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RESUMO

Myrcia insularis é caracterizada por ocorrer em diferentes ecossistemas da Mata
Atlantica, como Restinga e Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento
Rochoso (FAR). No entanto, esses dois ecossistemas apresentam caracteristicas
microclimaticas e edaficas contrastantes, 0 que obriga a referida espécie a desenvolver
caracteristicas adaptativas para co-ocorrerem nesses dois ecossistemas. Nesse sentido, 0
presente trabalho tem como objetivo identificar as estratégias morfoanatdmicas e
fisiologicas que permitiram que a espécie se adaptasse as condi¢cbes ambientais na
Restinga e FAR. Para avaliacdo dos parametros morfoanatdmicos, as amostras foram
processadas segundo as técnicas usuais para microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura e transmissao. Além disso, a anélise de emissdo de fluorescéncia
da clorofila a foi feita para avaliar o redimento quantico do PSII. A determinacdo de
pigmentos fotossintéticos foi realizada para corroborar os dados da fluorescéncia da
clorofila a. Além disso, as folhas foram analisadas, a fim de obter as diferencas
nutricionais entre as areas estudadas. Como resultados obtidos, as analises morfologicas
mostraram que as folhas de M. insularis apresentavam-se mais suculentos e
esclerificados, com maior densidade de tricomas e estdmatos nas restingas. Em
contrapartida, foi observada uma maior area foliar na FAR. Nas analises estruturais,
foram observadas a presenca de cera epicuticular e de parede periclinal externa mais
ornamentada nos ambientes de restinga. Além disso, foi observada maior espessura dos
vasos e maior densidade de venacdo nas restingas. A partir dos parametros de
fluorescéncia da clorofila a (Y1, Fv/Fm, Fv/FO e Fm/FO0), foi possivel constatar que os
individuos de M. insularis ndo apresentavam condi¢cdes de estresse em nenhuma das
areas estudadas. No entanto, foi observado que o rendimento quantico do PSII foi maior
na FAR. A variavel taxa de transporte de elétrons (ETR) apresentou maiores valores
apenas nos ambientes de restingas as 8h, ndo sendo observada diferenca entre as
retingas as 12h e FAR. Com relacdo a presenca de pigmentos foram observadas maior
quantidade de antocianina nas restingas. Adicionalmente, também foi observada a
presenca de compostos fendlicos e alcaloides nas folhas de M. insilaris em ambos 0s
ambientes. As andlises nutricionais ndo demonstraram diferencas em realagdo ao estado
nutricional das plantas, apenas para P e K. A partir dos dados obtidos foi possivel
observar uma ampla capacidade adaptacional de M. insularis, o que explica a
capacidade da espécie em ajustar seus atributos funcionais em respostas as condicdes
ambientais contrastantes entre a Restinga e na Floresta Estacional Semidecidual sobre
Afloramento Rochoso.

Palavras-chave: Anatomia, Morfologia, Ecofisiologia, Mata Atlantica, Ultraestrutura.



