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RESUMO

Plantas tolerantes a dessecacdo sdo capazes de sobreviver a perda excessiva de agua
e estdo adaptadas as condicdes indspitas dos afloramentos rochosos, onde podem atuar
como plantas pioneiras. Diante das previsdes de mudangas climaticas, o conhecimento
sobre as alteragdes estruturais que ocorrem durante os periodos de dessecacdo e
revivescéncia das espécies tolerantes e colonizadoras de ambientes adversos é primordial
para desenvolver estratégias de conservacdo e para manutencao destes ecossistemas. Este
trabalho tem como objetivo conhecer as alteragcbes ultraestruturais das folhas de
Barbacenia purpurea Hook. (Velloziaceae), uma espécie pioneira e tolerante a dessecacdo
encontrada nas montanhas rochosas do estado do Rio de Janeiro. Para tanto, plantas de B.
purpurea com um ano, obtidas a partir de sementes coletadas no Morro da Urca, foram
submetidas a desidratacdo por até 180 dias e reidratacdo mensal. Para analise de curso de
tempo das mudancas estruturais, folhas de cada periodo de dessecacdo e reidratacdo foram
fixadas, incluidas em resina e visualizadas ao microscopio optico e de transmissdo. No
estado hidratado, as folhas de B. purpurea apresentaram células da epiderme e do
paréngquima com as suas organelas tipicas e um unico vacuolo central. No parénquima, 0s
cloroplastos evidenciaram tilacéides e grana bem definidos. Entre o primeiro e o sétimo
dias de suspensdo da irrigacdo (DSI) ndo foram observadas alteracGes estruturais em
relacdo a planta hidratada. No entanto, apds 21 DSI as paredes celulares da epiderme e do
parénquima formaram dobras, o citoplasma tornou-se plasmolisado, o vacuolo central
fragmentou-se, as cristas mitocondriais ndo foram visualizadas e os plastos do parénquima
tornaram-se dessicoplastos. ApOs submetidas a reidratacdo, as folhas desidratadas
apresentaram recuperacao estrutural. Nas folhas com 30 DSI, o inicio da recuperacao
ocorreu apos 12 horas de reidratagdo (HR), o que foi observado ap6s 24 HR nas folhas
com 60 DSI, enquanto nas folhas com 90 DSI e 120 DSI a recuperacdo foi observada
somente apos 48 HR. Nas plantas com 150 DSI, a recuperacéo foi iniciada ap6s 72 HR e
com 180 DSI as folhas ndo se recuperaram. Estes resultados indicam que o tempo de
imposicdo de seca reduz a velocidade de recuperacdo da organizagéo celular e estas plantas

de B. purpurea sao tolerantes a dessecacéao por até 150 dias de suspensao da irrigagéo.

Palavras-Chave: Pleurostima purpurea, Pecilohidrica, subcelular, cloroplastos,

dessecacéo, inselbergs.
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ABSTRACT

Desiccation-tolerant plants are able to survive extreme water loss, and are adapted to
the inhospitable conditions on rock mountains, where they may act as pioneer plants. Due
to climate changes, understanding the structural changes that take place during desiccation
and recovery periods of tolerant species colonizing harsh environments is of prime
importance to establish strategies on conservation and maintenance of such ecosystems.
This work aims to elucidate the ultrastructural changes in leaves of Barbacenia purpurea
Hook. (Velloziaceae), a pioneer desiccation-tolerant species that occurs on rock outcrops
in the state of Rio de Janeiro. For this purpose, one-year-old plants of B. purpurea, grown
from seeds collected in Morro da Urca, were subjected to dehydration for up to 180 days
and rehydrated monthly. For time course analysis of structural changes, leaves from each
period of dehydration and rehydration were fixed, embedded in resin and viewed by both
optical and electron transmission microscopes. The hydrated leaves of B. purpurea showed
both epidermal and parenchyma cells with their typical organelles and one central vacuole.
In the parenchyma, chloroplasts presented well-defined thylakoids and grana. Between the
first and the seventh day of water withholding (DWW), there were no structural alterations
compared to the hydrated plant. However, after 21 DWW, the epidermal and parenchyma
cells formed folded walls, plasmolyzed cytoplasm, the central vacuole became fragmented,
the inner mitochondrial membrane were not observed and in the parenchyma, the plasts
became desiccoplasts. The rehydrated leaves recovered their structures. In leaves from 30
DWW, recovery begins after 12 hours of rehydration (HR), which begins after 24 HR in
leaves from 60 DWW, while leaves with 90 DWW and 120 DWW recovered only after 48
HR. In plants submitted to 150 DWW recovery starts after 72 HR and after 180 DWW the
leaves do not recover upon rehydration. These results indicate that the time of drought
imposition reduces the speed of structural cell recovery and that these one-year-old plants
of Barbacenia purpurea remain viable after 150 days of water withholding.

Key-words: Pleurostima purpurea, poikilohydric, subcellular, chloroplasts,

desiccation, inselbergs.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. O FENOMENO DA DESSECACAO E AS ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA
EM PLANTAS

A conquista do ambiente terrestre pelas plantas foi possivel gragas a estratégias
adaptativas, influenciadas pela grande diversidade de variaveis ambientais e flutuagdes
climaticas, que contribuiram para a sobrevivéncia aos periodos de seca ou de
disponibilidade irregular de agua durante todo o seu ciclo de vida (PROCTOR e TUBA
2002, GRANT et al. 2017).

Em casos extremos, nos ambientes aridos e quentes, as espécies estdo adaptadas as
condi¢des de alta evaporagdo associadas a uma precipitagdo baixa e irregular (LEAL et al.
2005). Em contraste, algumas espécies vegetais sao capazes de sobreviver a temperaturas
extremamente reduzidas a 2800 metros acima da superficie do mar (POREMBSKI e
BARTHLOTT 2000).

Diante dos efeitos de mudancas climéaticas, que devem envolver longos periodos de
estiagem e elevagdo da temperatura média, estima-se que a alteracdo na distribuicdo de
organismos possa determinar a extingao de espécies da flora e da fauna (WALTHER et al.
2002, ROOT et al. 2003, THOMAS et al. 2004, ANDERSON 2016). Além dos prejuizos a
biodiversidade selvagem, as alteragdes climaticas também deverdo afetar a producdo
agricola devido a impossibilidade de sobrevivéncia de algumas espécies mais sensiveis a
ambientes hostis, com a possibilidade de uma grave crise no consumo mundial de
alimentos (BARTELS e SALAMINI 2001, MESQUITA et al. 2016).

Entre as adaptagdes que permitem a alguns grupos de plantas sobreviver em
ambientes restritos ou severos, trés tipos de estratégias sdo reconhecidos: a fuga, o retardo
e a tolerancia a seca (BEWLEY 1979, ROSSETTO 1997). A estratégia de sobrevivéncia da
planta por “fuga” ou “escape” da seca ¢ caracteristica das plantas terofitas, que completam
seu ciclo de vida rapidamente, encerrando-o com a producdo de sementes, que germinarao
guando as condigoes favoraveis forem restabelecidas (RAUNKIAER 1934, CAIN 1950,
BEWLEY 1979, FARRANT e MOORE 2011). Também ¢ observada a forma de vida
geodfita, que se caracteriza pela senescéncia das partes aéreas da planta enquanto a parte

subterranea permanece viavel durante a estacdo seca, como ocorre em bulbos, tubérculos

ou rizomas (CAIN 1950, ROSSETTO 1997).
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A estratégia de “retardo da seca” consiste na prote¢do através do investimento na
formagao de estruturas ou mecanismos que dificultam ou impecam a dessecagdo. As
espécies xerofitas, por exemplo, podem ser revestidas por depdsitos de cuticula e ceras
epicuticulares impermeaveis (LI et al. 2007, DAWALIBI 2012), e apresentar uma relagdo
inversa entre a espessura da cuticula e a taxa de perda de agua (RISTIC e JENKS 2002).
Associada a estes componentes também é observada a suculéncia, a qual pode representar
a presenca de reserva de agua em plantas de ambientes com restricdo hidrica (MALES e
GRIFFTHS 2017), ou a ocorréncia de tricomas, cuja morfologia variada reduz a perda de
agua pela transpiracdo, podendo refletir a luz excessiva dependendo de sua posi¢ao (ROTH
1984, BOLHAR-NORDENKAMPF e DRAXLER 1993, ELKAMALI et al. 2016).

Em algumas espécies, a condi¢gdo de "retardo” deve-se ao dobramento da lamina
foliar, devido a presenca de células buliformes na epiderme. Essas células sao maiores,
quando comparadas as demais células epidérmicas e a perda do seu turgor induz ao
dobramento da folha (REDMANN 1985).

Quanto a sua fisiologia, as plantas que apresentam retardamento da seca podem
apresentar as trés vias fotossintéticas conhecidas como vias C3, C4 e CAM. O mecanismo
C3 é menos frequente nas plantas com "retardo", embora mais comum no reino vegetal e
caracterizado pela carboxilagao inicial do gas carbonico (CO,) para formar acido
fosfoglicérico, um acido com trés carbonos, durante o ciclo de Calvin (CERLING et al.
1993). Na via C4, o gas carbonico reage com o fosfoenol piruvato para formar o éacido
malico ou 4cido aspartico, e nas células da bainha dos feixes ocorre liberagdo do CO;
utilizado nas reagdes do ciclo de Calvin (HATCH 1987). A fotossintese do tipo C4 permite
o uso mais eficiente da agua, principalmente devido ao mecanismo de concentracdo do
CO,, que atua reduzindo a fotorespiragdo, e ¢ mais frequente nos vegetais que evoluiram
em ambientes sujeitos a altas temperaturas e irradiagdo (HATCH 1987, EHLERINGER et
al. 1991, SCHULZE et al. 1996, SAGE et al. 2004, WAY et al. 2014). A terceira via
fotossintética € representada pelo sistema CAM (Crassulacean acid metabolism),
frequente nas plantas suculentas de ambientes aridos e caracterizado pela separacdo
temporal entre a realizacdo da fotossintese e o sequestro do carbono atmosférico. Esta via
possibilita uma economia de agua através dos estomatos que se abrem durante a noite,
capturando o gas carbdnico sem que haja perda significativa de agua pela transpiragao
(JEFFREY 1987, PROCTOR e TUBA 2002, BARTLETT et al. 2014).
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Na estratégia de “tolerdncia a seca”, algumas plantas sdo capazes de suportar uma
moderada desidratagdo, mantendo um elevado conteudo interno de agua (HOEKSTRA et
al. 2001), enquanto um outro grupo mais restrito apresenta o mecanismo de tolerancia a
dessecagdo. As plantas tolerantes a dessecac¢do quando sofrem uma desidratagdo intensa,
entram em anabiose ou anidrobiose, e sdo capazes de tolerar a seca extrema, recuperando-
se apds a reidratagao (WALTER 1955, KEILIN 1959, BEWLEY 1979, CROWE et al.
1992, ALPERT 2005).

De uma forma geral, os esporos, grdos de polen e sementes sdo resistentes aos
periodos de baixa disponibilidade de dgua, enquanto a parte vegetativa da grande maioria
das plantas ¢ sensivel (PROCTOR e TUBA 2002). Assim, durante a falta de agua, 0S
tecidos e 6rgdos sensiveis sofrem danos irreversiveis (TOLDI et al. 2009).

A parte vegetativa de representantes das Briofitas, Pteridofitas, e algumas
Angiospermas apresentam adaptacdes que garantem grande tolerancia ao estresse hidrico
(GAFF 1971, GAFF 1977, RAVEN 1999, PROCTOR e TUBA 2002, FARRANT e
MOORE 2011). Em alguns casos, células de determinados 6rgaos ou tecidos podem sofrer
morte celular programada em detrimento do organismo como um todo (ROSSETTO 1992,
LIU et al. 2007, WILLIAMS et al. 2015). Em Eragrostis nidensis, as plantulas e as folhas
externas de plantas com filotaxia em roseta sdo sensiveis a dessecacdo, enquanto as
sementes e as folhas mais internas sdo tolerantes (WILLIGEN et al. 2003).

De acordo com as adaptagdes a oscilagdo da disponibilidade de &gua, as plantas
podem ser pecilohidricas, ou seja, tolerantes a dessecacdo e homeohidricas, quando sdo
sensiveis a este estado fisiologico (WALTER 1931, WALTER 1955, RAVEN 1999,
PROCTOR e TUBA 2002). O termo pecilohidricas foi inicialmente aplicado aos vegetais
criptogamicos (algas, briofitas, fungos e liquens), primeiros grupos taxondémicos onde a
capacidade de tolerancia a dessecagdo foi registrada, enquanto o termo homeohidricas foi
utilizado para designar os demais vegetais fanerogamicos, cuja tolerancia nédo era
inicialmente conhecida (WALTER 1955).

A divisdo entre pecilohidricas e homeohidricas pode ndo representar casos opostos,
mas sim um gradiente de possibilidades que, em conjunto, conferem uma ou outra
condi¢cdo fisioloégica de adaptacdo. Desta forma, uma planta pode ser homeohidrica e

apresentar caracteristicas pecilohidricas, quando for necessario a sua sobrevivéncia

(PROCTOR e TUBA 2002).
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1.2. ARESPOSTA DE PLANTAS SENSIVEIS

Em plantas sensiveis a dessecagdo, ou homeohidricas, o estresse causado pela falta
de agua acelera a senescéncia e a posterior abscisdo das folhas, podendo assim contribuir
para a reducdo de area foliar e consequente redugdo no gasto energético em condigoes
desfavoraveis (RIVERO et al. 2007, GAUR et al. 2008, MININA et al. 2013).

Morfologicamente, quando expostas a seca, as plantas sensiveis podem apresentar
uma tor¢ao nas laminas foliares e mudancgas na coloragdo das folhas (ROSSETTO 1997). A
perda de agua excessiva dd origem a uma série de danos permanentes as células e aos
tecidos, acarretando um estresse mecanico pela saida de 4gua do vacuolo e do citoplasma,
e promovendo uma tensdo na membrana plasmatica, que Se rompe causando a morte
(DACE et al. 1998, BHATT et al. 2009). No citoplasma sdo observados vactolos pequenos
e irregulares, a membrana do nucleo pode perder sua integridade e a cromatina pode
apresentar areas de condensagdo como observado em Barbacenia gentianoides
(ROSSETTO 1997).

Nestas plantas, os cloroplastos no estado dessecado podem evidenciar contorno
integro com forma arredondada ou membrana externa rompida, uma vez que nao
apresentam mecanismos para protecao durante o estresse. Quando integros, seus tilacoides
permanecem bem definidos e com grana dilatado, como observado em Barbacenia
gentianoides e Pisum sativum (SHERWIN e FARRANT 1996, ROSSETTO 1997). As
mitocondrias podem ndo sofrer grandes modificacdes em relagdo aquelas observadas nas
plantas hidratadas ou serem dificilmente identificadas, apresentando cristas reduzidas e
pouco desenvolvidas (ROSSETTO 1997).

Durante a desidratagdo e a reidratacdo, as folhas de plantas sensiveis apresentam uma
forte perda de eletrdlitos, indicando que a membrana plasmatica das células foi
permanentemente afetada durante a seca (SHERWIN e FARRANT 1996, GEORGIEVA et
al. 2005). Nestas plantas, a sensibilidade a perda excessiva de agua pode reduzir de 30% a
70% o conteido de pigmentos fotossintéticos (SHERWIN e FARRANT 1996,
GEORGIEVA et al. 2005).
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1.3. A TOLERANCIA A DESSECACAO

As plantas pecilohidricas, também conhecidas como plantas da ressurreigdo,
possuem capacidade de suportar a perda de 80% a 90% do seu conteudo relativo de agua
celular e, posteriormente, retomar o funcionamento normal de suas atividades fisiologicas,
com o restabelecimento das condigdes hidricas favoraveis (WALTER 1931, WALTER
1955, GAFF 1971, GAFF 1972, BEWLEY 1979, TUBA 2008).

A tolerancia a desseca¢do ¢ comum em Briofitas e, menos frequente, em plantas
vasculares, grupo no qual existem relativamente poucas Angiospermas com tolerancia
vegetativa a dessecagdo, embora estudos recentes indiqguem o aumento de representantes
com esta caracteristica (GAFF 1971, PROCTOR 1990, OLIVER et al. 2005, MOORE e
FARRANT 2015). Em Angiospermas, o carater pecilohidrico ¢ observado em diferentes
familias, onde se destacam as Scrophulariaceae, Myrothamnaceae, Cyperaceae, Poaceae e
Velloziaceae (GAFF 1971, GAFF 1977). As Velloziaceae representam o maior nimero de
espécies tolerantes, principalmente os géneros Xerophyta e Vellozia (MEGURO et al.
1977, HALLAM e GAFF 1978a, GAFF 1987, ROSSETTO 1992, ROSSETTO 1997).

Durante a fase de dessecacao, algumas substancias podem ser acumuladas em 6rgaos
especificos, possibilitando a recuperacdo estrutural e até mesmo o desenvolvimento de
folhas novas. Em Pitcairnia burchellii, os rizomas acumulam amido durante a dorméncia,
e na graminea Oropetium thomaeum, houve um aumento na estocagem de corpusculos
lipidicos, representando uma provavel fonte de energia para o restabelecimento do
metabolismo, como ocorre nas sementes em condi¢Oes de estresse (VANBUREN et al.
2017, VIEIRA et al. 2017a).

O processo de reidratagdo pode ocorrer de duas formas nas plantas tolerantes, pela
via endoidrica, caracterizada pelo fendbmeno de reidratagdo através da absor¢do da agua
pelas raizes, e através da via ectoidrica, em que a agua retorna a planta através da
superficie dos caules e folhas (BUCH 1945, PROCTOR 2000, ZUNIGA-GONZALEZ et
al. 2016). Nas plantas endoidricas 0 tamanho é considerado um fator limitante, uma vez
que a agua transportada pelo xilema depende da pressdo da raiz e da capilaridade (GAFF
1972, GAFF 1977, SHERWIN et al. 1998, SCHNEIDER et al. 2000, ALPERT 2005).
Devido a restricdo do deslocamento da dgua, ndo sdo observadas espécies tolerantes com

mais de trés metros de altura, e possivelmente, esta ¢ uma das razdes pela qual ndo existem
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gimnospermas adultas com capacidade de tolerar a dessecag@o, enquanto as suas sementes

possuem essa caracteristica (ALPERT 2005).

