma espécie no género
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Platycerium, Platycerium bifurcatum (Hew & Wong 1974,
Wong & Hew 1976, Winter et al. 1983, Sinclair 1984,
Ravensberg and Hennipmam 1986, Rut et al. 2008).
Apenas a acidez titulavel foi encontrada em uma espécie
de Dictymia J. Sm. (Griffiths 1989) e na espécie V. lineata
(Carter & Martin 1994). Recentemente duas espécies da
familia Vittariaceae (Vittaria flexuosa Fée e Anetium
citrifolium (L.) Splitg.) apresentaram algumas evidencias
do metabolismo CAM (Martin et al. 2005).

Os dados de acidez titulavel podem ndo ser
suficientes para comprovar a presenca do metabolismo
CAM, pois outras substincias além do malato podem estar
influenciando o pH das amostras. Apos Carter & Martin
(1994) ter encontrado uma pequena flutuacdo diaria na
acidez titulavel na espécie V. lineata, outros estudos foram
feitos para tentar comprovar a presenga do metabolismo
acido das crassulaceas nesta espécie.

Zotz & Ziegler (1997) estudando a ocorréncia do
metabolismo acido das crassulaceas em diferentes epifitas
vasculares em uma floresta central no Panama, verificaram
através da isomeria do "°C a presenga do metabolismo C3
na espécie V. lineata. Esses autores analisaram a isomeria
de vinte ¢ uma espécies da familia Polypodiaceae, entre
elas a espécie V. lineata, e concluiram que nenhuma
espécie desta familia apresentava o metabolismo CAM.
Zotz (2004) ainda relaciona a espécie V. lineata como uma
espécie C3.

Corroborando os dados obtidos por Zotz & Ziegler
(1997), Martin et al. (2005) estudando a ocorréncia do
metabolismo CAM em samambaias epifitas, com énfase na
familia Vittariaceae, verificaram a auséncia de acidificacao
noturna nas folhas da espécie V. lineata. Apods este
resultado, Martin et al. (2005), decidiram aprofundar os
estudos na espécie e realizaram novos experimentos
analisando a acidez titulavel e as trocas gasosas, onde
mesmo sob estresse hidrico as plantas ndo apresentaram
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acumulo de acidez noturna ¢ fixagdo de CO, durante este
periodo.

Observando os resultados obtidos por Carter &
Martin (1994), Martin et al. (2005) atribuiram a diferenga
entre os resultados destes dois trabalhos a caracteristica
esporadica da presenga do metabolismo CAM na espécie
V. lineata. As taxas foliares de isotopos de carbono para
muitas plantas CAM facultativas, tendem a apresentar
valores que indicam a presenca do metabolismo C3,
valores que sdo relativamente constantes em toda uma
gama de condi¢des ambientais (Griffiths 1992).

Portanto, observando os fatos, pode-se concluir
que todas as controvérsias discutidas a respeito do tipo de
metabolismo fotossintético da espécie V. lineata (Carter &
Martin 1994, Zotz & Ziegler 1997, Zotz 2004, Martin et
al. 2005) se devem a possivel presenga do metabolismo
CAM facultativo, dificultando a interpretacdo dos dados e
necessitando de metodologia especifica.

Em concentragoes elevadas de CO, atmosférico,
algumas espécies CAM demonstram um aumento médio
de biomassa de aproximadamente 35%, valor normalmente
observado em muitas espécies C3 (Drennan & Nobel
2000). As tendéncias atuais demonstram o aumento de CO,
na atmosfera, associado ao aquecimento global,
juntamente com aumentos previstos em regides aridas do
planeta, levantam a possibilidade de que captacdo liquida
de CO,, a alta produtividade ¢ a grande quantidade de
possiveis habitats para espécies CAM, refor¢ardo o papel
destas plantas no futuro (Cushman & Borland 2002).
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5. CONCLUSOES

Os estudos morfologicos de Elaphoglossum
luridum e Vittaria lineata mostraram que os individuos
analisados apresentam caracteristicas relacionadas as
condi¢des  xéricas ligadas ao habito epifitico,
possibilitando interpretagcdes a cerca da adaptagdo destas
plantas as peculiaridades do ambiente onde ocorrem. Em
ambas espécies destacam-se como caracteristicas
xeromorficas, relacionadas a economia hidrica: suculéncia
da lamina foliar, cuticula espessa e estOmatos restritos a
face abaxial. Em E. luridum ocorre a presenca de tricomas
do tipo escama, em ambas as faces foliares. V. lineata
apresenta estomatos restritos ao interior dos sulcos
lineares, permitindo a criagdo de um microclima imido. As
caracteristicas estruturais encontradas em ambas espécies
relacionam-se com adaptacdes que favorecem a economia
hidrica.

Os estudos fisiologicos evidenciaram aspectos
xéricos nas espécies estudadas, pois, em ambas as
espécies, o tratamento de estresse hidrico e aplicagdo de
ABA, ndo ocasionaram alteragdes no CRA das frondes,
quando comparados ao tratamento controle. Apesar de ndo
haver alteragdes significativas no CRA nas plantas
submetidas aos estresses induzidos, notaram-se alteragdes
na concentragdo das clorofilas a e b e consequentemente,
redu¢do nos pardmetros fotossintéticos (o, Eoptmum €
ETR.x). Estes resultados demonstram a prioridade destas
plantas em manter o equilibrio hidrico mesmo em
condigdes adversas. Quanto a concentragdo de acido
malico foliar, a espécie E. [uridum ndo apresentou
acidificacdo noturna em nenhum dos tratamentos. Ja a
espécie V. lineata apresentou acidificacdo noturna somente
nos tratamentos de estresse induzido, indicando evidéncias
do metabolismo CAM facultativo para a espécie, a
primeira espécie Polypodiaceae a apresentar este
comportamento. Também foi demonstrado que a aplicagdo
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exogena de ABA pode substituir o tratamento de estresse
hidrico durante a tentativa de inducdo da expressdo do
metabolismo CAM e que o mesmo pode ser induzido
mesmo que nao ocorra redugcdo no CRA nas frondes de V.
lineata.
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