Abstract

Myrcia insularis is characterized by the occurrence in different ecosystems of the
Atlantic Forest, such as Restinga and Tropical Semi-deciduous Forest (TSF). However,
both ecosystems have distinct microclimatic and edaphic characteristics, which lead the
referred species to develop adaptive traits, hence being able to co-occur in these two
environments. In this sense, the present work aims to identify the morphological and
physiological strategies that allowed the species to adapt to the environmental
conditions of Restingas and TSF. To evaluate morphoanatomic parameters, the samples
were processed according to the usual techniques for light microscopy and scanning and
transmission electron microscopy. In addition, analyses of the chlorophyll a
fluorescence emission were made to evaluate the quantum vyield of PSIl. The
determination of photosynthetic pigments was also performed to corroborate with the
data of chlorophyll a fluorescence. Moreover, the leaves were subjected to nutritional
analysis to identify any nutritional differences between the studied areas. The
morphological analysis has shown that M. insularis leaflets are more succulent and
sclerified in Restingas besides to have a higher density of trichomes and stomata in this
environment. In contrast, the leaflets have shown a larger leaf area in TSF. Through
structural analysis, it was possible to observe the presence of more irregular epicuticular
wax and external periclinal wall, a greater vessel thickness and higher venation density
in Restinga. In the physiological analyzes, M. insularis individuals did not present
conditions of stress in any of the studied areas for the parameters of the chlorophyll
fluorescence (YII, Fv/Fm, Fv/FO e Fm/FO) observed. However, the quantum yield of
PSII was higher in TSF. The ETR variable presented higher values only at 8 a.m. in
Restinga and no difference was observed between Restinga at 12 p.m. and TSF.
Regarding the presence of pigments, a greater amount of anthocyanin was observed in
Restinga. In addition, was observed the presence of phenolic compounds and alkaloids
in the leaflets of the M. insularis. The nutritional analyzes did not show many
differences regarding the nutritional state of the plants, presenting significant
differences only for P and K. From the data obtained it was possible to observe a wide
phenotypic plasticity of the M. insularis, which explains the ability of the species to
adjust its functional traits in response to the contrasting environmental conditions
between Restinga and TSF.

Key words: Anatomy, Morphology, Ecophysiology, Mata Atltantica, Ultrastructure



Introducéo

As restingas séo planicies de areia holocénicas formadas a cerca de 20.000 anos,
resultado de um processo conhecido como regressao maritima (Cirne et al., 2003).
Posteriormente, estas faixas de areia foram colonizadas por espécies de plantas
provenientes de ecossistemas vizinhos, como a Floresta Estacional Semidecidual sobre
Afloramento Rochoso (FAR) (Freire, 1990). No entanto, para que essas espécies
sobrevivessem sobre essas planicies arenosas foi necessario o desenvolvimento de
estratégias adaptativas para tolerar as condi¢bes impostas pelo novo ambiente. A
capacidade adaptativa dessas espécies estd intimamente relacionada a sua plasticidade
fenotipica (Via et al., 1993).

A plasticidade fenotipica é a capacidade que um determinado organismo tem de
alterar seu fenotipo em resposta as variantes ambientais (Alpert e Simms, 2002). Desta
forma, permitem que o0s organismos alterem suas caracteristicas fisiologicas e
estruturais em resposta as interagdes estabelecidas com o ambiente (Sultan, 2000). Este
fato indica que as avaliacGes das mudancas morfoanatdmicas e fisiologicas sdo fortes
indicadores da competéncia que a planta tem em responder as condigdes estabelecidas
pelo ambiente (Via et al., 1993).

As restingas sdo ecossistemas que apresentam condi¢cbes ambientais bastante
severas, tais como: déficit hidrico, pois o solo € arenoso e retém pouca agua
(Schwinning e Ehleringer, 2001); altos indices de salinidade do solo (Assumpcéo e
Nascimento, 2000); alta irradiancia, com valores acima de 2000 Mol durante o veréo;
altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar (Pireda, 2013). Frente a essas
condi¢cdes ambientais severas, as espécies de plantas que ajudaram na consolidacdo da
vegetacdo de restinga tiveram que desenvolver inUmeras adaptacGes estruturais e
fisioldgicas para sobreviver no novo ambiente.

Estas variantes influenciam em varios aspectos na existéncia da planta, na forma, no
tamanho e também na fisiologia foliar. Assim, as alteracBes estruturais e fisioldgicas
sdo fatores que indicam a competéncia da planta em responder as mudancas do
ambiente. Contudo, essas mudangas podem ocorrer de forma diferente dependo da
especie (Via et al.,, 1993). Ou seja, cada espécie responde de forma diferente as
mudangas ambientais (Strauss-Debenedetti e Bazzaz, 1996).