1.3.1. Alteragdes Estruturais e Fisiologicas em Folhas de Plantas Tolerantes a Dessecagao

Algumas caracteristicas sdo comuns as plantas tolerantes a dessecacdo, independente
da espécie. Entre elas, encontram-se o dobramento ou enrolamento da folha e a perda da
coloragdo verde da 1dmina foliar, com a sua substitui¢do pela coloragao amarelo-azulada,
marrom-amarelada, amarelada ou uma leve coloragdo esverdeada (HALLAM e GAFF
1978a, HALLAM e GAFF 1978b, ROSSETTO 1992, AIDAR et al. 2017).

Durante a perda de agua, sdo observados diferentes padrdes de dobramento ou
enrolamento foliar, o que possibilita a redugdo da interagdo da luz com as clorofilas,
interpretado como uma forma de reduzir a producéo de radicais livres prejudiciais a planta
(FARRANT 2007, SUGUIYAMA et al. 2016). Formas caracteristicas de dobramentos
podem ser observadas, como folhas que podem se enrolar, dobrar-se sobre o caule ou
dobrar-se apenas parcialmente ao longo da nervura central (SHERWIN e FARRANT
1998, FARRANT 2000, FARRANT et al. 2003).

As mudangas ultraestruturais que ocorrem lentamente durante a desidratacdo da
planta sdo essenciais para a protecdo celular durante o processo de dessecacdo, além de
prepara-las para o processo de recuperacgdo apos a reidratacdo (ROSSETTO 1992). Uma
dessecacdo rapida pode ser letal, mesmo para as plantas tolerantes (BEWLEY 1979,
MEIRELLES 1990, CRUZ DE CARVALHO et al. 2017).

Nos vegetais, a organizacao das organelas e o grau de preservagao da sua integridade
variam de acordo com a espécie e idade da planta (BERGTROM et al. 1982). As folhas
dessecadas apresentam células da epiderme e parénquimas clorofilianos com as paredes
celulares dobradas como em Xerophyta viscosa, Xerophyta elegans, Selaginella
lepidophylla, Craterostigma wilmsii e Xerophyta plicata (HALLAM e GAFF 19783,
HALLAM e GAFF 1978b, HALLAM e LUFF 1980a, ROSSETTO 1992, PLATT et al.
1997, COOPER e FARRANT 2002) e o citoplasma apresenta-se frequentemente
plasmolisado, como ocorre em Xerophyta viscosa, Xerophyta plicata, Pitcairnia burchellii
(ROSSETTO 1997, VIEIRA et al. 2017b).

Nas folhas submetidas a dessecacdo, os vactiolos tornam-se fragmentados, como

observado em Xerophyta viscosa, Polytrichum formosum, Selaginella lepidophylla,
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Sporobolus stapfianus e em Craterostigma wilmsii (PLATT et al. 1997, DALLA
VECCHIA et al. 1998, FARRANT 2000, COOPER e FARRANT 2002, PROCTOR et al.
2006). Acredita-se que estes pequenos vacuolos sejam responsaveis por criar uma
contrapressao na parede para impedir o colapso e a retracdo da membrana plasmatica
(FARRANT 2000). As mitocondrias podem ndo sofrer alteracdes ou apresentar aumento de
tamanho, mudangas na matriz e suas cristas podem permanecer visiveis ou pouco definidas
(HALLAM e GAFF 1978a, PLATT et al. 1997, DALLA VECCHIA et al. 1998,
PROCTOR et al. 2006).

Os feixes vasculares e as bainhas dos feixes podem ser discretamente alterados
apresentando retragdo lateral ou, ocasionalmente, auséncia de dobras nas paredes celulares
das fibras esclerenquimaticas e dos tecidos vasculares (HALLAM e LUFF 1980a). Em
ambos 0s casos, tais estruturas podem representar uma forma de suporte para a folha
durante a dessecacdo, contribuindo para a rdpida recuperacdo da sua estrutura apds a
reidratagdo (HALLAM e LUFF 1980a, MOORE et al. 2006).

Os plastos nas plantas dessecadas apresentam comportamento variado de acordo com
a espécie, dependendo do habitat em que ocorrem e da extensao do periodo de seca (TUBA
e LICHTENHALER 2011). Os tilacéides mantém sua organizagao estrutural, a exemplo de
Craterostigma wilmsii, Myrothamnus flabellifolia, Xerophyta elegans (SHERWIN e
FARRANT 1996, ROSSETTO 1997), mas podem sofrer altera¢des quanto a organizagdo ¢
ao numero, como observado em Polytrichum formosum e Xerophyta elegans onde foram
verificados espagos entre suas membranas, além de uma redu¢do no numero de plastos
(HALLAM e GAFF 1978b, HALLAM e LUFF 1980b, SHERWIN e FARRANT 1996,
PROCTOR et al. 2006).

1.3.2. O Cloroplasto e a Dessecacao

Nas plantas, a fotossintese ¢ regulada pelo desenvolvimento e por fatores externos
incluindo as situagdes de estresse (HSIAO 1973, CAEMMERER ¢ FARQUHAR 1981). O
processo da fotossintese ocorre nos cloroplastos, organelas constituidas basicamente por
um sistema de lamelas imersas em uma matriz, ou estroma, envolvidos por membrana,
apresentando majoritariamente agua, enzimas, acidos nucleicos, pigmentos, lipidios e

carboidratos. O sistema lamelar ¢ um complexo de duas membranas lipoprotéicas que se
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sobrepdem, formando os tilacdides onde estdo contidas as clorofilas e os carotendides
(MENKE 1962).

A disposic¢ao dos tilacoides pode alterar de acordo com a espécie e tipo de plasto. Os
cloroplastos podem apresentar grana estruturado ou nao (MENKE 1962) ¢ no seu estroma
podem ser observados graos de amido e plastoglobulos, que podem variar de acordo com a
espécie, condigdes ambientais e idade da planta (JENKINS et al. 1993).

Nas membranas dos tilacdides, além das clorofilas, encontram-se enzimas e
carotenoides. As moléculas de clorofilas localizam-se proximas as enzimas, de forma a
permitir a transferéncia de energia entre os fotossistemas. Os carotendides, pigmentos
acessorios a fotossintese, desempenham o papel de pigmento antena, captando
comprimentos de onda que nao sdo absorvidos pelas clorofilas e contribuindo para a
protecao contra os danos oxidativos (LARSON 1988).

Uma vez que o aparato fotossintético ¢ sensivel a danos durante a perda de agua, a
manuten¢do de suas caracteristicas durante a desidratacdo ou o rapido reparo, apds a
reidratacdo, sdo necessarios para a recuperacao da atividade fotossintética (DINAKAR et
al. 2012). Durante o estresse pela seca, alguns sinais sdo identificados, resultando na
redugdo da taxa de fotossintese (SHAO et al. 2008). Inicialmente, sinais de mudancgas
fisiologicas podem ser percebidos pelo sistema radicular, promovendo a perda de turgor e
redug¢do do potencial hidrico nas folhas (REDDY et al. 2004, SHAO et al. 2008). Em
seguida, os estdmatos se fecham, ocasionando a reducdo da captagdo de gés carbdnico, €,
consequentemente, o declinio da atividade de enzimas como a Rubisco, contribuindo,
assim, para a reducao na taxa de fotossintese (SCHWAB et al. 1989, REDDY et al. 2004,
DINAKAR et al. 2012). No entanto, quando a perda de agua ¢ excessiva, os estomatos se
abrem novamente, de forma passiva (SCHWAB et al. 1989).

Em algumas espécies tolerantes a dessecagdo, acredita-se que os niveis de
fotossintese sejam mantidos logo apds o fechamento dos estdmatos através da assimilagdo
do gas carbonico oriundo da respiracdo. A manutencdo das reacdes fotoquimicas pode
contribuir para uma rapida recuperagdo, caso a reidratacdo ocorra em pouco tempo, € sO a
partir de um periodo crescente de seca, o aparato fotossintético ¢ danificado (AIDAR et al.
2014).

Algumas plantas tolerantes a dessecacdo apresentam um tipo diferente de plastos,
denominados dessicoplastos, ou xeroplastos, termo proposto para diferenciar os plastos

que se recuperam com a reidratagdo, dos cromoplastos e gerontoplastos, encontrados em
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folhas senescentes (TUBA et al. 1993b, ROSSETTO 1997, INGLE et al. 2008). Nestas
plantas, ocorre alteragdes nas estruturas dos plastos, tornando-os arredondados durante a
desidratacdo foliar, € no estroma os tilacoides sdo substituidos por vesiculas,
permanecendo nao funcionais até que haja reidratacao das células. Embora ocorra a perda
dos tilacdides com a desorganizagdo das lamelas, a delimitagdo das membranas externas
dos plastos permanece intacta (HALLAM e GAFF 1978a, HALLAM e LUFF 19803,
ROSSETTO 1992, SHERWIN e FARRANT 1996, FARRANT 2000). No processo de
formacgdo dos dessicoplastos os graos de amido podem ser consumidos € o niumero de
plastoglobulos tende a aumentar (TUBA et al. 1993b, ZHANG et al. 2011).

Os plastos podem apresentar organizagao variada, de acordo com sua localiza¢do em
uma mesma folha no estado dessecado. As células do mesofilo podem apresentar tilacoides
distribuidos irregularmente pelo estroma, enquanto os plastos da bainha do feixe vascular
apresentam o sistema de tilacoides desorganizado (DALLA VECCHIA et al. 1998).

Com base nas mudangas estruturais das vesiculas, organizagdo dos tilacoides e
sintese de grdos de amido e plastoglobulos, seis estagios foram caracterizados para a
reorganizacdo dos plastos durante a reidratacdo (INGLE et al. 2008). No primeiro estagio
os dessicoplastos possuem numerosas vesiculas que podem variar quanto ao tamanho € no
segundo, ocorre mudanga nas dimensdes das vesiculas, pela unido de um ou mais
elementos, apresentando a forma alongada. No terceiro estagio, 0s cloroplastos tém sua
forma alterada, tornando-se alongados, as vesiculas unidas formam os tilacoides e tem
inicio a sintese de graos de amido e no quarto estagio os tilacdides ja assumem sua forma
caracteristica e os graos de amido tornam-se maiores e mais numerosos. No quinto e sexto
estagios os grana se tornam visiveis e constituidos por 3-4 membranas de tilacoides, que
aumentam a medida que a hidratagdo ocorre. Apds a reidratacdo, 0 aparelho fotossintético
se recupera completamente, retomando a processos fisioldgicos como a assimilacdo do gas

carbonico (DINAKAR et al. 2012).
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1.3.3. Tolerancia a Dessecac¢ao Quanto aos Niveis de Clorofila

As plantas pecilohidricas se subdividem em espécies que podem reter ou perder seus
pigmentos fotossintéticos durante a dessecagdo, sendo consideradas homeoclorofitas e
peciloclorofitas, respectivamente (TUBA et al. 1998).

As homeoclorofitas sdo representadas pela maioria das plantas avasculares e pelas
vasculares tolerantes a dessecacdo. A maioria das Pteridofitas e Angiospermas
dicotiledoneas sdao consideradas homeoclorofitas (POREMBSKI e BARTHLOTT 2000).
Essa estratégia esta relacionada a preservagdo da integridade do aparato fotossintético nos
cloroplastos através de mecanismos de protecdo e/ou reparo contra as agressoes
fotooxidativas (SHERWIN e FARRANT 1998, FARRANT 2000, TUBA e
LICHTENHALER 2011, DINAKAR et al. 2012).

As plantas peciloclorofitas perdem sua clorofila enquanto sofrem dessecagdo e o
aparato fotossintético sofre desorganizagdo por nao haver investimento de energia na sua
preservacdo. A estratégia peciloclorofita evoluiu em resposta a alta irradidncia em habitats
onde a aridez ¢ intermintente e ¢ encontrada na maioria das monocotiledoneas tolerantes a
dessecacdo (TUBA et al. 1994, TUBA et al. 1998, POREMBSKI e BARTHLOTT 2000).
A reducdo da fotossintese em associacdo a produgdo de antioxidantes pode evitar a
fotooxidagdo durante o estresse pela seca (SHERWIN e FARRANT 1998, FARRANT
2000, DINAKAR et al. 2012).

Em algumas plantas como Xerophyta viscosa, a concentragdo de clorofilas pode
chegar a niveis quase indetectaveis, enquanto em outras podem variar de 10%, como em
Pitcairnia burchellii e Myrothamnus flabellifolia, a 70% em Ramonda nathaliae
(SHERWIN e FARRANT 1996, GASHI et al. 2013, VIEIRA et al. 2017a).

Nas plantas pecilocloréfitas, a exposi¢do a luz durante a desidratagdo pode levar a
formacao de radicais livres na clorofila, causando danos aos tecidos do mesofilo. Em
algumas espécies, na presenga de luz, grande parte da clorofila € perdida ao longo do
processo de desidratacdo. No entanto, ainda sob a condigdo de desidratagdo, a mesma
planta colocada no escuro perde apenas a metade da sua clorofila, a exemplo do que foi
observado em Xerophyta humilis (FARRANT et al. 2003).

Entre as plantas que apresentam dobramento das folhas, quando as laminas foliares

se sobrepdem ao caule observa-se que a clorofila fica restrita as camadas adaxiais do
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mesofilo, que se tornam protegidas da exposigao a luz, como em Myrothamnus flabellifolia
(SHERWIN e FARRANT 1996).

A perda das membranas dos tilacoides e dos pigmentos fotossintéticos durante a
dessecacdo ¢ vantajosa para plantas que se desenvolvem em habitats onde a duracao do
estado dessecado é observada entre seis a dez meses, ou mais. Os longos periodos de seca
podem ser limitantes a sobrevivéncia da maioria das plantas homeoclordéfitas, que ocupam
ambientes onde os periodos de dessecacdo sao mais curtos. Desta forma, para as
pecilocloroéfitas, ¢ mais vantajoso desmontar todo o aparato fotossintético e reconstitui-lo
apos a reidratagao (TUBA et al. 1994, TUBA e LICHTENTHALER 2011).

As plantas homeoclorofitas, que correspondem a maioria das plantas pecilohidricas,
ocorrem preferencialmente em ambientes e superficies da rocha pouco expostas a
irradiagdo direta, enquanto as peciloclorofitas sdo capazes de ocupar locais ao menos

parcialmente sujeitos a alta irradiancia (TUBA et al. 1998, AIDAR 2010).

1.3.4. O Processo de Reidratacao

A recuperacao do turgor ¢ dependente das dimensdes da planta, de modo que plantas
herbaceas costumam se tornar turgidas mais rapidamente, quando comparadas as plantas
com caules lenhosos (SHERWIN e FARRANT 1996, ALPERT 2005). Nas espécies
tolerantes, pode ocorrer o vazamento de eletrdlitos através da membrana plasmética
durante a desidratagcdo, com o posterior retorno aos niveis iniciais durante a reidratagdo, 0
que indica que as alteragdes ocorridas nas membranas sdo reversiveis (SHERWIN e
FARRANT 1996, CRUZ DE CARVALHO et al. 2017). No entanto, foi observado que os
niveis de vazamento de eletrolitos podem manter-se inalterados durante a desidratagao,
como ocorre em Haberlea rhodopensis (GEORGIEVA et al. 2005).

O tempo de recuperagdo ¢ variavel de acordo com o grupo taxonomico. O processo
de recuperagao, de um modo geral, é acompanhado por mecanismos fisiol0gicos como a
fotossintese e a respiracdo, que normalizam rapidamente (OLIVER et al. 2005). Em
Briofitas, onde o inicio da reidratacdo € instantaneo, ocorrendo entre 30 e 90 segundos, a
recuperacdo se da mais rapidamente do que nas angiospermas tolerantes a dessecagdo
(OLIVER et al. 2005, OLIVER e BEWLEY 2010).

A nova sintese dos pigmentos perdidos ¢ iniciada quando as folhas atingem o

maximo de reidratagdo (TUBA et al. 1993b, TUBA et al. 1994, AIDAR et al. 2010). O
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tempo de recuperacdo da clorofila esta relacionado com a magnitude da sua perda, ou seja,
quanto menor a perda mais rapidamente a condi¢do normal é tomada. Entretanto, de um
modo geral, seu restabelecimento ocorre entre 24-120 horas de reidratacao (SHERWIN e
FARRANT 1996). Os niveis de carotenoides podem aumentar ou diminuir durante a perda
de 4gua nas células. A manutenc@o dos niveis de carotenodides ¢ importante para a planta
restabelecer a fotossintese aos niveis normais, € esta pode ser retomada mesmo antes da
recuperacdo total dos niveis de clorofila (SHERWIN e FARRANT 1996, XU et al. 2008,
AIDAR et al. 2017).

1.4. TOLERANCIA CONSTITUTIVA E TOLERANCIA INDUTIVA

A ocorréncia da tolerancia a dessecagao pode ser considerada verdadeira, ou
constitutiva, e modificada, ou indutiva (OLIVER e BEWLEY 2010). A tolerancia
constitutiva € observada em vegetais que possuem mecanismos concomitantes de protecao
celular e de rapida recuperagdo, a exemplo de algumas Algas, Briofitas e Liquens. Nos
vegetais com este tipo de tolerdncia, ndo foram registradas mudancas nos padrdes de
sintese de proteinas durante a desidratacdo, indicando a auséncia de ativacdo de
mecanismos para protecdo (OLIVER et al. 2005, OLIVER 2007).

Em contraste, as plantas com tolerancia indutiva ou modificada caracterizam-se por
apresentar uma taxa de desidratacdo lenta, resultante da combinacdo de mecanismos
morfolédgicos e fisiologicos, que retardam a perda de dgua e permitem o estabelecimento
da tolerancia (OLIVER et al. 1998). A tolerancia indutiva ocorre, principalmente, em
vegetais que resistem ao estresse da dessecacdo somente se a perda de agua for lenta,
ocorrendo ao longo de 12 horas ou mais, sendo observada principalmente nas Pteridofitas e
Angiospermas (FARRANT 2007, OLIVER e BEWLEY 2010). Entre os mecanismos de
protecao contra a desidratagdo das plantas com tolerancia modificada, observa-se a
protecdao celular através de novos padrdes de transcrigdo e sintese de novas proteinas

(OLIVER et al. 2005).

1.5. O FENOMENO DA DESSECACAO E A FLORA DOS INSELBERGS

Os ecossistemas de montanha sdo mundialmente considerados reflgio da vida

silvestre por oferecer abrigo para a vegetacdo circundante (POREMBSKI et al. 2016).
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Tais caracteristicas as tornam essenciais como fonte de diversidade genética para a
recomposicao da paisagem local e regional no ambito urbano e rural.