Com base em todas as informacGes pré-estabelecidas, pode-se dizer que as restingas

apresentam caracteristicas extremas as quais fazem com que as espécies de plantas
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desenvolvam mecanismos altamente eficientes para a sua sobrevivéncia. Por isso, se
fazem necessarios estudos para compreender a composicéo vegetacional das restingas,
fornecendo informacdes sobre os aspectos morfolégicos, ultraestruturais e fisioldgicos
das especies. E dessa forma levantar informacGes que possam ajudar a compreender
como espécies de ecossistemas vizinhos, como por exemplo, espécies de FAR,
colonizaram as areas de restinga.

Nesse sentido, nosso grupo vem desenvolvendo diversos estudos que visam
compreender melhor as caracteristicas adaptativas das plantas, em um ambito
anatdmico-ecologico mesclado a aspectos ecofisiologicos (Rabelo et al. 2012; 2013;
Sanches, 2013; Pireda, 2013; Marques et al., 2015, Campbel et al., 2016; Moreno et al.,
in press). Ademais, esse trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “E-
26/010.002077/2016 - Estratégias adaptativas de espécies vegetais que coexistem em
ecossistemas de restinga e de florestas semideciduas do Norte/Noroeste Fluminense”,
que tem como proposta principal identificar os principais atributos funcionais que
permitiram com que espécies de ecossistemas vizinhos colonizassem as &reas de
restinga. A partir desse projeto serad possivel fornecer informacdes consistentes sobre as
estratégias adaptativas das espéecies de plantas, e assim levantar dados, contribuindo

para o entendimento dos processos de consolidacéo da vegetacédo de restinga.

1.1 Mata Atlantica

O Brasil é o pais que abriga em seu territorio a maior biodiversidade do planeta,
pois cerca de um terco das florestas tropicais remanescentes do mundo estéo localizadas
em nosso territorio (Brasil-Mma, 2016). Estas florestas abrigam uma enorme
quantidade de animais e plantas, sendo chamadas de repositorios da diversidade
biologica (Lamas et al., 2006). Dentre esses repositorios, esta inclusa a Mata Atlantica.
A Mata Atlantica € considerada um dos principais sitios de repositorio de
biodiversidade mundial devido a sua grande diversidade de plantas e de animais. (Silva,
2015).

A Mata Atlantica esta situada em um complexo de ecorregides distribuidas entre
Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil, sua extensdo varia muito, podendo chegar a
estados que apresentam latitudes tropicais, como Ceara e Rio Grande do Norte, até

estados com latitudes subtropicais, como o Rio Grande Do Sul (Di Bitetti et al., 2003).
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Essa amplitude latitudinal e longitudinal, atreladas a fatores altitudinais, explicam o fato
da Mata Atlantica ndo ser uma formacao vegetacional homogénea, e sim composta por
uma série de ecossistemas tais como: Florestas Ombrofilas Densa, Ombroéfilas Mista
(Mata de Araucaria), Estacional Semidecidual e Estacional Decidual, além de
ecossistemas associados como manguezais, restingas, campos de altitudes (Figura 1)
(SOS Mata Atlantica — INPE, 2010).

N Floresta Ombrofila Densa

1 Floresta Ombréfila Aberta
Floresta Ombréfila Mista

.y Estacional Decidual

W Floresta Estacional Semidecidual

W Formacdes Ploneiras [estinga,

manguezal, compo 30ino, vegatocoo
com influencia e fluvial ou lecuahe)

Campos de Altitude. encioves o
Conado, 20nas de ensdo ecoldgica

e

forte Digtasacio ¢ Mags de Veostacho oo
Brasd FBOE 000 escais 15000 000  irwante Secmemtsents ¥ undecho SO8 Mete Abbmce

Figura 1. Mapa evidenciando os diferentes perfis fitofisiondmicos da Mata Atléntica.
(Fonte: Adaptado do Atlas das Vegetacdes do Brasil da Fundagdo SOS Mata Atléantica,
2010).