Os inselbergs sdo afloramentos rochosos, considerados relevos residuais, que
abrigam vegetais extremamente bem adaptados aos solos rasos e a pouca disponibilidade
de agua, devido a declividade, com caracteristicas predominantemente xerofitas
(AB’SABER 1949; MEIRELLES 1990, POREMBSKI 2007). No sudeste brasileiro, esses
afloramentos rochosos sdo considerados um dos trés hot spots da diversidade vegetal de
inselbergs em escala global, e encontram-se inseridos na Mata Atlantica, também
considerada hot spot da biodiversidade mundial (MYERS et al. 2000, POREMBSKI
2007).

Entre os principais representantes adaptados ao ambiente adverso dos inselbergs
neotropicais encontram-se as monocotiledoneas que recobrem as rochas, formando um
tapete uniforme, e de um modo geral, apresentam um alto grau de endemismo, a exemplo
da familia Velloziaceae (MEIRELLES et al. 1999, POREMBSKI 2007).

Em virtude da sua habilidade de sobreviver a dessecacdo, plantas pecilohidricas desta
familia podem colonizar as rochas nuas formando moitas e criando ambiente propicio a
instalacdo de espécies menos tolerantes. Ao reduzir o estresse ambiental promovido pelas
flutuacBes climaticas que caracterizam os ambientes rochosos, estas espécies exercem um
papel fundamental sendo denominadas plantas enfermeiras (MEIRELLES 1990,
CONSTANZA et al. 1997, FLORES e JURADO 2003).

1.6. Barbacenia purpurea Hook.

Entre as espécies capazes de viver nos ambientes adversos dos inselbergs do sudeste
brasileiro encontra-se Barbacenia purpurea (CARAUTA e OLIVEIRA 1984, AIDAR et
al. 2010), uma espécie rara e endémica do Brasil, com distribuigdo particularmente sobre
os afloramentos rochosos dos estados do Rio de Janeiro ¢ Minas Gerais (POREMBSKI e
BARTHLOTT 2000, MELLO-SILVA 2015). No Municipio do Rio de Janeiro, B. purpurea
distribui-se, principalmente, nos inselbergs das regides costeiras, entre eles o Complexo do
Pdo de Agucar, onde encontra-se localizado o Morro da Urca (Fig. 1A) (MEIRELLES
1990, MEIRELLES et al. 1999).

Barbacenia purpurea Hook. (Fig. 1B) é uma espécie colonizadora, que pode ser

encontrada sobre a rocha exposta, de forma isolada ou formando touceiras (Figs. 1C, 1D)
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(MEIRELLES et al. 1999). A capacidade de tolerancia a desseca¢dao de B. purpurea foi
inicialmente observada pelo dobramento de suas folhas e coloragdo alterada para
amarelada/parda durante o periodo de seca em condi¢des naturais, 0 que a caracteriza
como uma espécie peciloclorofita (HAMBLER 1961, MEIRELLES 1990). Devido a suas
caracteristicas de tolerancia, esta espécie pode atuar como planta enfermeira, permitindo
que espécies sensiveis ocupem posteriormente a superficie rochosa dos inselbergs
(FLORES e JURADO 2003). Estudos fisiologicos demonstraram que B. purpurea
apresenta um eficiente mecanismo de recuperagdo, ou revivescéncia, durante o processo de
reidratagdo (MEIRELLES 1990, AIDAR et al. 2010, AIDAR et al. 2014, SUGUIYAMA et
al. 2014), tornando-a uma espécie chave no processo de colonizacdo das montanhas
rochosas da costa sudeste brasileira. Face a sua importancia para a manutencdo da
integridade desses ecossistemas, 0 conhecimento sobre a dinamica dos eventos envolvidos
no processo de tolerdncia a dessecacdo e os fatores limitantes deste processo podem
oferecer referéncias necessarias para se desenhar estratégias de manejo e conservacao
destas plantas pioneiras. Além disso, estes dados tornam-se imprescindiveis diante do
efeito das mudancas climaticas, com projecdo na reducdo da pluviosidade e aumento da

temperatura.

1.7. ESTADO DA ARTE

A tolerancia a dessecacdo vegetativa tem sido descrita para diferentes familias de
Angiospermas, encontradas na maioria dos continentes, com excec¢do da Antartica (GAFF
e OLIVER 2013, MOORE e FARRANT 2015), onde uma grande heterogeneidade de
respostas sdo influenciadas pela idade da planta, o tempo de estresse hidrico e o grupo
taxondmico.

Diferencas nos tempos de dessecagdo foram observadas em plantas cultivadas entre 2
meses a 17 anos de idade, a partir de sementes germinadas (SUGUIYAMA et al. 2014,
WILLIAMS et al. 2015), plantas coletadas diretamente no campo (SHERWIN e
FARRANT 1998, KRANNER et al. 2002, VELITCHKOVA et al. 2013, BRAUN 2017),
ou mesmo folhas destacadas da planta e submetidas a seca individualmente (TUBA et al.
1994, DENG et al. 2003).

Entre as Angiospermas, as eudicotileddneas podem atingir de 120 dias de tolerancia

a dessecacdo, a exemplo de Mirothamnus flabelifolia (Myrothamnaceae) (SHERWIN et al.
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1998, MOORE et al. 2007, KRANNER et al. 2002) a dois anos, como em Craterostigma
(Linderniaceae) (BARTELS 2005, GIAROLA et al. 2016). No que se refere as
monocotileddneas, as folhas destacadas de Xerophyta scabrida (Velloziaceae) coletadas no
campo e armazenadas no estado dessecado permaneceram viaveis apos dois anos (TUBA
et al. 1994), enquanto plantas adultas de Barbacenia purpurea obtidas a partir de sementes
coletadas no Morro da Urca, Rio de Janeiro, e cultivadas em camara de crescimento por
oito anos, mantiveram a viabilidade ap6s 42 dias de dessecacdo (AIDAR et al. 2014).

Apesar dos estudos realizados sobre as plantas adultas de B. purpurea, trabalhos
sobre os eventos fisioldgicos e estruturais envolvidos durante a tolerancia a dessecacao e as
condicOes limites para esta tolerancia durante o estabelecimento das plantas jovens em
ambientes adversos é de fundamental importancia, uma vez que as fases iniciais de
desenvolvimento constituem uma etapa critica para o sucesso da colonizagdo e ocupacao
dos afloramentos rochosos. Tais investigacoes tornam-se mais relevantes no que se refere
ao conhecimento sobre a influéncia da interacdo entre os diferentes estagios de
desenvolvimento e a mudanca dos fatores externos na resposta diferencial da tolerancia a
dessecacdo.

Com a finalidade de conhecer o comportamento das plantas jovens de Barbacenia
purpurea sob condi¢bes hidratadas e de dessecacdo, foram realizados estudos de
caracterizacdo estrutural e subcelular de plantas cultivadas em camara de crescimento a
partir de sementes coletadas em campo. Ap6s um ano de cultivo, as plantas foram
submetidas a seca por até trés meses, e reidratadas mensalmente, a partir de um més da
desidratacdo evidenciando a recuperacdo da lamina foliar e a tolerancia a dessecacao por
até 90 dias (FONTENELLE-ANDRADE 2015).

No entanto, as informagdes sobre o limite de tolerancia ao tempo de dessecacao e as
mudangas subcelulares que caracterizam a perda da capacidade de recuperagdo celular em
periodos prolongados de dessecacdo na fase jovem desta espécie permaneciam

desconhecidas.
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Figura 1. Plantas de Barbacenia purpurea Hook. (Velloziaceae) no Monumento Natural do
Pao de Acucar e da Urca, no Rio de Janeiro. A- Vista geral dos inselbergs do Monumento
Natural do Pdo de Acucar de da Urca, B- Moita formada por plantas de Barbacenia
purpurea sobre a superficie rochosa, C- Detalhe da moita formada por Barbacenia
purpurea, D- Detalhe da flor de Barbacenia purpurea.
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2.0. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo caracterizar as alteragfes estruturais que ocorrem
durante as etapas de desidratacdo e reidratagdo que determinam as fases de tolerancia e
perda de tolerdncia a dessecacdo nas folhas de plantas jovens de Barbacenia purpurea e

identificar o tempo limite para a perda da tolerancia.

Objetivos Especificos:

(1) Submeter as plantas jovens de B. purpurea a desidratacdo e reidratacdo, aplicando
tempos crescentes de exposi¢do a seca

(2) Identificar os eventos celulares que caracterizam o estado fisioldgico das folhas
nessas diferentes etapas

(3) Verificar a influéncia do tempo de desidratacao sobre a capacidade de recuperagédo

(4) Identificar as mudancas celulares que caracterizam a perda da capacidade de tolerar
a dessecacao.
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3.0. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA DE AMOSTRAS

Frutos de Barbacenia purpurea Hook. foram coletados aleatoriamente na pista
Claudio Coutinho, situada na base do complexo rochoso do Monumento Natural do Pao de
Acgucar e Urca (22°56'58.75"S; 43°09°24.36"0), um conjunto de inselbergs do tipo
granito- gnaisse localizado proximo a Baia de Guanabara, no Municipio do Rio de Janeiro.
Apos a higienizacdo e triagem, as sementes foram estocadas em envelopes de papel de

filtro e mantidas a temperatura ambiente por um periodo de seis meses.

3.2. CULTIVO IN VITRO e IN VIVO DAS PLANTAS

Para o cultivo in vitro, sementes foram obtidas a partir de dez frutos e esterilizadas
em fluxo laminar, com hipoclorito de s6dio a 5% durante 15 minutos, e lavadas trés vezes
em agua destilada por 15 minutos cada lavagem. As sementes higienizadas foram postas
para germinar sobre folha dupla de papel de filtro disposta sobre algoddao embebidos com
25 ml de agua destilada, em potes de vidro, mantidos em camara de crescimento, sob
temperatura controlada de 25°C e fotoperiodo de 16/8 horas, sob lampadas fluorescentes
OSRAM 20W/865 luz do dia.

Trinta dias apoOs a germinagdo, as plantulas resultantes foram transferidas para caixas
plasticas (26,2 x 17,7 cm x 8,5 cm) com tampa, contendo terra e areia (1:2) e hidratadas
com 100 ml de agua destilada. As caixas foram mantidas em camara de crescimento a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16/8 horas, sob ldampadas fluorescentes OSRAM
20W/865 luz do dia.

Ap0s trés meses de cultivo, as plantas foram transferidas para vasos plasticos (7 cm
de diametro, 8,5 cm de altura) contendo 200 g da mistura de terra e areia (1:2) e hidratadas
com 40 ml de agua destilada. Para o estabelecimento deste volume os vasos foram pesados
vazios, com terra sem a adicdo de agua e, posteriormente, acrescidos de agua até a
saturacdo. Os vasos foram cobertos inicialmente por ctipulas transparentes de plastico (7,5
cm de diametro, 9 cm de altura) as quais foram retiradas gradativamente, para aclimatagao,

durante uma semana e mantidos em bandejas plasticas (40 cm x 26 cm), onde foram
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colocados 200 ml de agua destilada a cada trés dias durante sete meses. Este volume

permitiu a homogeneizagdo do volume de 4gua em todos os potes.

3.3. EXPERIMENTOS DE TOLERANCIA A DESSECACAO

Para a anélise de tolerancia a dessecagdo, plantas com cerca de um ano de cultivo
apresentando de quatro a cinco folhas foram submetidas aos processos de dessecacao e
reidratacdo. Plantas totalmente hidratadas foram mantidas sob a suspensdo da irrigacéo
por 7, 21, 30, 60 e 90 dias. Posteriormente, plantas com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de
suspensdo da irrigagdo (DSI) foram reidratadas e coletadas ap6s 1, 2, 4, 12, 24 ,48 e 72
horas de reidratacdo (HR). Para avaliacdo da quantidade de agua perdida do substrato até a
seca total, os potes com o substrato hidratado e desidratado foram pesados a cada ponto de
analise.

Nos trés ultimos grupos de suspensdo da irrigacdo, com 120, 150 e 180 dias, as
plantas reidratadas foram coletadas para analise diariamente apos 24, 48 e 72 horas de
reidratacdo. As plantas com recuperacdo mais lenta também foram coletadas apos 96 e 120
horas de reidratacdo. Como controle foram utilizadas plantas ndo submetidas a suspenséo
da irrigagédo. O desenho experimental foi totalmente casualizado com trés replicagdes para

cada ponto.

3.4. FIXACAO DAS AMOSTRAS

Para a andlise de microscopia, foram utilizadas duas folhas das plantas controle e das
plantas obtidas em cada ponto de tratamento. As amostras foram fixadas com
paraformaldeido a 4%, glutaraldeido a 2,5% em tampao PIPES a 1,25% ou
paraformaldeido a 4%, glutaraldeido a 2,5%, cloreto de calcio SmM em tampao cacodilato
de soédio a 0,05M. As laminas foliares foram cortadas imersas em fixador e os fragmentos
submetidos a vacuo por cerca de uma hora. Em seguida, as amostras foram lavadas por 20
minutos com os respectivos tampdes por trés vezes. A pos-fixacdo foi efetuada em
tetroxido de osmio 1% em tampao correspondente, por duas horas, no escuro.
Posteriormente, foram realizadas duas lavagens nos respectivos tampdes € as amostras
desidratadas em acetona em séric ascendente. A infiltracdo e inclusdo foi realizada

gradativamente ao longo de trés dias empregando-se resina Spurr (SPURR, 1969). Para
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inclusdo, as amostras foram depositadas em formas de silicone e colocadas na estufa para

polimerizagéo a 60°C por 16 horas.

3.5. PREPARACAO DAS LAMINAS E GRADES

Os blocos resultantes foram cortados com navalha de vidro ou de diamante (Bosh)
em Ultramicrotomo Sorvall, e 0s cortes semi-finos foram recolhidos em laminas de vidro,
contrastados com azul de toluidina em pH bésico e observados em Microscopio Optico
Leica. Os cortes ultra-finos foram recolhidos em grades de cobre com 400 mesh,
previamente lavadas em acido nitrico a 50%. As amostras com os cortes foram,
posteriormente, contrastadas por 15 minutos em acetato de uranila a 1% em solugdo
etandlica 100% e em citrato de chumbo por trés minutos (REYNOLDS, 1963). As
amostras foram observadas nos microscopios eletronicos de transmissao FEI MORGAGNI
268, ZEISS EM 900, JEOL-1200EX e FEI TECNAI SPIRIT. As micrografias eletronicas
digitais foram capturadas utilzando-se um dispositivo de carga acoplada MegaView e o
software iTEM-SIS.
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4.0. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS DAS FOLHAS HIDRATADAS

As folhas de Barbacenia purpurea sao paralalelinérvias e apresentam coloragdo
verde sob condi¢des naturais (Fig. 3A). Em corte transversal a epiderme da lamina foliar é
uniestratificada (Figs. 5A, 5B, 5C), formando uma cuticula delgada em ambas as faces. As
células epidérmicas da face adaxial apresentam seu maior didmetro no sentido periclinal,
paredes anticlinais retas e periclinais ligeiramente curvas (Fig. 5B). Na superficie abaxial,
as células sdo isodiamétricas, com paredes anticlinais e periclinais curvas (Fig. 5B). Os
estomatos distribuem-se nas superficies adaxial e abaxial, no mesmo nivel das demais
células epidérmicas (Figs. 5A, 5B).

As paredes periclinais externas das células epidérmicas da superficie superior
apresentam a cuticula mais espessa do que aquelas da superficie inferior. Nos extratos mais
externos, pode ser observada uma fina camada elétron-densa que corresponde a cuticula
propriamente dita (Fig. 9A). Em ambas as faces, as células epidérmicas apresentam
citoplasma pouco diferenciado, plastos em numero reduzido e grande quantidade de
mitocondrias (Fig. 9A). O vacuolo ¢ desenvolvido e ocupa a posi¢cdo central do lumen
celular, acumulando contetido granuloso elétron-denso (Fig. 9A).

O parénquima, em sec¢do transversal, ¢ formado por 5-7 estratos de células
isodiamétricas com paredes primdrias delgadas, sendo as células adjacentes as superficies
adaxial e abaxial com diametro inferior ao das cé€lulas da regido mediana do mesofilo foliar
(Figs. 5A, 5B). Os espacos intercelulares apresentam as suas maiores dimensdes nas
regides adjacentes aos estomatos (Fig. 5B). No parénquima clorofiliano o citoplasma
ocupa a regido periférica adjacente a parede celular, 0s cloroplastos apresentam a forma
alongada a lenticular, medindo cerca de 5 um (Figs. 9B, 9C, 9D). Nos cloroplastos,
imersos no estroma, os tilacoides e grana sao formados por até¢ 15 pilhas de membranas, 2
a 3 graos de amido bem desenvolvidos, assim como pequenos e raros plastoglobulos (Figs.
9C, 9D, 9E). As mitocondrias apresentam a forma circular, com as cristas bem delimitadas,
e distribuem-se geralmente proximas aos cloroplastos e peroxissomos (Fig. 9C), a
densidade do reticulo endoplasmatico ¢ reduzida e o nucleo apresenta o nucléolo

localizado na porgao central (Fig. 9B).



34

Os feixes vasculares distribuem-se com cerca de 250 um de distancia entre si (Fig.
5C) e encontram-se imersos no parénquima clorofiliano. Também sdo observadas fibras e
uma camada de células parenquimaticas com menor didmetro e frequéncia de cloroplastos
do que as demais células ordinarias do parénquima clorofiliano (Fig. 9F). As fibras
esclerenquimaticas localizam-se junto aos feixes vasculares com parede secundaria
espessa, pontoacdes e lumen reduzido, e encontram-se, principalmente associadas as
epidermes adaxial e abaxial, formando uma extensao de bainha, a qual ¢ mais desenvolvida
junto a face inferior da folha (Figs. 5C, 9G). Na regidao do bordo também sao observadas

fibras esclerenquimaticas.

4.2. CARACTERISTICAS DAS FOLHAS DURANTE A DESIDRATACAO

Durante as fases iniciais da desidratagdo, entre 1 e 14 dias de suspensdo da irrigagdo
(DSI), as folhas conservam a coloracdo verde e a lamina foliar encontra-se ainda
distendida (Figs. 3A, 3B), embora algumas apresentem o apice foliar ligeiramente seco.
Ap6s 14 DSI a lamina foliar torna-se gradativamente amarelada, e sofre um dobramento no
sentido longitudinal a partir do apice, indicando o inicio do processo de desidratagio.