A area original da Mata Atlantica correspondia a aproximadamente 1,5 milhdes de
Km? (Fundagio SOS Mata Atlantica e INPE, 2001), porém, atualmente so resta cerca de
7,4 % de sua area original (Myers et al., 2000). Essa dréastica reducdo vem ocorrendo
desde a colonizacédo do Brasil, ha cerca de 500 anos (Figura 2) (Lagos e Muller, 2007).
Assim que 0s portugueses chegaram ao Brasil, a area ocupada pela Mata Atlantica
tornou-se o centro populacional do pais. Neste periodo, atividades como a criagdo de
gados, o desmatamento e a exploracdo de madeira comecaram a transformar este
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ecossistema em pastos monoculturais (Di Bitetti, et al., 2003). Devido a esses tipos de

atividades, este bioma segue perdendo cada vez mais sua area.

Situacao da Mata Atlantica

Original Atual

Figura 2- Mapa comparando a area original da mata atlantica com a area atual. Fonte: SOS
mata atlantica. http://www.sosmatatlantica.org.br/

A intensa reducdo de sua area atrelada ao auto grau de diversidade e endemismo sao
fatores que contribuem para a inclusdo da Mata Atlantica como um dos 34 hotspots
mundiais (Myers et al., 2000) (Figura 3).

© Mountains of N
Caucasus Central Asia N

Cahloml Madrean g Moumalns of R 3
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/\ mem:e: oodiands Basi | Fn \
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/ lslands /Pmlo Im\
f Meso.-xmenca \ 2 L/ %
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\ Micronesia ‘q\l\;alla:e\a xz\\ |
\ =tz B
L — Melanesian| /
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% Indiarf Ocean AT 4
) =50 Islands New-\°5
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\Q % Coastal Forests of Eastern Africa Australia /\/
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Figura 3. Mapa mostrando os 34 “hotspots” do mundo. Circulo indicando o bioma
Mata Atlantica. Fonte: Conservation International, 2005.

Apesar dos investimentos nos campos de vigilancia e de protecdo, as florestas
remanescentes estdo sendo reduzidas a arquipélagos de fragmentos florestais muito
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pequenos e separados entre si (Gascon et al., 2000). Atualmente, o dominio da Mata
Atlantica abriga mais de 60 % da populagdo brasileira. E a fragmentacdo florestal
ocorrida aumenta a vulnerabilidade deste bioma as mudancgas climaticas, pois 0s
fragmentos florestais sdo mais sujeitos aos processos de savanizacdo e de
homogeneizacdo biotica, ou seja, de perda de biodiversidade (Scaran, 2007).

Apesar do intenso desmatamento e fragmentacéo, alguns fragmentos tais como a
Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento Rochoso (FAR) ainda resistem a

intensa devastacdo de suas areas (Di Bitetti et al., 2003).

1.2 Afloramento Rochoso

Os afloramentos rochosos sdo elevacBes monoliticas ou agrupadas que
aparecem isoladas na paisagem circundante. Embora sejam encontrados sob os mais
variados dominios climaticos, sdo mais abundantes em regides tropicais e
subtropicais, especialmente em locais de climaarido e semiarido (Franm 1996, Porembski et
al., 1998). Esses ecossistemas sdo caracterizados por oscilacbes de temperatura, de
ventos e de elevadas taxas de evaporacao (Oliveira e Godoy, 2007). Ainda assim, estas
formacdes rochosas oferecem diversos microhabitats, como fendas, depressdes e ilhas de
solo, em uma variacdo microclimatica separada, muitas vezes, por centimetros (Porembski
et al.1998).

Os afloramentos rochosos abrigam uma vasta comunidade de plantas (Aradjo
et al. 2008), tanto faner6gamas quanto a criptégamas. Estudos de cunho floristico
vém sendo realizados em afloramentos rochosos nos trépicos, mas, para o Brasil, 0s
estudos comecaram a aumentar a partir da década de noventa. Apesar disso, 0
conhecimento sobre esta flora ainda é insuficiente, de norte a sul do pais. Somado a esse
cenario, esses poucos estudos sdo direcionados em sua maioria para a flora de
faner6gamas (Scarano, 2007). Afloramentos rochosos podem abrigar varios tipos
florestais, dentre estes a Floresta Estacional Semidecidual (FES).