Apés 21 DSI, as folhas tornam-se totalmente amareladas, e dobradas
longitudinalmente, com a superficie abaxial sobrepondo-se sobre a adaxial (Fig. 3C). A
partir desta etapa, sintomas tipicos de desidratacdo como a coloracdo palida e o
dobramento completo da lamina foliar, tornam-se mais evidentes, mantendo este padrdo
até 180 DSI (Figs. 3D, 3L, 4A, 4E, 41, 4N).

A organizagdo interna das folhas com 7 DSI (Figs. 5D, SE, 5F) ndo apresentam
alteracdo em relacdo a plantas totalmente hidratadas. No entanto, apos 21 DSI sdo
observadas mudangas celulares (Figs. 5G, SH, 5I) cujas caracteristicas sdo mantidas apds
30 DSI (Figs. 6A, 6B, 6C) e durante todo o periodo de dessecacéo.

O processo de desidratacdo é lento e gradativo, as folhas com 7 DSI apresentam
células epidérmicas inalteradas (Figs. 5D, 5E), quando comparadas as plantas hidratadas,
tornando-se colapsadas a medida que as folhas perdem agua, e aos 21 DSI formam dobras
nas paredes periclinais (Figs. 5G, 5H).

Com 7 DSI, as células parenquimaticas apresentam contorno isodiamétrico e

pequenos espacgos intercelulares (Figs. SE). No entanto, a medida que as folhas sofrem



35

desidratagdo até 21 DSI, suas paredes tornam-se sinuosas e o citoplasma plasmolisado
destacando a membrana plasmaética da parede celular (Fig. 5H).

Apos 7 DSI, as caracteristicas subcelulares sofrem alteracdes quanto a estrutura das
paredes celulares e organizagcdo das organelas citoplasmaticas. As paredes celulares da
epiderme e do parénquima (Figs. 10A, 10B) permanecem semelhantes aos observados nas
folhas em estado hidratado, e apds 21 dias (Figs. 11A, 11B) apresentam-se onduladas
aumentando esta caracteristica até os 30 DSI (Figs. 12A, 12B). O plasmalema adquire um
contorno irregular deslocando-se das paredes celulares, acompanhado pelo citoplasma que
se torna retraido e localizado na regido central das células durante todo o periodo de
dessecagao (Figs. 11C, 12C).

O vactolo, possui conteudo translucido, e localiza-se na regido central nas plantas
hidratadas e a medida que a folha sofre desidratacdo, esse unico vacuolo ¢ fragmentado em
numerosas e menores unidades (Figs. 11A, 11B, 12A, 12B, 12D).

Os cloroplastos, nas folhas apds 7 DSI, apresentam poucas alteragdes quando
comparadas as folhas hidratadas, permanecem alongados apresentando a forma lenticular
(Fig. 10C). Os tilacoides e os grana sdo pouco diferenciados e os graos de amido ocorrem
em nimero de 2 a 3, ocupando grande por¢do do estroma, ¢ os plastoglobulos ainda
permanecem escassos e com dimensdes reduzidas (Figs. 10C, 10D, 10E).

Aos 21 DSI, sdo verificadas profundas alteracbes nos plastos das células
parenquimaticas. O plasto de forma lenticular torna-se arredondado, sofre um aumento de
volume e, passa a atingir cerca de 5 um de diametro (Figs. 11C, 11D, 12C, 12D).
Internamente apresentam alteragdes no arranjo das membranas internas, os tilacoides e
grana, sofrem dilatagdes dos espacos internos e forma vesiculas sem arranjo e distribuicao
definida (Figs. 11D, 12E). Estas caracteristicas permitem diferenciad-los como
dessicoplastos.

Por vezes, as mudangas na forma e caracteristicas dos cloroplastos para
dessicoplastos ¢ assincronica, onde plastos na fase inicial de transformacao dos tilacoides
em vesiculas sdo observados adjacentes a outros ja totalmente diferenciados. Neste
processo de transformacao dos cloroplastos para dessicoplastos, os gréos de amido podem
permanecer durante a transformacdo ou podem ser consumidos e desaparecer totalmente.
De um modo geral, ocorre um aumento no nimero de plastoglobulos por dessicoplasto

(Figs. 11C, 12D).
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As mitocOndrias nas plantas com 7 DSI, em secgdo transversal, variam da forma
circular a alongada (Fig. 10E) e ap6s 21 DSI as cristas mitocondriais tornam-se pouco
evidentes (Figs. 11C, 12E). Os peroxissomos, observados geralmente proximos aos plastos
e mitocondrias, possuem a forma esférica ¢ contetido ¢ eletron-denso (Figs. 12C, 12E).

Nos feixes vasculares, as células do xilema e as células esclerenquimaticas
adjacentes aos feixes ndo sofrem alteragdes significativas apds 7 DSI (Fig. 10F) e 21 DSI
(Fig. 11E) com relagao ao estado hidratado. As células do floema aos 21 DSI, e 30 DSI,
passam a apresentar o citoplasma denso e parcialmente retraido, embora a membrana

plasmatica esteja pouco plasmolisada (Figs. 11F, 12F).

43. CARACTERISTICAS DAS FOLHAS DURANTE OS PROCESSOS DE
REIDRATACAO

Com o prolongamento do tempo de dessecacao, foi observada uma reducgéo no tempo
de recuperacdo das plantas (Fig. 2). Quando submetidas a 30 dias de suspensdo da
irrigacdo, 70% das plantas foram capazes de se recuperar. A mesma porcentagem foi
observada em plantas apds 60 e 90 DSI. Apds 120 DSI, foi verificado que apenas 40% das
plantas recuperaram suas caracteristicas. Entre as plantas submetidas a 150 DSI, 37,5%,

apresentaram recuperacdo, e nenhuma planta sobreviveu apés 180 DSI.

%)

Recuperagéo (

30 60 ap 1
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Dias apés a suspensdo da

) 150 180
irrigagao

Figura 2. Influéncia do tempo de dessecacdo sobre a recuperacdo das plantas de

Barbacenia purpurea.



37

4.3.1. Folhas Reidratadas com 30 Dias da Suspenséo da Irrigagdo

As folhas submetidas a 30 DSI, quando reidratadas apresentaram o tempo de
restabelecimento das caracteristicas morfo-estruturais de forma assincronica, com plantas
iniciando o processo de restabelecimento entre 4 e 8 horas.

Nas primeiras horas (1-2 h) de reidratacdo (HR) as folhas ndo apresentaram
alteragdes morfologicas e/ou anatomicas em relagao as folhas dessecadas (Figs. 3E, 3F).
No entanto, ap6s 4 HR um leve desdobramento da lamina foliar, préximo a bainha, pode
ser observado (Fig. 3G). Esse desdobramento ¢ mais pronunciado a partir de 12 HR,
quando a coloragdo passa de amarelado-palido/bege para a coloragdo verde amarelado.
Apos 24 HR as laminas foliares apresentaram-se distendidas tornando-se verde clara (Fig.
3H). Mais tarde, entre 48 HR e 72 HR a coloragdo verde torna-se mais acentuada e apenas
os apices foliares mantém o aspecto desidratado (Figs. 31, 3J).

Até 4 HR, as paredes anticlinais das células epidérmicas permaneceram inalteradas,
com aspecto colapsado (Figs. 6D, 6E, 6G, 6H, 7A, 7B), exceto na regido proxima ao feixe
vascular, adjacente as fibras esclerenquimaticas, que mantém as mesmas dimensdes das
células da folha hidratada (Figs. 6F, 61, 7C). Com 12 HR, de um modo geral, tem inicio o
processo de recuperacao e distensdo das paredes celulares (Figs. 7D, 7E, 7F), que continua
ap6s 24 HR (Figs. 8A, 8B, 8C) e entre 48 HR e 72 HR as paredes celulares retomaram suas
caracteristicas, assemelhando-se a condigao hidratada (Figs. 8D, 8E, 8F).

Ao nivel subcelular, o citoplasma destas células epidérmicas, até cerca de 4 HR,
permaneceu inalterado, ou seja, deslocado da parede celular, ligado a esta apenas por
pequenas projegoes (Figs. 13A, 14A, 15A, 15B). Nas folhas com 12 HR foi verificado o
estado plasmolisado do citoplasma, e por vezes, este ja pode ser observado se distendendo,
com a membrana plasmatica voltando a localizar-se adjacente a parede celular (Fig. 16A).
Entre 24HR e 72 HR as celulas tornaram-se turgidas e € observado o processo de fuséo de
pequenos vacuolos formando um tUnico vactolo que a partir das 24 HR ocupa a posicao
central da célula, podendo acumular depositos de substancias fenolicas (Figs. 17A, 18A,
19A).

As células parenquimaticas durante as fases iniciais da reidratagao até cerca de 4 HR
apresentaram as paredes irregulares com dobras que diminuiram gradativamente com a

hidratagao (Figs. 6E, 6H, 7B), e entre 12 HR (Fig. 7E) e 24HR (Fig. 8B) adquiriram a sua
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forma original, tornando-se isodiamétricas, e permanecendo desta forma com 48 HR e até
72 HR (Fig. 8E).

O citoplasma das células do parénquima clorofiliano apresenta o contetido denso,
independente do estado de hidratagdo, e os vacuolos ocuparam grandes porgdes do
protoplasto. Nas folhas com 1, 2 e 4 HR, os vactiolos mantiveram-se reduzidos, ¢ em
numero variavel (Figs. 13B, 14B, 15C), como nas plantas dessecadas. Entre 12 ¢ 24 HR,
foi iniciada a fusdo gradativa dos pequenos vacuolos para formar um grande vactolo (Figs.
16B, 17B), que nas folhas entre 48 a 72 HR, de um modo geral, tornou-se um tnico
vactiolo central, embora por vezes, pequenos vacuolos fossem observados independente da
fase de reidratagéo celular (Figs. 18B, 19B).

Nas folhas com 30 DSI durante as primeiras horas de reidratac¢do (1, 2 e 4 horas), no
parénquima clorofiliano foram observados dessicoplastos de forma circular com
numerosas vesiculas no seu estroma (Figs. 13C, 13D), principalmente, entre 2 e 4 HR
(Figs. 14B, 14C, 14D, 15C). De acordo com a amostra, a partir das 4 HR tem inicio o
processo de transformacao dos dessicoplastos em cloroplastos (Fig. 15D). A transformacéo
ndo € sincronica, e em algumas células parenquimaticas de plantas com 4HR a 12 HR,
podem ser observados plastos em diferentes estadios de diferenciagdo (Figs. 16E, 16F).
Nestes estagios, foram observados grandes dessicoplastos com vesiculas caracteristicas
adjacentes a outros plastos onde as vesiculas ja se fundiram, formando pequenos tilacoides
(Figs. 16D, 16E). Nestas etapas, o numero de plastoglobulos dispersos nos estromas foi
semelhante ou menor ao encontrado nos dessicoplastos das folhas dessecadas, embora, em
maior numero do que nas plantas hidratadas.

Entre 12 HR e 24 HR os plastos tornaram-se alongados adquirindo a forma
lenticular caracteristica (Figs. 16E, 17D). Este desenvolvimento foi concomitante com a
diferenciagdo das membranas internas em tilacoides, embora nas regides periféricas de
alguns plastos, pequenas vesiculas ainda sejam observadas (Figs. 16D, 17E). Nesta etapa,
os plastos sofreram decréscimo no nimero de plastoglobulos € um nimero reduzido de
pequenos graos de amido ja pode ser visualizado (Figs. 16E, 17B).

Com 24 HR, os tilacoides permaneceram em processo de formag¢ao, ocupando toda a
extensdo da organela (Figs. 17D, 17E) e com 48 HR, apresentaram-se com maior grau de
diferenciagdo quando comparados a fase anterior, ¢ tem inicio a formagdo dos grana,
embora, com um pequeno numero de tilacoides (Fig. 18E). Nas regides periféricas dos

plastos algumas vesiculas ainda foram observadas (Figs. 18C, 18D). Os cloroplastos
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apresentaram 3-4 graos de amido, embora, de um modo geral, alguns permanegam pouco
desenvolvidos (Fig. 18C). Apo6s 72 HR, grande parte dos cloroplastos apresentaram
semelhanca com aqueles observados no estado hidratado (Figs. 19C, 19D, 19E), embora
ainda evidenciando um pequeno numero de vesiculas na regido periférica (Fig. 19F). No
entanto, foi observado que algumas células podem apresentar plastos com tilac6ides pouco
reconstituidos ou até mesmo dessicoplastos.

Nas primeiras horas de reidratacdo, o citoplasma apresentou mitocondrias sem
cristas bem definidas (Figs. 13D, 14C, 15C), e estas comegaram a ser observadas entre 12
e 24 HR (Figs. 16C, 16D, 17B), mantendo suas caracteristicas nas folhas até 72HR (Fig.
19C). Os peroxissomos ocorreram com maior freqiiéncia nas folhas totalmente dessecadas,
sofrendo decréscimo quanto ao numero a medida que sofreram a hidratagao.

Durante todo processo de reidratagdo os feixes vasculares apresentaram poucas
alteracdes (Figs. 6F, 61, 7C, 7F, 8C, 8F). Com 1 HR as células companheiras do floema
apresentaram uma discreta retracdo do citoplasma (Figs. 13E, 13F), a qual foi menor entre
2 ¢ 4 HR (Figs. 14E, 15F). Com 12 HR, os plastos das células companheiras e/ou
parenquimaticas apresentaram 2 a 3 graos de amido (Fig. 16G) e nestas células, pequenos
vacuolos sofreram coalescéncia a medida que a hidratacdo foi mais acentuada (Figs. 17F,
18F, 19G). As cé¢lulas do xilema ndo apresentaram alteragdo significativa. As fibras
esclerenquimaticas adjacentes aos feixes vasculares mantiveram-se aparentemente

inalterados durante todo o processo de reidratacao (Figs. 15E, 17C, 18F).

4.3.2. Folhas Reidratadas com 60 Dias da Suspensao da Irrigacao

Folhas reidratadas com 60 dias de suspensdo da irrigacdo, durante as fases iniciais de
reidratacdo (1, 2 e 4 HR) ndo apresentaram sinais de restabelecimento, mantendo-se com a
lamina dobrada e coloracao amarelo palido/bege (Fig. 3K). A recuperagao das folhas foi
observada com 12 HR, quando tem inicio o desdobramento da base para o &pice e
alteracdo da cor para amarelo esverdeado (Fig. 3L). Com 24 HR, as folhas encontraram-se
desdobradas na maior parte do limbo foliar e sua coloragdo tornou-se verde palido (Fig.
3M). Com 48 HR, a lamina foliar sofreu uma maior expansao tornando-se verde, porém
com a coloracdo mais clara que nas folhas completamente hidratadas (Fig. 3N). O
restabelecimento da coloragdo foi observado apos 72 HR, embora o apice foliar, de um

modo geral, ndo tenha se recuperado durante o processo de reidratagdo (Fig. 30).
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Entre 1 ¢ 4 HR, as paredes das células epidérmicas permaneceram sinuosas € a
membrana plasmatica e citoplasma se mantiveram na porc¢do central das células (Figs.
20A, 22A). De uma forma geral, as paredes periclinais e anticlinais das células
epidérmicas nas folhas entre 24 HR e 72 HR retornaram as suas caracteristicas iniciais,
sem a presenca de dobras (Figs. 24A, 25A, 26A).

A partir de 12 HR o citoplasma apresentou expansao deslocando-se para junto da
parede celular (Fig. 12A), embora células com alto grau de plasmolise, por vezes, também
seja verificada. Na epiderme, as células-guarda das folhas com 48 HR evidenciaram
citoplasma denso, mitocondrias e reticulos endoplasmaticos. Os amiloplastos acumularam
numerosos graos de amido de tamanho reduzido e poucos plastoglobulos (Fig. 25B).

Nas células epidérmicas, entre 1-2 HR, os vactiolos mostraram-se reduzidos (Fig.
20A), e a partir das 4 HR esses pequenos vacuolos sofreram fusdo (Fig. 22A), processo
que se intensificou a partir das 12 HR (Fig. 23A). Ap6s 24 HR, a fusdo dos vactolos pode
ainda ndo estar completa (Fig. 24A). Entre 48 HR e 72 HR o vactolo adquiriu o aspecto
inicial das folhas hidratadas, onde um tinico vacuolo central é observado (Figs. 25A, 26A).
Nestes vacuolos, compostos fenodlicos podem ser visualizados a partir das 12 HR, sem, no
entanto, alterar sua quantidade durante todo o processo de hidratacao.

Nas células parenquimaticas, durante as horas iniciais de reidratacdo (1, 2 e 4
horas), as paredes celulares apresentaram dobras em toda sua extensdo (Figs. 20B, 21A). A
partir de 12 HR observou-se a hidratagdo das paredes celulares e as dobras tornaram-se
reduzidas (Figs. 23B, 23C), e entre 24 HR e 72 HR, as dobras ndo foram mais observadas
(Figs. 24B, 25C).

O citoplasma apresentou-se plasmolisado entre 1 e 2 HR (Figs. 20B, 21A), e com 4 a
12 HR, o protoplasto tornou-se mais targido, embora ainda permanecam espacos entre o
plasmalema e a parede celular (Figs. 22B, 22C, 23B, 23C). Entre 48 ¢ 72 HR, a membrana
plasmatica ja se encontra aderida a parede celular, embora nessas fases as paredes ainda
mantenham pequenas ondulagdes (Figs. 25C, 26B, 26C).

Os vacuolos, nas folhas com 1, 2, 4 e 12 HR, apresentaram-se dispersos no
citoplasma em pequenas proporc¢des e com dimensdes reduzidas (Figs. 20C, 21B, 22B,
23C). Nas células parenquimaticas, o comportamento do vacuolo foi variavel entre 24 e
48 HR, com parte das c€lulas apresentando numerosos vacuolos, e outras ja evidenciando
um Unico vacuolo central (Fig. 24B), processo que foi mais definido nas folhas com 72 HR
(Fig. 26B).
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Os dessicoplastos nas folhas reidratadas ap6s 60 DSI apresentaram numerosas
vesiculas e plastoglobulos dispersos aleatoriamente até¢ 4 HR (Figs. 20D, 21C, 22C, 22D).
Em 12 HR o processo de recuperacao dos tilacdides ¢ mais evidente, com a fusdo de duas
ou mais vesiculas (Fig. 23D) e com 24 HR os plastos tomaram a forma levemente
alongada a lentiforme (Figs. 24C, 24D). Os tilacoides iniciaram sua estruturagao,
apresentando-se no estagio intermediario de reorganiza¢do, onde foram identificados
vesiculas e pequenos tilacoides em formacao (Fig. 24E). Nesta fase, foi iniciada a sintese
dos griaos de amido observados ainda em tamanho reduzido (Figs. 24C, 24D).

Entre 48 e 72 HR, os cloroplastos prosseguiram com o processo de reorganizacao
dos tilacoides, e a formagdo dos grana foi iniciada (Figs. 25C, 25D, 25E, 26C, 26D, 26E,
26F, 26G, 26H), embora ainda sejam observadas poucas vesiculas distribuindo-se,
principalmente na periferia dos cloroplastos. A partir de 12 HR, o numero de
plastoglobulos sofreu decréscimo.

Até as 12 horas HR, as mitocOndrias ndo apresentaram cristas bem definidas (Figs.
20D, 21C, 23C) sendo observadas com maior frequéncia apds 24 HR, geralmente
localizadas proximas aos plastos e aos peroxissomos (Figs. 25C, 25F).

A regido dos feixes vasculares permaneceu semelhante ao estado hidratado.
Quando observadas, as células companheiras e parenquimaticas do floema variaram quanto
ao estagio do processo de plasmolise, com o citoplasma retraido nas folhas entre 1-12 HR
(Figs. 20E, 21D, 22E). Com 24 HR, a maior parte destas células adquiriu a sua aparéncia
normal. As células do xilema e as fibras esclerenquimdticas adjacentes aos feixes

vasculares ndo sofreram alteragdo significativa durante o processo de reidratagdo (Figs.
23E, 24F, 25G, 261).

4.3.3. Folhas Reidratadas com 90 dias da Suspensao da Irrigagao

As folhas reidratadas com 90 dias de suspensado da irrigagcdo apresentaram as mesmas
caracteristicas morfologicas encontradas em plantas dessecadas, durante as primeiras 12
HR (1, 2, 4 e 12 HR) (Fig. 4A). As folhas com 12 HR ainda apresentaram a coloragdo
amarelada e a partir deste ponto, foi iniciado o desdobramento da lamina foliar, o qual foi
mais pronunciado com 24 HR (Fig. 4B). O processo de hidratacdo com a expansdo da
lamina foliar e o aparecimento da coloragdo esverdeada foi iniciado entre 48 e 72 HR
(Figs. 4C, 4D).
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Nas células epidérmicas com 1, 2, 4 HR, as paredes celulares permaneceram com
dobras (Figs. 27A, 29A) e somente entre 12 e 72 HR recuperaram sua forma inicial (Figs.
30A, 30B, 31A, 32A). O citoplasma permaneceu retraido até 24 HR (Figs. 27A, 28A, 30A,
31A) e com 48 HR embora algumas células ainda mantivessem seu aspecto plasmolisado,
outras apresentaram recuperacdo da sua estrutura normal, com um vactolo central que
restringeu o citoplasma a uma fina camada adjacente a parede celular (Fig. 32A) e que
pode estar em processo de fusdo mesmo apds 72 HR (Fig. 33A).

Nas células parenquimaticas durante as horas iniciais de reidratacdo (1, 2, 4 e 12
horas) as paredes apresentaram dobras e plasmdlise (Figs. 27B, 28A, 28B, 29B, 30C) que
diminuiram com 24 HR (Fig. 31B). O conteudo do citoplasma e o aspecto plasmolisado se
mantiveram nas células com 24 HR, embora fosse verificado um aumento no turgor das
células com 12 HR (Fig. 30C). Somente ap6s 48 HR, as ondulagdes nas paredes celulares
ndo foram mais observadas, e as paredes retornaram a aparéncia da condi¢dao hidratada
(Figs. 32B, 32C), embora, o citoplasma ainda mantivesse algumas caracteristicas de
células em processo de regeneracdo. Os vacuolos permaneceam pequenos € numerosos até
24 HR (Figs. 28C, 29C, 30D, 31C) e somente com 48 HR foi evidenciado
predominantemente um Unico vacuolo central, embora células que ndo recuperaram tais
caracteristicas sejam observadas com 72 HR (Fig. 33B).

Os dessicoplastos permaneceram pouco alterados durante o primeiro dia de
reidratacdo das folhas apds 90 DSI (Figs. 27C, 27D, 28C, 28D, 29D, 29E, 30D, 30E, 31C,
31D). Somente apds 48 HR os plastos retornaram a forma alongada, e apresentaram a
organizacao de tilacoides (Figs. 32B, 32C, 32D, 32E, 32F), embora as regides periféricas
ocasionalmente possam apresentar inimeras vesiculas (Figs. 32B, 32C, 32E). O inicio da
deposicdo dos graos de amido pode ser observado nesta etapa. At¢ 24 HR o niimero e
tamanho dos plastoglobulos permaneceram inalterados, sofrendo decréscimo a partir 48
HR podendo, eventualmente, ser observados proximos as regides periféricas da organela
(Fig. 32C). Apos 72 HR, os cloroplastos ocuparam a regido parietal das células (Figs. 33B,
33C), e apresentaram deposi¢do de grdos de amido enquanto os tilacéides ainda estdo em
processo de reestruturacao (Figs. 33D, 33E).

As mitocondrias com cristas mitocondriais bem definidas foram observadas
somente a partir de 48 HR (Figs. 32B, 32C). Sua distribui¢ao foi preferencialmente

proxima aos cloroplastos e peroxissomos. Estes encontraram-se em niimero reduzido nas
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folhas com 48 HR e com 72 HR. Nesta etapa da reidratacdo, adjacente as paredes celulares
o Golgi e o reticulo endoplasmatico encontraram-se proximos aos plasmodesmas.

Nos feixes vasculares as células do xilema, do floema e as células parenquimaticas
ndo apresentaram mudangas durante as 12 horas iniciais de reidratacdo mantendo-se com
aspecto plasmolisado (Figs. 27E, 27F, 29F, 30F). Entre 24 ¢ 48 HR o citoplasma tornou-se
targido (Figs. 31E, 32G), embora, ocorram células que ndo estejam totalmente
restabelecidas até 72 HR (Fig. 33F). Com 48 HR, os plastos das células companheiras do

floema foram pouco diferenciados.

4.3.4. Folhas Reidratadas com 120 Dias da Suspensdo da Irrigagdo

As folhas reidratadas com 120 dias de suspensdo da irrigacdo apresentaram as
caracteristicas morfoldgicas observadas nas plantas dessecadas durante as primeiras horas
de reidratagdo (Fig. 4E) e a partir de 24 HR tem inicio a expansdo das folhas proximo a
base (Fig. 4F), com a recuperagdo da colora¢ao esverdeada ocorrendo apds 48 HR (Fig.
4G). A cor verde é restabelecida ap6s 72 HR (Fig. 4H), embora com a lamina foliar ainda
ndo totalmente expandida.

Nas células epidérmicas, as paredes celulares apresentam poucas dobras apds 24HR
(Fig. 34A), que foram reduzidas com 48HR (Fig. 35A), e as células-guarda, ja targidas,
apresentaram neste estagio plastos com numerosos grdos de amido (Fig. 35B). Apos 72
HR, as células da epiderme recuperaram seu aspecto inicial, como nas plantas hidratadas
(Fig. 36A). O citoplasma tornou-se mais expandido apés 48 HR (Fig. 35A), no entanto
mesmo apds 72HR, a fusdo dos vacuolos ndo foi completa em algumas células (Fig. 36A).

Nas células parenquimaticas, durante o primeiro dia de reidratagdo, as paredes
apresentaram dobras pouco pronunciadas (Figs. 34B, 34C, 34D) que diminuiram
ligeiramente ap6s 48 HR (Fig. 35C). O conteudo do citoplasma e o aspecto plasmolisado
persistiram no parénquima ap6s 24 HR (Figs. 34B, 34C), e o turgor foi mais evidente apos
48HR (Figs. 35C, 35D). Somente ap6s 72 HR, as paredes celulares recuperaram sua
estrutura na condigdo hidratada (Fig. 36B), embora o citoplasma ainda mantenha algumas
caracteristicas de células em processo de regeneragdo. Os vacuolos se mantiveram de
pequenos a médios e numerosos de 24 HR a 48HR, e mesmo apds 72HR ainda se verificou
a fusdo dos tonoplastos em algumas células (Figs. 34B, 34C, 35C, 35D, 36B).



44

Os dessicoplastos estavam presentes nas células apds 24 HR (Figs. 34B, 34C, 34D,
34E), e apo6s 48HR foi observado o processo de fusdo de vesiculas e formagdo dos
tilacoides, e até mesmo deposicdo de amido, com a recuperacdo assincronica pode ser
observada (Figs. 35E, 35F, 35G). A deposic¢ao dos graos de amido foi mais evidente apos
72 HR, quando, apesar do formato lenticular e alongado da maioria dos plastos, ainda
podem ser observadas vesiculas na organela e a regeneracdo dos tilacoides (Figs. 36C,
36D, 36E).

As mitocondrias permanecem sem cristas distintas apos 24 HR (Fig. 34C), e apos
48HR podem ser observadas mitocondrias com as cristas bem definidas, mais
frequentemente localizadas proximas aos cloroplastos ¢ peroxissomos (Figs. 35D, 36D).

Nos feixes vasculares, a mudanca no turgor das células foi iniciada com 24 HR
(Fig. 34F), e elas se tornaram semelhantes as células do estado hidratado apds 48HR e 72
HR (Figs. 35H, 36F).

4.3.5. Folhas Reidratadas com 150 Dias da Suspensdo da Irrigacdo

As folhas com 150 DSI, durante o primeiro dia apds a reidratagdo, mantiveram as
caracteristicas da condicao dessecada (Fig. 4I). O inicio da recuperagdo da lamina foliar fo1
observada a partir de 24HR, com a expansao da base e alteracdo da cor para um amarelo
esverdeado (Fig. 4]), que aumenta gradualmente até 48 HR (Fig. 4K). As 72 HR, a lamina
foliar tornou-se predominantemente verde claro (Fig. 4L). Apds 96 HR, uma extensdo
maior do apice foliar e as folhas mais velhas, de um modo geral, ndo se recuperaram com a
reidratagdo (Fig. 4M).

Até as 48 horas que sucederam a reidratag@o a estrutura das células epidérmicas se
manteve semelhante ao estado dessecado (Figs. 37A, 38A). As paredes periclinais e
anticlinais das células epidérmicas nas folhas entre 72 HR apresentaram-se semelhantes as
das células nas condicoes normais (Fig. 39A), mantendo-se sem dobras, até 96HR, quando
o citoplasma também apresentou indicios da recuperacao (Fig. 40A).

A partir de 24 HR foi observada a fusdo de vacuolos, que ocorreu gradativamente
até 96 HR, quando o vacuolo tornou-se tnico € ocupou a posi¢ao central nas células (Figs.
39A, 40A). Em algumas células, os vactiolos apresentaram compostos fendlicos apos a

fusao.
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Nas células do parénquima, as dobras nas paredes permaneceram durante as 48
horas que sucederam a reidratagao, assim como a plasmolise (Figs. 37B, 38B). A partir de
72 HR as paredes celulares sofreram hidratagdo (Fig. 39B) e até 96 HR foi verificada a
reducdo nas dobras das paredes (Figs. 40B, 40C). A aparéncia plasmolisada ainda foi
mantida durante a hidratacdo, tornando-se menor a partir de 72HR, quando as células se
apresentaram mais tdrgidas, embora a membrana plasmatica ndo esteja totalmente aderida
as paredes celulares em alguns pontos. A recuperacgédo das celulas parenquimaticas foi mais
evidente ap6s 96 HR, quando o nucleo, as mitocéndrias e 0 Golgi foram observados na
porcéo parietal das células (Figs. 40D, 40E, 40F), embora os vacutolos ainda ndo tenham se
fundido em algumas células.

Os dessicoplastos exibiram numerosas vesiculas e plastoglobulos dispersos
aleatoriamente até¢ 48 HR (Figs.37C, 37D, 37E, 37F, 37G, 38C, 38D). Apos 72 HR,
enquanto os plastos apresentaram-se alongados, outros permaneceram na forma de
dessicoplastos (Figs. 39B, 39C, 39D). Na maioria dos plastos, no entanto, foi possivel
observar o achatamento e a fusdo das pequenas vesiculas que formam os tilacoides (Fig.
39E). Os plastoglobulos podem ser encontrados em grupos menores ou ausentes. A
recuperacdo dos plastos foi observada apds 96 HR, embora a maioria dos cloroplastos ja
tenha grande extensdo dos tilacéides formados (Figs. 40B, 40C, 40D, 40E), porém com
vesiculas dispersas nas extremidades da organela (Fig. 40G). Grdaos de amido bem
desenvolvidos foram encontrados na maioria dos plastos, os quais apresentaram nimero
reduzido de plastoglébulos.

A regido do feixe vascular apresentou células plasmolisadas ap6s 24 HR (Fig. 37H),
com aumento de turgor apds 48 HR e 72 HR (Figs. 38B, 38E, 39F, 40H).

4.3.6. Folhas Reidratadas com 180 Dias da Suspensao da Irrigagao

As plantas submetidas a 180 dias de suspensao da irrigacdo (DSI) ndo apresentaram
sinais de restabelecimento morfoldgico apos 120 horas de reidratagdo (HR) (Figs. 4N, 40,
4P, 4Q, 4R, 4S).

Ao nivel subcelular, nas células epidérmicas, até cerca de 96 HR, o citoplasma
permaneceu plasmolisado e deslocado da parede celular, apresentando maior ou menor
turgor nas diferentes células (Figs. 41A, 42A, 43A, 43B, 44A, 44B). A recuperacdo das
células ndo foi observada apos as 120 HR de reidratacdo (Fig. 45A).
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As células do parénquima clorofiliano apresentaram paredes com dobras em toda
sua extensdo durante as 72 horas que sucederam a reidratacdo (Figs. 41B, 41C, 43C). As
dobras apresentaram-se mais sutis em algumas folhas, ap6s 96 HR (Figs. 44B, 44D) no
entanto, o aspecto geral do citoplasma ndo apresentou sinais de recuperacdo mesmo apos
120 HR (Figs. 45B, 45C).

Nas folhas com 180 DSI, o parénquima clorofiliano apresentou os dessicoplastos
como as organelas melhor identificaveis e em maior frequéncia. Estes plastos apresentaram
forma circular e vesiculas dilatadas, podendo acumular grdos amido em algumas células
(Figs. 45B, 45E, 45F), e permaneceram com as mesmas caracteristicas durante as 120 HR
(Figs. 41C, 41D, 41E, 42B, 42C, 42D, 42E, 42F, 43D, 43E, 43F, 43G, 44C, 44D, 44E,
44F, 44G, 45C, 45D, 45E, 45F).

Durante todo o processo de reidratacdo, os feixes vasculares apresentaram poucas
alteragoes (Figs. 41F, 42G, 43H, 44H, 45G), evidenciando células vivas com contetdo
plasmolisado. Nas fibras esclerenquimaticas, as paredes secundarias ndo sofreram
alteracdo durante o processo de desidratacao ou de reidratacdo (Fig. 42G).

Assim, as folhas das plantas submetidas a 180 dias de suspensao da irrigacdo néo

apresentaram caracteristicas ultraestruturais de recuperacdo até 120 horas de reidratacao.
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Figura 3. Plantas de Barbacenia purpurea hidratada e durante a desidratacdo e

processos de reidratacdo entre 30 e 60 dias de suspensdo da irrigacdo (DSI). A-Planta
hidratada, B-Com 7 dias de suspensédo da irrigacdo (DSI), C-Com 21 DSI, D-Com 30
DSI, E-Com 30 dias de DSI, ap6s 1 hora de reidratagdo (HR), F-Com 30 DSI, apos 2
HR, G-Com 30 DSI, ap6s 4 HR, H-Com 30 DSI, apés 24 HR, 1-Com 30 DSI, apés 48
HR, J-Com 30 DSI, ap6s 72 HR, K-Com 60 DSI, L-Com 60 DSI, ap6s 12 HR, M-Com
60 DSI, apds 24 HR, N-Com 60 DSI, ap6s 48 HR, O-Com 60 DSI, ap6s 72 HR.
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Figura 4. Plantas de Barbacenia purpurea durante a desidratacdo e oS processos de

reidratacdo entre 90 e 180 dias de suspenséo da irrigacdo (DSI). A-Com 90 DSI, B-Com
90 DSI, apo6s 24 horas de reidratagdo (HR), C-Com 90 DSI, apés 48 HR, D-Com 90
DSI, ap6s 72 HR, E-Com 120 DSI , F-Com 120 DSI, ap6s 24 HR, G-Com 120 DSI,
apos 48 HR, H-Com 120 DSI, apés 72 HR, I-Com 150 DSI, J-Com 150 DSI, apés 24
HR, K-Com 150 DSI, ap6s 48 HR, L-Com 150 DSI, apds 72 HR, M- Com 150 DS,
apos 96 HR, N-Com 180 DSI, O-Com 180 DSI, apés 24 HR, P-Com 180 DSI, apos 48
HR, Q-Com 180 DSI, apo6s 72 HR, R-Com 180 DSI, apés 96 HR, S-Com 180 DSI, ap06s
120 HR.
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Figura 5. Anatomia de folhas de Barbacenia purpurea durante a desidratacdo, em corte

transversal. Respectivamente nas colunas: visdo geral da lamina foliar, das células
epidérmicas e parénquima clorofiliano e detalhe da regido do feixe vascular. A-C:
Planta hidratada, D-F: Ap06s 7 dias de suspensdo da irrigacdo, G-I: Apos 21 dias de
suspensdo da irrigagéo.
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Figura 6. Anatomia de folhas de Barbacenia purpurea no estado dessecado e nas horas
iniciais de reidratacdo, em corte transversal. Respectivamente nas colunas: visdo geral
da lamina foliar, das células epidérmicas e parénquima clorofiliano e detalhe da regido
do feixe vascular. A-C: Planta com 30 dias de suspensdo da irrigacdo, D-F: Apds 1 hora
de reidratacdo, G-I: Apos 2 horas de reidratacao.
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52