A FES, também chamada de Floresta Tropical Subcaducifélia, é uma
fitofisionomia peculiar da Mata Atlantica, apresentando uma fitofisionomia de transigédo
entre as florestas de encosta litordnea e as formacdes nao florestais de interior (Veloso
et al., 1991). Este tipo de formacéo florestal ocorre em areas de clima marcado por duas
estacOes: areas de clima tropical e areas de clima subtropical. A regido de clima tropical

é caracterizada por apresentar temperatura media anual em torno dos 21 °C, e estacdes
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chuvosas e secas bem definidas. J& na regido de clima subtropical, é caracterizada por
apresentar uma temperatura média em torno dos 15 °C, e um periodo curto de seca
seguido de uma acentuada baixa térmica (IBGE, 2004).

Por apresentar alternancia de um periodo chuvoso com outro de seca, foi
empregado a FES o termo estacional, termo que se refere a uma condicdo temporal
(IBGE, 2004). Ademais, as arvores presentes nas FES apresentam uma varia¢cdo muito
grande de sua cobertura foliar. Na estacdo chuvosa, a cobertura foliar arbérea chega a
90 %, ja na estacdo seca, esta € reduzida, podendo chegar a 50 %. (Soares e Almeida,
2016). Estes individuos arboreos, por perderem constantemente suas folhas na estacao
seca, sao chamados de caducifolios (Veloso et al., 1991). Estes, sdo alvos de agdes
antrdpicas, fazendo com que as areas de FES sejam reduzidas constantemente.

A constante fragmentacdo tem reduzido as areas naturais dessas formacgoes
florestais (Machado et al., 2004). Das areas florestais remanescentes, muitas estdo
representadas por fragmentos pequenos, imersos numa paisagem dominada pela
agricultura e por centros urbanos (Durigan et al., 2000). Dentre esses fragmentos,
destaca-se 0 Macico do itaoca, que é caracterizado como Afloramento Rochoso que

aprensenta pequenas ilhas rochosas, essas sdo chamadas de inselberg.
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Figura 4. Distribuicdo hipotética da vegetacdo em afloramento rochoso sob influéncia da
deposicéo de substrato disponivel e de topografia. Fonte: Parmentier (2003).

Do ponto de vista ecoldgico, estas formacdes funcionam como ilhas terrestres de
rocha exposta com vegetacdo arboreo-arbustiva no seu entorno (Parmentires, 2003). De
acordo com Moura et al., 2011, os inselbergs apresentam comunidades vegetais
peculiares, distintas entre si com espécies muito especializadas. Meirelles et al. (1998)
destacam ainda que estas formacdes estabelecem habitat Unico e exclusivo para muitas
espécies. Diante da caréncia de conhecimento sobre as comunidades vegetais que se
desenvolvem nos inselbergs e a intensa degradacdo antrépica dessas paisagens, torna-se
necessario a realizacdao de estudos anatdmico-ecoldgicos e de conservacao das espécies

existentes.

1.3 Restinga

A costa brasileira é caracterizada predominantemente por apresentar diferentes
origens e fei¢Oes, podendo conter dunas moveis e fixas, terragos marinhos e fluviais,
planicies aluviais e restingas (Poncano et al., 1981). Na literatura, a palavra restinga tem
varios significados. No sentido geomorfoldgico restrito, as restingas seriam parte da
planicie costeira, formadas por sedimentos depositados pelo mar como resultado das
transgressdes e regressdes ocorridas nos oceanos nos Ultimos milhares de anos,

relacionadas a periodos glaciais e interglaciais (Aradjo e Lacerda, 1987). No entanto, no
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sentido geomorfoldgico amplo, restinga esta relacionada de modo geral a planicie
costeira, em decorréncia da dificuldade de diferenciar seus aspectos geomorfologicos.
Em geral, as restingas compreendem corddes de areia depositados paralelamente a linha
da costa como consequéncia da dindmica construtiva e destrutiva do mar, preenchendo
ou tendendo a preencher reentrancias do extenso litoral (Guerra e Guerra, 1997).

O significado botanico para o termo restinga foi definido como “conjunto de
comunidades fisionomicamente distintas que sofrem influéncias marinhas ou fluvio-
marinhas e ocorrem em areas com grande diversidade ecoldgica (Suguio e Tessler,
1984). Esta vegetacdo em sua grande maioria é colonizada por espécies originadas de
outros ecossistemas, como Florestas Estacionais Semideciduais e Caatinga (Araujo e
Lacerda, 1987). No entanto, estas espécies sofreram adaptacfes devido as condicdes
diferentes de seu ambiente original (Freire, 1990). A colonizacdo dessas areas costeiras
por espécies oriundas de outros ecossistemas foi de grande importancia para 0 processo
de estabilizacdo deste ecossistema (Costa et al. 1984). Esta colonizagdo atuou
principalmente na compactacdo do solo de &reas proximas as linhas de marés altas,
minimizando assim os efeitos erosivos sobre esse ecossistema (Lamégo, 1974). Além
de, promover a protecdo e estabilizacdo do substrato contra a acdo dos ventos, um dos
principais agentes modificadores das paisagens litoraneas (Assumpcgdo e Nascimento,
2000).

Estudos sobre a composicao floristica de restinga ainda sdo escassos, e a pouca
informacdo influencia na classificacdo das fisionomias vegetais desse ecossistema.Para
as restingas do estado do Rio de Janeiro, somente a partir da década de 80 foram
realizados trabalhos com o propoésito de impulsionar o conhecimento a respeito deste
ecossistema (Lacerda e Hay, 1982; Aradjo e Henriques, 1984; Henriques et al., 1986;
Rizzini et al., 1990; S&, 1996; Menezes e Aradjo, 1999). No entanto, esses autores
concentraram seus estudos principalmente entre as restingas de Guaratiba e Macaé.
Apesar de a regido Norte ser a detentora das maiores areas de restinga do estado do Rio
de Janeiro, esses ecossistemas foram praticamente negligenciados. Os estudos foram
iniciados com Assumpcdo e Nascimento (2000), que relataram a estrutura e composi¢ao
floristica dos diferentes perfis fitofisiondmicos da restinga da regido. Dentre as areas de
restingas, localizadas na regido norte do estado, uma que merece especial destaque é o
Complexo Lagunar de Grussai/lquipari, devido sua grande extensdo e diversidade de

espécies.
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Baseado no trabalho de Assumpcéo e Nascimento (2000) foi possivel verificar
que uma das familias mais abundantes nas formacdes de restinga no Norte Fluminense
do Estado do Rio de Janeiro € a familia Myrtaceae, e por isso faz jus a destaque nesse
trabalho.

1.4 Familia Myrtaceae Juss. e a espécie Myrcia insularis Gardner O. Berg

Myrtaceae é uma das mais importantes de Angiospermae, corresponde a cerca
de 1,32 % do total das Angiospermae conhecidas. Essa familia apresenta-se dividida em
uma unica tribo, Myrteae, e trés subtribos: Myrciinae, Eugeniinae e Myrtinae (Landrun
e Kavvsaki, 1997). Sdo descritos cerca de 140 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos (Angiosperm phylogeny I11, 2009).