Figura 8. Anatomia de folhas de Barbacenia purpurea nas horas finais de reidratacéo,

em corte transversal. Respectivamente nas colunas: visdo geral da lamina foliar, das
células epidérmicas e parénquima clorofiliano e detalhe da regido do feixe vascular. A-

C: Planta ap0s 24 horas de reidratacdo, D-F: Apos 48 horas de reidratagéo.
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Figura 9. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea no estado hidratado. A-

Detalhe da epiderme inferior, evidenciando conteddo fendlico nos vacutolos, B- Célula
parenquimatica, evidenciando a posicdo periférica das organelas e grande vactolo
central, C- Cloroplasto e mitocondrias préximos a parede celular, D- Detalhe de um
cloroplasto com gréos de amido desenvolvidos e poucos plastoglébulos, E- Detalhe dos
tilacoides e grana do plasto, F- Fibras esclerenquimaticas e parenquimaticas da bainha

do feixe vascular, G- Detalhe das células do feixe vascular e fibras adjacentes.
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Figura 10. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 7 dias de suspenséo da
irrigacdo. A- Detalhe da epiderme inferior, B- Células parenquimaticas contendo plastos
com grdos de amido bem desenvolvidos, C- Cloroplastos das células parenquimaticas e
peroxissomos, D- Detalhe da organizacdo do cloroplasto, com tilacdides e grana bem
definidos e poucos plastoglobulos, E-Cloroplastos, peroxissomos e mitocéndria com
crista bem definida, F-Fibras esclerenquimaticas da regido do feixe vascular, adjacentes

as células parenquimaticas.
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Figura 11. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 21 dias de suspensao

da irrigacdo. A-Detalhe da epiderme superior, com dobras na parede periclinal externa,
evidenciando plasmdlise e numerosos vacuolos com conteudo fenolico, B-Células
parenquimaticas com dobras na parede celular e citoplasma plasmolisado, C-Células
parenquimaticas evidenciando 0s numerosos vacutolos e os dessicoplastos, D-Detalhe de
um dessicoplasto, com as vesiculas e os plastoglobulos dispersos no estroma, E-Detalhe
das paredes secundarias espessas das fibras do esclerénquima, F-Detalhe do feixe
vascular, células companheiras e parenquimaticas do floema, com pouca plasmdlise.
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Figura 12. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspensao

da irrigacdo. A-Células plasmolisadas da epiderme inferior, B-Células parenquimaticas
com dobras nas paredes e plasmolise pronunciada, C- Detalhe de uma célula
parenquimatica, com pequenos Vvacuolos, mitocondrias sem cristas definidas,
peroxissomos e dessicoplastos, D-Detalhe de dessicoplastos com numerosos
plastoglobulos e vesiculas dispersas pelo citoplasma, E-Detalhe de plastos em estagio
intermediario de reorganizacdo das vesiculas no estroma, F- Detalhe das células do

tecido vascular, com pouca plasmolise.
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Figura 13. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspensao

da irrigacdo, ap6s 1 hora de reidratacdo. A- Detalhe da epiderme inferior com
plasmolise e contetdo fendlico nos vacuolos, B-Células parenquimaticas apresentando
as dobras na parede e numerosos vacuolos no citoplasma plasmolisado, C-Detalhe dos
dessicoplastos e do espago entre a parede celular e a membrana plasmética, D-Detalhe
de um dessicoplasto caracteristico, mitocondrias e pequenos vacuolos, E- Detalhe do
feixe vascular, com células do xilema e do floema, F-Detalhe de célula parenquimatica

do feixe, com presenca de vacuolos e dessicoplasto, pouco plasmolisado.
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Figura 14. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspensao

da irrigacdo, ap6s 2 horas de reidratacdo. A-Epiderme superior com dobras
principalmente nas paredes periclinais externas e plasmolisadas, B-Detalhe de uma
célula do parénquima clorofiliano, com grandes espacos entre as paredes e a membrana
plasmatica, onde se veem vacuolos, mitocéndrias, peroxissomos e dessicoplastos, C e
D-Detalhe de dessicoplastos em estdgios diferentes de organizagdo interna, F-Células
dos tecidos vasculares, apresentando plasmolise em alguns pontos.
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Figura 15. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspensao

da irrigacdo, ap0s 4 horas de reidratagdo. A-Células da epiderme superior, evidenciando
a plasmdlise, B-Células da epiderme inferior, com maior retracdo das paredes e
plasmolise, C-Detalhe de uma célula do parénquima, evidenciando um grande nimero
de pequenos vacutolos, dessicoplastos e mitocondrias sem aparente recuperacdo, D-
Detalhe de um dessicoplasto, onde as vesiculas apresentam inicio da fusdo para
formacdo dos tilacoides, E-Células esclerenquimaticas com pontoacfes e células da
bainha do parénquima apresentando plasmélise, F-Detalhe da regido do feixe vascular,
com células do floema plasmolisadas.
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Figura 16. Ultraestrutura de folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspensao

da irrigacdo, apés 12 horas de reidratacdo. A- Células da epiderme superior, com
citoplasma e paredes expandidas e vacuolos em processo de fusdo, B-Células
parenquimaticas reidratadas, com vacuolo Unico ou em processo de fusdo, evidenciando
a posicdo periférica das organelas, C- Detalhe de mitocéndrias com cristas
desenvolvidas e complexo de Golgi, D-Cloroplasto com formato caracteristico,
apresentando vesiculas periféricas e poucos plastoglébulos e mitocéndria, E-Cloroplasto
com graos de amido e tilacoides em formacdo, F-Detalhe dos tilacdides desenvolvidos,
com plastoglébulos e sem grana aparentes, G-Detalhe das células do floema com

citoplasma diferenciado e vacuolos em processo de fuséo.
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Figura 17. Folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

24 horas de reidratagdo. A-Detalhe de uma célula da epiderme superior, com um unico
vacuolo e poucas organelas evidentes, B-Detalhe de células do parénquima com paredes
sem dobras, apresentando vactolos em processo de fusdo, nicleo proeminente e
cloroplastos, C- Detalhe de uma célula do floema, com plastos contendo gréos de amido
bem desenvolvidos, D-Detalhe de um cloroplasto alongado, com tilacGides em
formacao e plastoglébulos agrupados, e peroxissomos adjacentes a parede, E-Detalhe de
um cloroplasto com vesiculas em processo de fusdo para formacdo dos tilacéides e

inicio da deposicéo de amido, F-Regido do feixe vascular, com células reidratadas.
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Figura 18. Folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

48 horas de reidratagdo. A-Células da epiderme inferior, com grande vacutolo central e
citoplasma periférico, B-Células do parénquima clorofiliano com um grande vacuolo e
citoplasma periférico, C-Detalhe de um cloroplasto com tilacdides em formacéo,
vesiculas e grdos de amido, D-Cloroplastos em processo de recuperagdo, proximos a
mitocondrias e peroxissomos, E-Detalhe da formacdo dos tilacoides, F-Células
esclerenquimaticas e do floema.
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Figura 19. Folhas de Barbacenia purpurea com 30 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

72 horas de reidratacdo. A-Células targidas da epiderme superior, com vacuolo central e
organelas em posicao periférica, B-Detalhe das paredes do parénquima, sem dobras,
com grande vacuolo, cloroplastos, ndcleo e mitocéndrias com cristas bem definidas, C,
D e E- Cloroplastos com forma lenticular, tilacoides em recuperagdo e grdos de amido,
F-Detalhe de um cloroplasto, com tilacéides em formacdo, poucos plastoglobulos
agrupados e grdo de amido, G-Células do feixe vascular, com conteudo targido.
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Figura 20. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

1 hora de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, com dobras nas paredes e
plasmolise, B-Células parenquimaticas com dobras evidentes nas paredes e citoplasma
retraido, C-Detalne de uma célula parenquimatica, com vactolos numerosos,
peroxissomos e dessicoplastos, D-Detalne de um dessicoplasto com vesiculas e
plastoglébulos dispersos no estroma e de mitocéndrias sem cristas definidas, E-Células

esclerenquimaticas e parenquimaticas do feixe vascular.
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Figura 21. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

2 horas de reidratacdo. A-Células parenquimaticas sem recuperacdo aparente, com
dobras nas paredes e plasmdlise, B-Detalhe de uma célula parenquimatica, C-Detalhe de
um dessicoplasto, com muitas vesiculas e plastoglobulos dispersos no estroma,
adjacente a uma mitocéndria, D-Células esclerenquiméticas com pontoacdes e células
parenquimaticas plasmolisadas.
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Figura 22. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspensédo da irrigacéo, apos

4 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, com paredes retraidas e
plasmolise, B-Detalhe de uma célula parenquimatica com dobras na parede celular,
nucleo, vacuolos pequenos, mitocdndrias sem cristas aparentes e dessicoplastos, C-
Detalhe de um dessicoplasto com muitos plastoglobulos, D-Detalhe de dessicoplastos
em organizacdo interna, E-Detalhe de fibras da regido do feixe e células

parenquimaticas plasmolisadas.
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Figura 23. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

12 horas de reidratagdo. A-Células da epiderme inferior, com citoplasma hidratado e
conteddo fenolico nos vacuolos, B e C-Detalhe de células parenquimaticas com dobras
na parede, porém sem plasmolise, com vacuolos maiores, peroxissomos, mitocéndrias e
dessicoplastos evidentes no citoplasma, D-Detalhe do estroma de um dessicoplasto,
com vesiculas e plastoglobulos, E-Detalhe das fibras esclerenquiméticas da regido dos

feixes vasculares.
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Figura 24. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

24 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, com fusdo de vactolos e
citoplasma predominantemente periférico, B-Células parenquimaticas sem dobras, com
organelas periféricas, nucleo com nucléolo evidente e nimero reduzido de vacuolos, C,
D e E-Detalhe de cloroplastos com forma caracteristica, formagdo dos tilacéides,
vesiculas dispersas no estroma e inicio da deposicdo de amido, F-Fibras
esclerenquimaticas e células parenquimaticas em recuperacgao.
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Figura 25. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

48 horas de reidratacdo. A-Detalhe da epiderme superior, evidenciando conteudo
fendlico nos vacuolos, B-Célula-guarda do estbmato, com plastos ricos em graos de
amido, C- Células parenquimaticas evidenciando a posigdo periférica dos cloroplastos,
D e E-Detalhe da formacdo dos tilacdides e dos grana nos cloroplastos, F-Detalhe de
uma mitocondria com cristas mitocondriais definidas e de um peroxissomo, G-Detalhe
das células parenquimaticas circundando o feixe vascular, com cloroplastos
apresentando tilacdides em formacdao e presenca de plastoglébulos.
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Figura 26. Folhas de Barbacenia purpurea com 60 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

72 horas de reidratacdo. A-Células targidas da epiderme inferior, com vacutolo central,
B-Células parenquimaticas, com predominio de vactolo Unico e organelas periféricas,
C-Cloroplastos e mitocondrias, D-Plasto em recuperagdo, com vesiculas dilatadas, E, F,
G e H-Cloroplastos com formato lenticular ou alongado, grande extensédo dos tilacdides
reconstituidos e deposicdo de amido, I-Detalhe das células do feixe vascular, com

aspecto tdrgido e em recuperacéo.
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Figura 27. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspensédo da irrigacéo, apos

1 hora de reidratacdo. A-Células da epiderme inferior, com retracdo das paredes e
plasmolise acentuada, B-Células parenquimaticas com dobras nas paredes e grandes
espacos entre a parede e a membrana plasmatica, C-Detalhe de células parenquimaticas
com nucleo, numerosos vacuolos, peroxissomos, mitocondrias e dessicoplasto, D-
Detalhe de um dessicoplasto, com numerosas vesiculas e plastoglobulos dispersos no
estroma, E-Células do floema no feixe vascular, com plasmdlise, F-Detalhe das células

do xilema com pontoacdes.
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Figura 28. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

2 horas de reidratacdo. A-Células parenquimaticas com dobras nas paredes e plasmdlise
acentuada, B-Vactolos, mitocondrias sem cristas definidas e nucleo em célula
parenquimatica, C-Detalhe de células parenquimaéticas, com grandes espacos entre as
paredes e as membranas plasmaticas e dessicoplastos, D-Dessicoplastos, com poucos
plastoglébulos agrupados e vesiculas dispersas pelo estroma.
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Figura 29. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspenséo da irrigacéo, apos

4 horas de reidratagdo. A-Detalhe da epiderme superior, evidenciando células-guarda
com contetdo plasmolisado, B-Células parenquimaticas com dobras e plasmolise, C e
D-Detalne de células parenquimaticas, com dessicoplastos com numerosos
plastoglébulos dispersos, adjacentes a mitocéndrias sem cristas evidentes, E-Detalhe de
um dessicoplasto, F-Detalhe de células do floema com plasmolise e contendo

numerosos vacuolos.
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Figura 30. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspensdo da irrigacéo, apos

12 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, com plasmdlise e dobras na
parede periclinal interna, B-Células da epiderme inferior, com contetdo plasmolisado,
C- Células do parénguima com dobras nas paredes, porém com pequenos espacgos entre
a parede e a membrana, D-Detalhe de uma célula parenquiméatica, com numerosos
vacuolos, peroxissomos, mitocondrias sem cristas definidas e dessicoplastos, E-Detalhe
de um dessicoplasto, F-Detalhe do feixe vascular, com algumas células plasmolisadas.
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Figura 31. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspensdo da irrigacéo, apos

24 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme inferior, com plasmdlise, B-Células
parenquimaticas com poucas dobras na parede e muitos vacuolos no citoplasma, C-
Detalhe de uma célula parenquimética com espago reduzido entre a parede celular e a
membrana, com vacuolos, peroxissomos e dessicoplastos evidentes, D-Detalhe dos
dessicoplastos com poucas vesiculas e plastoglébulos aparentes, E-Células do floema,

com citoplasma reidratado e organelas em recuperagao.
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Figura 32. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspensdo da irrigacéo, apos
48 horas de reidratacdo. A-Detalhe das células da epiderme inferior, B e C-Células
parenquimaticas com paredes sem dobras, com grandes vacuolos em fusdo, e plastos em
diferentes estagios de recuperacdo, D e E-Cloroplastos com tilacdides em formacao,
vesiculas, poucos plastoglébulos e inicio da deposicdo de amido, E-Detalhe de um
cloroplasto com tilacoides em formacéo, I- Células da regido do feixe vascular com
aparéncia hidratada.
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Figura 33. Folhas de Barbacenia purpurea com 90 dias de suspensdo da irrigacéo, apos

72 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, com vacuolos em fuséo e
citoplasma e paredes expandidos, B-Vactolos em fusdo em uma célula parenquimatica,
evidenciando a posicdo periférica dos cloroplastos, C, D e E-Cloroplastos em
recuperacdo, apresentando fusdo de vesiculas, poucos plastoglébulos agrupados e grao
de amido, F-Células parenquimaticas proximas ao feixe vascular, com células turgidas e

em recuperagéo.
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Figura 34. Folhas de Barbacenia purpurea com 120 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 24 horas de reidratagdo. A-Células da epiderme superior, com aspecto turgido e
pouca plasmolise, com dobras na parede, B e C-Detalhe das células do parénquima,
com citoplasma hidratado, paredes sinuosas, numerosos vacuolos, dessicoplastos e
mitocondrias sem cristas aparentes, D-Dessicoplasto com formato arredondado e muitas
vesiculas dispersas no estroma, E-Detalhe de um dessicoplasto com vesiculas e
plastoglébulos, F-Regido do feixe vascular, apresentando células targidas e em
recuperacao.
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Figura 35. Folhas de Barbacenia purpurea com 120 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 48 horas de reidratagdo. A-Células da epiderme inferior, com membrana aderida as
paredes e citoplasma hidratado, B-Detalhe de célula-guarda da epiderme, com plastos
contendo gréos de amido desenvolvidos, C e D- Células parenquimaticas, com vacuolo
central e plastos em diferentes estagios de recuperacdo, E-Cloroplasto apresentando
tilacoides e vesiculas na extremidade, com grdo de amido, F e G-Detalhe de
cloroplastos com tilacoides em formacdo e plastoglobulos agrupados, H-Fibras

esclerenquimaticas e células do floema com protoplasto hidratado.
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Figura 35. Folhas de Barbacenia purpurea com 120 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 72 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme superior, apresentando Unico
vacuolo que ocupa grande volume celular, B-Células do parénquima, com paredes e
citoplasma expandidos e organelas ocupando a periferia das células, C-Ndcleo com
nucléolo em evidéncia e cloroplasto com grdo de amido bem desenvolvido, D-
Cloroplastos alongados, com tilacéides formados e algumas vesiculas visiveis no
estroma, proximos a mitocondrias com cristas bem definidas, E-Detalhe de tilacoides e
grana em formacdo, com plastoglébulos em numero reduzido, F-Células
parenquimaticas e fibras esclerenquimaticas adjacentes ao feixe vascular.
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Figura 37. Folhas de Barbacenia purpurea com 150 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 24 horas de reidratagdo. A-Células plasmolisadas da epiderme inferior com
paredes sinuosas, B-Células parenquimaticas plasmolisadas com muitas dobras nas
paredes celulares, C-Detalhe do ndcleo e mitocdndrias sem cristas aparentes, D, E, F e
G-Detalhe de dessicoplastos com vesiculas e plastoglobulos dispersos pelo estroma, H-

Células do deixe vascular apresentando plasmadlise e fibras esclerenquimaticas.
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Figura 38. Folhas de Barbacenia purpurea com 150 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 48 horas de reidratacdo. A-Células da epiderme inferior, com plasmolise e dobras
na parede, B-Fibras esclerenquimaticas e celulas do feixe vascular com vacuolos
pequenos e plasmélise, C-Detalhe de dessicoplasto com vesiculas iniciando a sua fusdo
em célula do parénquima com citoplasma reidratado, reticulo e peroxissomos evidentes,

D-Detalhe de um dessicoplasto, E-Células do floema com citoplasma em recuperacao.
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Figura 39. Folhas de Barbacenia purpurea com 150 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 72 horas de reidratagdo. A-Células epidérmicas com paredes sem dobras e
citoplasma reidratado apresentando vacuolos em fusdo ou vacuolo Unico e com
organelas restritas a periferia celular, B-Detalhe de células do parénquima, sem
plasmolise, com predominio de um vacuolo central e cloroplastos e mitocondrias
proximos a parede sem dobras, C-Dessicoplasto com vesiculas e muitos plastogl6bulos,
D-Cloroplasto com parte dos tilacdides regenerados e mitocdndria com cristas
evidentes, E-Detalne de um cloroplasto com vesiculas se achatando formando os
tilacdides e plastoglobulos agrupados, F-Células do floema turgidas com fusdo de

vacuolos.
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Figura 40. Folhas de Barbacenia purpurea com 150 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 96 horas de reidratagdo. A-Epiderme superior com células targidas, B-Células do
parénquima, com vacuolo central restringindo as organelas para a regido parietal, C-
Detalhe dos cloroplastos nas células parenquimaticas, D, E e F-Cloroplastos com
tilacdides em formacdo, poucas vesiculas e com grdos de amido, préximos a
mitocdndrias com cristas evidentes, G-Detalhe da formacdo dos tilacdides e inicio da
formacdo do grana, H-Células parenquiméticas e elementos do feixe vascular com
protoplasto hidratado e em recuperacgéo.
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Figura 41. Folhas de Barbacenia purpurea com 180 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 24 horas de reidratacdo. A-Células epidérmicas plasmolisadas e com dobras nas
paredes, B-células parenquimaticas evidenciando dobras e plasmolise, C e D-Detalhe de
células parenquimaticas com pequenos vacuolos e dessicoplastos com vesiculas e

muitos plastoglébulos, F-Células do xilema e floema com plasmdlise.
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Figura 42. Folhas de Barbacenia purpurea com 180 dias de suspensdo da irrigacao,

ap6s 48 horas de reidratagdo. A-Células epidérmicas plasmolisadas, B, C e D-
Dessicoplastos nas células do parénguima com vesiculas e muitos plastoglbulos, E e F-
Detalhe de dessicoplastos com uma pequena extensdo dos tilacdides, mas namero
elevado de plastoglébulos, G-Fibras esclerenquimaticas e células plasmolisadas no feixe
vascular.
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Figura 43. Folhas de Barbacenia purpurea com 180 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 72 horas de reidratacdo. A e B-Células epidérmicas plasmolisadas e com paredes
sinuosas, C-Parénquima com dobras, D, E, F e G-Dessicoplastos e peroxissomos, H-
Células do feixe vascular apresentando plasmolise.
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Figura 44. Folhas de Barbacenia purpurea com 180 dias de suspensdo da irrigacao,

apos 96 horas de reidratacdo. A e B-Células epidérmicas com dobras e plasmolise, C, D,
E, F e G-Dessicoplastos com muitos plastoglobulos, H-Fibras esclerenquimaticas e

células plasmolisadas no feixe vascular.
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Figura 45. Folhas de Barbacenia purpurea com 180 dias de suspensdo da irrigacao,

apo6s 120 horas de reidratacdo. A-Células epidérmicas com dobras e sem sinais de
recuperagdo, B, C, D e E e F-Dessicoplastos com vesiculas e muitos plastoglobulos
apresentando pequenos grdos de amido, G-Elementos de vaso e células do floema
plasmolisadas.
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5.0. DISCUSSAO

Foi demonstrado que as folhas de Barbacenia purpurea, provenientes de plantas com
um ano de cultivo em camara de crescimento sdo anfiestomaticas, ao contrario das folhas
hipoestomaticas registradas para os individuos adultos, com 8 anos, cultivados em
condi¢do de iluminagdo natural (AIDAR 2005). Estas diferencas foram relacionadas a
baixa luminosidade e aumento da umidade relativa na cdmara de crescimento, ao contrario
da iluminacdo mais intensa e reducéo na umidade relativa em condic¢des naturais de cultivo
(LOURO et al. 1999, LOURO et al. 2003, GRATANI 2014).

A dessecagdo lenta e gradual, observada nas folhas jovens de Barbacenia purpurea
também foi registrada em Pteridofitas e outras Angiospermas tolerantes a dessecacdo. Este
processo, denominado dessecacdo modificada ou indutiva, favorece a manutencao de
mecanismos de prote¢do celular, para que a recuperacdo seja possivel apés a reidratacdo
(OLIVER et al. 2000, OLIVER e BEWLEY 2010).

Nas plantas jovens de B. purpurea, o dobramento das folhas e das paredes celulares,
a fragmentacdo dos vacuolos e a presenca de dessicoplastos evidenciaram que com 21 dias
de desidratacao as folhas ja se encontram em estado dessecado. Essas caracteristicas foram
mantidas durante os 180 dias de suspensdo da irrigagdo. No entanto, foi verificado que
individuos adultos desta espécie apresentaram caracteristicas do estado dessecado a partir
de 18 dias de interrupgao da irrigagdo, indicando mecanismos de evitagdo da seca (AIDAR
2010, SUGUIYAMA et al. 2014).

Além destes fatores, o estado dessecado parece ser fortemente influenciado pelas
caracteristicas taxondmicas, as quais determinardo os diferentes periodos de desidratacdo
que resultardo no estado dessecado. Assim, folhas de Boea hygrometrica com quatro
meses de germinacédo atingiram a dessecacdo apds 14 dias de suspensdo da irrigacdo (TAN
et al. 2017), da mesma forma que Ramonda serbica e R. nathaliae coletadas no campo
(GASHI et al. 2013). Plantas de Tripogon spicatus, com sete meses de germinacéo,
atingiram o estado dessecado apds 13 dias de desidratacdo, enquanto em individuos de
Sporobolus stapfianus a condigdo dessecada foi observada apds 12 dias (QUARTACCI et
al. 1997). Em plantas de Anemia flexuosa, coletadas no campo com trés a seis folhas, a
dessecacdo iniciou apos oito dias (AIDAR 2010), e para 0 musgo Tortula ruralis foram
necessarios apenas 180 minutos (TUBA et al. 1998).
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Apds 21 dias de desidratagdo, a 1amina foliar torna-se amarelada com dobramento
longitudinal em toda a extensdo do limbo, no sentido abaxial para o adaxial, de forma a
proteger a superficie superior, enquanto nas folhas das plantas adultas, com 7-8 anos,
cultivadas fora da estufa, o dobramento ocorre no sentido contrario, com a prote¢do da
superficie abaxial (AIDAR 2010).

As mudancgas observadas em B. purpurea durante a dessecagdo sdo comuns a outras
plantas pecilohidricas. O processo de dobramento observado nas folhas de Barbacenia
purpurea foi semelhante ao registrado em plantas peciloclorofitas, a exemplo de
Xerophyta scabrida (TUBA et al. 1994) e também nas plantas adultas de homeoclordfitas,
como Xerophyta elegans e Myrothamnus flabellifolius coletadas no campo (MOORE et al.
2007, BRAUN 2017). Acredita-se que o dobramento nas folhas de plantas tolerantes possa
ocorrer, em parte, devido a retragdo das paredes celulares que se tornam plicadas tanto nas
células epidérmicas quanto nas células do mesofilo (WILLIGEN et al. 2003, BRAUN,
2017).

Durante o enrolamento da lamina foliar de B. purpurea as paredes celulares
epidérmicas e parenquimaticas sofreram dobramentos na fase de supressdo da irrigacao, 0
que ndo foi observado nas células esclerenquimaticas, possivelmente devido a presenca da
parede secundéria. Essas configuracdes nas paredes celulares também foram observadas
em Xerophyta elegans e Myrothamnus flabellifolius coletadas no campo (MOORE et al.
2007, BRAUN 2017).

Sugere-se que o dobramento e enrolamento foliar e a concomitante retragdo do
citoplasma estejam envolvidos com a protegdo mecanica, uma vez que, na auséncia de
agua, as paredes celulares tornam-se quebradigas (ROSSETTO 1992, GIAROLA et al.
2017). O dobramento foliar também contribuiria para previnir danos oxidativos resultantes
da interagdo entre a radiacdo luminosa e a clorofila durante o estresse hidrico (SHERWIN
e FARRANT 1998, FARRANT et al. 2003, AIDAR et al. 2010).

De acordo com a espécie, as paredes podem apresentar diferentes extensdes e
padrGes das dobras durante o processo de dessecacdo, o que foi atribuido a
heterogeneidade da composi¢do da parede celular e a alteragdes nos niveis dos seus
constituintes durante os periodos de dessecacdo (TENHAKEN 2015). Tais caracteristicas
podem ser mais evidentes em espécies taxonomicamente distantes, uma vez que as plantas
tolerantes a dessecacdo estdo distribuidas em diferentes clados (TUBA 2008). Em folhas

adultas de Barbacenia purpurea, a composicdo das paredes foi alterada durante o processo
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de dessecagdo, de modo a adquirir propriedades antioxidantes e capacidade de reter agua
em grandes espagos entre a membrana plasmatica e as paredes celulares (SUGUIYAMA et
al. 2016). Em Selaginella lepidophylla e Xerophyta villosa, este processo foi acompanhado
pela redugdo na espessura das paredes (HALLAM e LUFF 1980a, BRIGHIGNA et al.
2002).

A redugdo nas dimensdes da lamina foliar de B. purpurea pode estar relacionada a
perda de turgor ¢ retragdo das paredes celulares. Este processo foi observado em plantas
adultas de Xerophyta villosa, Xerophyta elegans, Craterogstima wilmsii e Haberlea
rhodopensis coletadas no campo (HALLAM e LUFF 1980a, HALLAM e LUFF 1980b,
SCHWAB et al. 1989, NAGY-DERI et al. 2011) e esta relacionado a prevengio da ruptura
da membrana plasmatica (BEWLEY ¢ KROCHKO 1982, VICRE et al. 2004, RASCIO e
LA ROCCA 2005, ALPERT 2006).

Nas folhas dessecadas de plantas jovens de B. purpurea, o dobramento das paredes
das células epidérmicas e parenquimaticas foi concomitante a plasmolise e a restri¢do do
citoplasma a regido central da célula, mantendo-se ligado a parede por pequenas projecgoes.
Esta retragdo é responsavel pela reducdo das dimensdes das células, e impede que a
membrana plasmatica se separe permanentemente da parede (FARRANT 2000,
WILLIGEN et al. 2003, BARTELS e HUSSAIN 2011), como observado em plantulas de
Xerophyta plicata, e plantas de Xerophyta scabrida, Myrothamnus flabellifolius,
Craterostigma wilmsii e Eragrostis nidensis coletadas no campo (ROSSETTO 1992,
TUBA et al. 1993b, OLIVER et al. 2000, VICRE 2001, WILLIGEN et al. 2003, MOORE
et al. 2006, FARRANT et al. 2007).

Embora o dobramento das paredes e a plasmdlise sejam concomitantes nas plantas
jovens de B. purpurea, ocorrendo com 21 dias de suspensdo da irrigacao, estes eventos
podem ser observados de forma independente nas plantas tolerantes a dessecagao.
Enquanto plantulas de Xerophyta plicata cultivadas entre 5 a 12 meses, as alteragdes nas
paredes celulares é concomitante a retragao do citoplasma, apés dois dias de desidratacao,
(ROSSETTO 1992), plantas de Xerophyta retinervis e X. viscosa coletadas no campo,
apresentaram danos na estrutura da membrana plasmatica, apos 25 dias de desidratagao,
embora a membrana plasmatica permaneca aderida a parede celular com dobramento
(BHATT et al. 2009).

O volume relativo, o nimero e a frequéncia de organelas sofreram alteracdo durante

o processo de dessecagdo em plantas jovens de B. purpurea. Nas plantas tolerantes,
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algumas organelas sofrem profundas alteragdes quanto a sua estrutura ou frequéncia,
durante o processo de dessecagdo, enquanto outras sdo ligeiramente alteradas (HALLAM e
GAFF 1978a, PLATT et al. 1997, GROTE et al. 1999, OLIVER et al. 2000, TUBA 2008,
GEORGIEVA et al. 2017).

Nas folhas de Barbacenia purpurea durante o processo de dessecacdo, a partir de 21
DSI, o unico vacuolo central sofreu fragmentacdo, considerada uma das caracteristicas
diagnosticas do processo de dessecagdo. Acredita-se que a fragmentagcdo dos vacuolos
contribua para a estabilizacdo mecanica das células e tecidos das folhas dessecadas, uma
vez que ocupam grande propor¢do do citoplasma (FARRANT 2000). Este processo pode
variar quanto ao periodo de formagdo e tamanho dos novos vactolos, de acordo com a
espécie. Em Xerophyta retinervis e X. viscosa coletadas no campo, o aumento no nimero
de vacuolos foi observado mais cedo, apos 15 dias do inicio da desidratagao (BHATT et al.
2009). A formagdo de pequenos vactiolos ¢ uma caracteristica comum em espécies
pecilohidricas, sendo observados em diferentes familias e estagios de desenvolvimento a
exemplo de Polytrichum formosum, Selaginella lepidophylla, Borya nitida, Sporobolus
stapfianus, Xerophyta elegans, Nanuza plicata, Xerophyta viscosa e X. scabrida (GAFF et
al. 1976, PLATT et al. 1997, TUBA et al. 1993b, QUARTACCI et al. 1997, ROSSETTO
1997, THOMSON e PLATT 1997, FARRANT 2000, PROCTOR et al. 2007). Em plantas
de Haberlea rhodopensis durante os estagios intermediarios de desidratacdo, foi observado
0 aparecimento de novos vacuolos secundarios e a reducdo do vacuolo central primario,
embora a origem dos novos tonoplastos permaneca desconhecida (GEORGIEVA et al.
2017).

Nos estagios finais de desidratagdo, j& com 21 DSI, as folhas de B. purpurea
tornaram-se amareladas, indicando a perda de clorofilas, o que foi mantido durante todo o
estado dessecado. Nas peciloclorofitas, o decréscimo no conteido de clorofilas e a
transformacéo de cloroplastos para dessicoplastos foram acompanhados pela degradagdo
do sistema de membranas do aparelho fotossintético (HALLAM e LUFF 1980a, TUBA et
al. 1993b, AIDAR et al. 2014). Em plantas adultas de B. purpurea cultivadas a partir de
sementes germinadas, a reducdo na taxa de clorofila atingiu valores indetectaveis ap6s 18
dias de dessecacéo, nas plantas com 8 anos, e entre 16 e 24 dias, no verao e no inverno,
respectivamente, nas plantas com 17 anos (AIDAR et al. 2010, SUGUIYAMA et al. 2014),
sugerindo a influéncia da idade e das condi¢fes de cultivo na manutencdo da clorofila

durante a dessecacgéo, o que poderia ser atribuido a influéncia de ambos os fatores sobre a
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manutenc¢do dos niveis de &gua nas células. A perda de tilacoides nos dessicoplastos seria
responsavel pelo decréscimo no contetido de clorofilas e consequente redugdo na coloragdo
verde.

A forma alongada a lenticular dos cloroplastos das folhas no estado hidratado de B.
purpurea ndo sofre alteracdo durante os primeiros sete dias da desidratagdo, tornando-se
circular ap6s 21 dias da seca. Esta mudanga foi acompanhada pela desorganizag¢do das
membranas do tilacdides dando origem a vesiculas, o que caracteriza a formagao dos
dessicoplastos (TUBA et al. 1993b).

No estroma dos cloroplastos das folhas jovens de B. purpurea hidratadas e com sete
dias de desidratacdo, foram observados de 1-4 graos de amido com numero reduzido de
plastoglobulos. Os graos de amido foram degradados durante a desseca¢do da lamina
foliar, e apos 21 DSI eles nao foram mais observados. Nas folhas adultas de B. purpurea,
com 17 anos, durante a desidratagdo verificou-se um aumento nos niveis de sacarose e
oligossacarideos da familia rafinose, que pode ser atribuido, em parte, a disponibilidade de
carbono resultante da mobilizagdo do amido degradado, o que pode ter contribuindo para a
estabilizagdo das membranas celulares (HOEKSTRA et al. 1997, LEE et al. 2008,
SUGUIYAMA et al. 2014). Durante todo o periodo de dessecacdo das plantas jovens de
Barbacenia purpurea estudadas, os plastos permaneceram com estas caracteristicas,
eventualmente apresentando pequenos graos de amido.

Durante as fases de dessecacdo, a partir de 21 dias de suspensdo da irrigacdo, o
numero de plastoglébulos por plastos das plantas jovens de B. purpurea sofreu um
gradativo aumento, assim como observado em plantulas cultivadas por 5 a 12 meses de
Xerophyta plicata e em plantas adultas de Xerophyta viscosa obtidas no campo
(ROSSETTO 1992, HALLAM e GAFF 1978a). O aumento no nimero e tamanho destas
particulas de lipoproteinas tém sido associados a diferentes condicGes fisioldgicas da
planta, como exposic¢do ao estresse salino e a deficiéncia de nutrientes, ou ao estado de
senescéncia celular (BEJAOIU et al. 2016, VAN WIJK e KESSLER 2017, ZAMBROSI et
al. 2017). No caso das condigdes de estresse, estes numerosos corpusculos lipoprotéicos
podem ser sitios da biosintese de antioxidantes, como o tocoferol, necessarios a protecdo
das membranas no estado dessecado (GEORGIEVA et al. 2017). Além disso, durante a
degradacao dos tilacoides, parte dos carotendides € transferida para os plastoglobulos e
outros componentes dos plastos, contribuindo igualmente para seu acréscimo

(STEINMULLER e TEVINI 1985).
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Os dessicoplastos foram observados em todas as células do parénquima clorofiliano
das folhas de B. purpurea jovens dessecadas, apresentando forma arredondada, auséncia de
tilacoides e estroma granuloso, no qual estdo imersas pequenas vesiculas e um grande
numero de plastoglobulos, assim como a auséncia de grdos de amido. Os dessicoplastos
sdo comuns as plantas peciloclorofitas no estado dessecado como Xerophyta scabrida, X.
humilis e X. villosa (HALLAM e GAFF 1978a, HALLAM e LUFF 1980a, TUBA et al.
1993b, CSINTALAN et al. 1996, OLIVER et al. 1998, INGLE et al. 2008, FARRANT
2000, TUBA 2008).

O tempo de transi¢do da fase de cloroplasto para dessicoplasto ¢ variavel e a energia
para essa transformagdo ¢ obtida pela “respiragdo da dessecagdo” realizada pelas
mitocondrias, que permancem funcionalmente ativas até a fase de desidratacdo severa
(TUBA et al. 1996, RASCIO e LA ROCA 2005). Nas folhas jovens de B. purpurea, a
matriz mitocondrial tornou-se granulosa, com poucas cristas mitocondriais aparentes a
partir de 21 DSI, mantendo esta organizacdo durante todo o estado dessecado. Cristas
mitocondriais menos evidentes também foram observadas em plantas tolerantes como
Selaginella lepidophylla, Xerophyta viscosa, X. humilis e X. elegans (BERGTROM et al.
1982, (BEWLEY e KROCHKO, 1982, HALLAM e LUFF, 1978a, DACE et al. 1998). No
entanto, o periodo de dessecag@o ndo alterou a estrutura das mitocondrias em Polytricum
formosum, Sporobolus stapfianus, Xerophyta plicata (QUARTACCI et al. 1997,
ROSSETO 1997, PROCTOR e TUBA 2002). No estado dessecado, o nlicleo ndo apresenta
regides do nucléolo definidas, a exemplo de Xerophyta plicata e Xerophyta viscosa
(HALLAM e GAFF 1978a, ROSSETTO 1992).

O tipo e a eficiéncia da via de hidratacdo das plantas dessecadas podem variar de
acordo com a espécie. As formas de reidratagdo podem ocorrer via endoidrica, na qual a
agua ¢ absorvida pelas raizes ou via ectoidrica, quando as plantas recuperam seu turgor
apOs a agua entrar em contato com a superficie foliar, como em Tortula ruralis e
Xerophyta scabrida (BUCH 1945, PROCTOR e TUBA 2002, AIDAR et al. 2010).

As plantas jovens de Barbacenia purpurea foram hidratadas a partir do substrato e
essa via endohidrica durante a reidratagdo também foi observada em plantas desta espécie
com 8 anos (AIDAR et al. 2010). No entanto, o fornecimento de agua ao substrato pode
ndo ser eficiente para a recuperagdo das folhas, como ocorre em Xerophyta scabrida cujas

folhas somente retomaram a turgidez apds o contato direto com a agua. Neste caso, a
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entrada de agua pelas folhas e caules ocorre pela incapacidade de transporte de dgua pelas
raizes adventicias (TUBA et al. 1993a).

O tempo de reidratagdo das folhas é variavel entre espécies, podendo ocorrer em
poucos minutos ou ao longo de grandes periodos (BEWLEY 1979, BEWLEY e
KROCHKO 1982, AIDAR 2010). Entre as plantas tolerantes, de uma forma geral, a
recuperagdo com a reidratagdo ocorre mais rapidamente nas homeoclorofitas do que nas
peciloclorofitas (SHERWIN e FARRANT 1996, BHATT et al. 2009). Acredita-se que o
processo de recuperacao seja relativamente mais lento nas plantas tolerantes cujo aparato
fotossintético encontra-se desmontado e a fotossintese é mais afetada (TUBA et al. 1998).

As analises morfologicas demonstraram que o aumento no tempo de dessecacdo
retardou a recuperacdo das folhas de B. purpurea apds a hidratagdo. Anatomicamente, as
folhas das plantas reidratadas apresentaram baixa recuperagao apoés 1-4 horas de
reidratacdo, independente da duragdo do periodo da suspensdo da irrigagdo. Em outras
plantas tolerantes, durante os periodos iniciais de reidratagdo, as células epidérmicas e
parenquimaticas conservaram as paredes plicadas, mantendo a forma reduzida comum ao
estado dessecado (VICRE et al 2004).

Estes eventos foram semelhantes ao observado nas plantulas com 5 a 12 meses de
cultivo de Xerophyta plicata cujo inicio da recuperacdo ocorreu ap6s 4 horas de
reidratagdo (ROSSETO 1992). Em virtude da auséncia de trabalhos sobre os intervalos de
tempo necessarios para as mudangas celulares ocorridas durante os processos de
reidratacdo, ndo foi possivel concluir sobre as faixas de tempo necessarias para o
estabelecimento das modificacdes encontradas durante este periodo. No entanto, € possivel
que as modifica¢des decorrentes da reidratacdo apresentem heterogeneidade de intervalos
de tempo influenciada pelo estado de desenvolvimento e forma de cultivo, assim como
observado durante o estabelecimento do estado dessecado.

Em todos os tratamentos de suspensdo da irrigacdo, as folhas de plantas de B.
purpurea com um ano de germinagdo, apresentaram baixa recuperacdo da organizagdo
subcelular até¢ 4 horas de reidratacdo (HR), quando comparadas as folhas dessecadas. Em
plantas com 30 DSI, a reorganizagdo nos dessicoplastos tem inicio a partir de 4 HR, de
forma assincronica, podendo ser observados plastos em diferentes estagios de recuperagao
na mesma célula. As principais alteragdes foram registradas para as vesiculas que se
tornaram achatadas podendo sofrer fusdes entre dois ou mais elementos adjacentes. Nesta

fase de reidratacdo inicial, as vesiculas dos dessicoplastos de plantas cultivadas de
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Xerophyta villosa ainda séo visiveis, e em Xerophyta humilis coletadas no campo, ja pode
ser verificada a fusdo das vesiculas para a formagao dos tilacoides (HALLAM e GAFF
1978a, INGLE et al. 2008).

Apenas com 12 horas de reidratacdo, as células epidérmicas e parenquimaticas das
folhas com 90 DSI apresentaram caracteristicas semelhantes as etapas até 4 HR para as
plantas de B. purpurea com 30 DSI. Este processo ocorreu apesar da recuperagao tardia do
turgor celular observado ainda em sua fase inicial, diferente das folhas com 60 DSI, onde o
turgor foi mais pronunciado apds 12 HR, com reducdo dos espagos entre a membrana
plasmatica e a parede celular, e das folhas com 30 DSI neste mesmo periodo apos a
reidratacdo, onde o citoplasma foi totalmente recuperado, com a membrana plasmatica ja
localizada adjacente as paredes celulares.

Durante este periodo, as dobras nas paredes celulares diminuiram
concomitantemente ao aumento do turgor celular, mantendo-se nas folhas com 90 e 60
DSI, com pequena reducdo nesta ultima, e ndo sendo mais observadas nas folhas com 30
DSI. Tais caracteristicas foram registradas para plantas de Xerophyta viscosa e Xerophyta
elegans coletadas no campo e cultivadas em casa de vegetagdo e plantulas de Xerophyta
plicata cultivadas por 5 a 12 meses a partir de sementes germinadas e com 0 mesmo tempo
de reidratacdo (HALLAM e GAFF 1978a, HALLAM e GAFF 1978b, ROSSETTO 1992).
Plantas de B. purpurea submetidas a um tempo prolongado de 120, 150 e 180 DSI néo
apresentaram os sintomas de reidratacdo apos 12HR.

Com 12 horas de reidratacdo, os cloroplastos das folhas de B. purpurea com 30 DSI,
evidenciaram o estdgio adiantado do processo de fusdo das vesiculas, formando os
tilacoides, embora ainda sejam observadas vesiculas dispersas pelo estroma e plastos lado
a lado, em diferentes estadios de diferenciagdo. Os primeiros tilacoides dos plastos de
plantas de Xerophyta humilis coletadas no campo e mantidas em condic¢des controladas de
luz e temperatura, desidratadas por um més e folhas de X. scabrida, entre 21-27 cm de
comprimento e coletadas no estado dessecado, mantidas assim por dois anos, também
foram observados apds 12 horas (TUBA et al. 1993b, INGLE et al. 2008, TUBA e
LICHTENTHALER 2011). Apds este tempo de reidratagdo, as plantas jovens de B.
purpurea, com 30 DSI apresentaram o inicio da ressintese dos graos de amido, embora
com menor frequéncia. Entretanto, estudos com plantas desta espécie no estagio adulto
apresentando 17 anos e mantidas em estufa sob luz natural e condigdes ambientais

controladas, demonstraram que o amido retornou a niveis detectaveis somente apos 36
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horas da reidratacdo (SUGUIYAMA et al. 2014), evidenciando a influéncia da idade da
planta sobre a capacidade de ressintese do amido, mesmo em condi¢des naturais.

As folhas de B. purpurea entre 30 ¢ 90 dias de suspensdo da irrigagdo apos 24 e 48
HR apresentaram caracteristicas anatdmicas mais avancadas, quando comparadas com as
folhas de plantas submetidas a 120, 150 e 180 DSI, como a gradativa expansdo das paredes
e do citoplasma, e a reconstituicdo dos plastos. Nas plantas submetidas aos trés Gltimos
meses de suspensdo da irrigacdo, a intensidade das dobras nas paredes epidérmicas ¢
parenquimaticas ¢ o nivel de plasmolise foi varidvel. Foi observado que as paredes foram
as primeiras estruturas celulares a recuperar as caracteristicas da condig@o hidratada, e sua
expansao ocorreu de forma fisica, com a entrada de &gua nas células (HALLAM e GAFF
1978Db).

Em Barbacenia purpurea, com 24 HR, as células epidérmicas e parenquimaticas das
folhas com 90 DSI ainda apresentaram dobras nas paredes celulares, 0s espagos entre as
membranas € as paredes €ram menores € suas organelas nao apresentaram recuperag:éo.
Nestas folhas, os plastos em recuperacdo permaneceram com a forma arredondada e
acumulam numerosas vesiculas tipicas dos dessicoplastos. Tais caracteristicas evidenciam
um atraso da recuperacao celular em relagdo as folhas com 60 DSI, os quais tornaram-se
alongados a lenticulares e ocupados predominantemente por vesiculas no seu interior,
embora sejam observados tilacoides em formacao nas folhas com 30 DSI, onde os plastos
apresentaram caracteristicas de cloroplastos, com tilacoides definidos e vesiculas em
numero reduzido, distribuidas principalmente nas regides periféricas da organela. Apos 24
horas de reidratacdo, as plantas de Barbacenia purpurea com 120, 150 e 180 dias de
suspensdo da irrigacdo ndo apresentaram sinais da recuperacao dos plastos.

Em plantas de Xerophyta villosa coletadas no campo e cultivadas em estufa e nas
folhas de Xerophyta scabrida, coletadas no campo, mantidas no estado dessecado por trés
meses € dois anos, respectivamente, houve um aumento no comprimento dos tilacéides
entre 24HR e 48 HR, a medida que o niumero de plastoglébulos diminuiu no estroma.
Nestas espécies de Xerophyta, os cloroplastos apresentavam-se regenerados apos 48 e 72
horas de reidratacdo, respectivamente. Assim, verifica-se 0 mesmo padrdo de
reorganizacéo estrutural, independente da idade e da forma e cultivo da planta (HALLAM
e GAFF 1978a, TUBA et al. 1993b, SHERWIN e FARRANT 1996).

A reducdo na concentracdo dos plastoglobulos durante o periodo de reidratagdo pode

ser atribuida a realocagdo dos lipideos para a formacdo de novas membranas dos tilacdides
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(LINDQUIST et al. 2016). Nas folhas adultas com 17 anos de Barbacenia purpurea, apos
24 horas de reidratacdo foi verificada a presenca de cerca de 60% do contetudo de clorofila
(AIDAR et al. 2014), sugerindo a recuperacao inicial das membranas dos tilacdides. Em
plantas jovens de B. purpurea, com 30 DSI, entre 24 e 48 HR parte dos tilacoides
encontram-se formados, porém numerosas vesiculas ainda podem ser visualizadas no
estroma.

Os cloroplastos das plantas jovens de B. purpurea submetidas a todos os tempos de
tratamento, com excecao de 180 DSI, seguem o mesmo padrao geral de reorganizacao,
com fusdo de vesiculas para reconstituicdo dos tilacoides, inicio do empilhamento para
formar grana, gradativa reducdo de plastoglébulos, e predominancia da forma alongada
sobre a arredondada dos plastos. No entanto, a capacidade de recuperacdo da organizacao
celular foi retardada a cada més adicional de suspensao da irrigagéo.

Com 24 HR as células das folhas com 30 e 60 DSI, ja possuem mitocondrias com
cristas mitocondriais bem definidas, peroxissomos com sua estrutura caracteristica, embora
com aparente reducao no volume relativo, e pequenos vactolos em processo de fusao,
dando inicio a reestruturagdo do vactiolo central. O prolongamento do tempo para 90 DSI,
manteve mitocondrias e peroxissomos indiferenciados com 24 HR, porém a maior
exposicdo a reidratagdo promoveu a formacdo das cristas mitocondriais nas plantas
submetidas a 90 e 120 DSI ap6s 48HR e nas plantas submetidas a 150 DSI, apés 96 HR,
evidenciando a necessidade de um maior periodo de tempo para a recuperacdo destas
organelas.

A partir de 48 HR, folhas com 30 e 60 DSI de Barbacenia purpurea jovens
apresentaram-se recuperadas, tornando-se semelhantes as folhas hidratadas, enquanto
folhas com 90 DSI mantiveram-se em processo intermediario de recuperagdo, com 0
protoplasto ja reidratado e aderido as paredes, porém ainda com auséncia da fusdo total dos
vacuolos para formagdo do vactolo central. Estes dados sugerem que assim como ocorre
para as mitocondrias, 0 aumento no tempo de exposicdo para 90 DSI requer um maior
periodo de reidratacdo para a recuperagdo dos vacuolos em folhas de B. purpurea jovens.

Apenas com 48 HR foi verificada a recuperacdo do turgor das plantas submetidas a
120 DSI, e o restabelecimento do protoplasto e das organelas com suas estruturas
caracteristicas foi observado somente apds 72 HR, revelando a gradativa reducdo da
recuperacdo celular. Nas plantas submetidas a 150 DSI, essas caracteristicas foram

observadas depois de 96 HR, e ap6s 180 DSI, as caracteristicas do estado dessecado



100

permaneceram inalteradas mesmo depois de 120 horas de reidratacdo, indicando que a
recuperacdo ndo é mais possivel.

Apos a total reidratagdo das folhas, as plantas adultas de Barbacenia purpurea
cultivadas fora da estufa e submetidas as flutuacdes ambientais, iniciaram a recuperagdo do
conteudo de clorofilas atingindo os niveis iniciais entre 6-9 dias apds a reidratacao,
enquanto as concentracdes de carotenoides mantiveram-se estdveis durante todo o
experimento de dessecagdo (AIDAR 2005, AIDAR et al. 2014). Em algumas espécies de
plantas pecilohidricas, a taxa de fotossintese atinge o maximo quando a ressintese de
clorofila é completa e os cloroplastos recuperam suas caracteristicas, COmo observado em
plantas coletadas de Craterostigma wilsii, Myrothamnus flabelifollius e Xerophyta
scabrida (SHERWIN e FARRANT 1996).

Durante os periodos de desidratacdo e reidratacdo, a regido dos feixes vasculares das
folhas jovens de Barbacenia purpurea apresentou poucas alteragdes celulares. As fibras do
esclerénquima, os elementos de xilema e do floema permaneceram semelhantes aos das
células no estado hidratado, a exemplo das plantas de Mirothamnus flabellifolius coletadas
no campo. Sugere-se que as células que ndo sofrem alteragdes durante a dessecagdo
fornecam suporte mecanico para a folha, e possibilitem uma rapida recuperagcdo da
morfologia foliar no inicio do processo de reidratagdo (MOORE et al. 2006).

Os apices foliares e as folhas mais velhas de B. purpurea jovens, em geral, ndo se
recuperaram apés a reidratacdo, o que foi observado em outras espécies pecilohidricas,
onde a senescéncia de alguns tecidos pode interferir na capacidade de dessecacédo de alguns
orgdos (GAFF 1986). Estes dados, associados ao fato de que folhas submetidas a um
tempo prolongado de seca podem tornar-se senescentes e ndo Se recuperar com a
reidratacdo do substrato ou sofrer abscisdo, sugerem que dessecacdo possa reduzir a
viabilidade da planta num periodo de maior estiagem (KRANNER et al. 2002, XU et
al. 2008, VIEIRA et al. 2017a). No entanto, sugere-se a existéncia de fontes de reserva em
outros 6rgdos, a exemplo dos grédos de amido no rizoma, com papel na manutencdo do
metabolismo basal e mobilizacdo de material para os novos brotos foliares apds a
reidratacdo (VIEIRA et al. 2017a).

Com o aumento gradual da duracdo da dessecacdo de planats jovens de Barbacenia
purpurea foi verificada uma relacdo inversa entre o tempo de exposi¢do a seca € a
velocidade de retorno das caracteristicas estruturais e fisiologicas desta espécie, € 0

comprometimento das folhas em caso de seca prolongada. Estes dados indicam que as
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plantas jovens de Barbacenia purpurea com um ano de cultivo em camara de crescimento
podem ser consideradas tolerantes a dessecacdo por até 150 dias de suspensdo de irrigacao,
uma vez que as folhas ndo se recuperaram com a reidratacdo ap6s o periodo maximo de
exposicao a seca de 180 dias.

A falta de padronizacdo das metodologias empregadas para a anélise de curso de
tempo da resposta a exposicdo a seca tornou dificil a comparacdo entre os resultados
obtidos neste trabalho com outras investigacdes ja realizadas. Além da idade, e condicbes
de cultivo os critérios para se estabelecer o estado de dessecacdo e reidratacdo foram
heterogéneos. Alguns trabalhos empregaram a associacao entre o tempo e 0s niveis criticos
de contetdo relativo de &gua para estabelecer a taxa de desidratacdo até a dessecacdo
(SHERWIN e FARRANT 1996, SOLYMOSI et al. 2013, DACE 2014, WILLIAMS et al.
2015, TAN et al. 2017, VIEIRA et al. 2017a). Outros utilizaram a informacdo visual sobre
0 aspecto da ldmina foliar associadas ao teor hidrico das células para determinagdo do
estado dessecado (BHATT et al. 2009). E possivel que a diferenca nos critérios escolhidos
para as etapas de experimento e analise possa influenciar no estado fisiologico e interferir
na interpretacdo dos dados de curso de tempo durante a resposta das plantas a dessecacéo e
a reidratacdo. Deste modo, propde-se para futuros trabalhos critérios mais definidos para a
escolha do material vegetal, da conceituacdo de cada estado fisioldgico da amostra e do

desenho experimental a ser empregado
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6.0. CONCLUSOES

Em plantas de Barbacenia purpurea Hook. com um ano de cultivo a partir de
sementes germinadas, o tempo de imposicado de seca influenciou negativamente a
velocidade da recuperagdo celular nas folhas submetidas a reidratagao.

As folhas de Barbacenia purpurea, com um ano, foram tolerantes a dessecacgéo por
até 150 dias de suspensdo da irrigacdo, embora a recuperacdo apés a reidratacdo tenha sido
gradativamente mais lenta.

Apo6s 180 dias de suspensdo da irrigagdo, as folhas ndo apresentaram capacidade de
recuperacdo apos o restabelecimento das condigdes hidricas.
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