No Brasil foram registradas cerca de 23 géneros e 1.025 espécies, distribuidas na
sua grande maioria na Mata Atlantica, (Myrtaceae in Flora do Brasil 2020 em
construcdo, 2018). A familia Myrtaceae é considerada uma das familias mais
representativas do Brasil pelo fato de ocorrerem em diversos tipos de vegetacdo, como:
Floresta Ombrdéfila ou Mata Atlantica de encostas (Soares-Silva, 2000); Floresta
Amazonica (Silva et al., 2005); Restinga (Lourenco e Barbosa, 2012) e Cerrado (Silva-
Filho, 2006).

Diversos estudos floristicos e fitossociologicos citam a familia Myrtaceae pela
capacidade de adaptabilidade aos ambientes aos quais estas sdo encontradas (Aragdo e
Conceicdo, 2007). Esta familia também apresenta um grande potencial econdmico, pois
muitas de suas espécies sdo utilizadas na alimentacdo, como as espécies Psidium
guajava L. (goiaba) e Eugenia uniflora L. (pitanga), consumidas em forma de suco,
doces, geleias e sorvetes (Lorenzi et al., 2006).

A familia Myrtaceae também apresenta uma grande importancia ecolégica, pois
muitas espécies apresentam frutos suculentos e carnosos sendo usados como fontes de
alimento a fauna silvestre (Sobral et al., 2010). Muitos animais que se alimentam desses
frutos acabam veiculando a dispersdo das sementes e favorecendo a sobrevivéncia e
permanéncia dessas espécies (Pizzo, 2003). Atualmente, diversos estudos estdo sendo
feitos a fim de caracterizar melhor a diversidade das espécies da familia Myrtaceae.
(Myrtaceae in Flora do Brasil 2020 em construcéo, 2018).

Myrcia insulares Gardner O. Berg é uma das espécies representantes da familia

Myrtaceae. Essa espécie é popularmente conhecida como vapiranga ou guarapiranga, e
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é endémica da Mata Atlantica (Candolle, 1928, Sobral et al., 2015). M. insulares ocorre
nas regides Nordeste, Sudeste e Sul, e sua distribuicdo se limita ao norte da Bahia. J&
nos estados de Pernambuco e Alagoas sua distribuicdo é mais ampla (McVaugh, 1956;
Sobral et al., 2015). Esta espécie apresenta arvores com tamanhos bem consideraveis
podendo chegar a 12 metros de altura. Suas folhas se diferenciam das demais espécies
de Myrcia, pelo fato de apresentarem venagdo primaria plano-convexa adaxialmente,
bréacteas lancioladas e bractéolas lineares, lobos de calices diferenciados, apice agudo e
disco estaminal glabro e frutos subgloboides (Candolle, 1928). M. insulares apresenta
cotilédones foliaceos e revestimento macio em suas sementes, isso combinado com
ovarios bilaterais ou trilocular contendo dois 6vulos e inflorescéncias geralmente em
paniculas (Sobral et al., 2010, Sobral et al., 2015).

Por apresentar tais caracterisicas Myrcia insulares pode ter alto potencial
adaptativo, podendo desenvolver atributos especificos. Assim, esta poderia se adaptar a

diferentes ambientes, respondendo consideravelmente as variagdes ambientais.

1.5 Respostas adaptativas

As plantas sofrem um serie de variagbes quanto as suas estruturas
morfofisioldgicas. Essas mudangas ocorrem devido aos organismos de uma mesma
espécie serem capazes de sobreviver e competir com sucesso em uma faixa muito ampla
de condicdes de ambiente. Essas variacdes sdo caracteristicas do resultado do processo
evolutivo conhecido como adaptacdes (Harper e Ogden, 1970).

Respostas adaptativas ocorrem em grandes escalas de tempos; ou seja, varias
geracOes transmitem tais caracteristicas ao decorrer do tempo. Ademais, mudancas
adaptam uma populacdo a um novo ambiente (Schlichting e Smith, 2002). Por outro
lado, o processo de aclimatacdo € caracterizado com alteracGes instantaneas e
contorndveis, sendo um processo que ocorre em curto prazo quando comparado ao
processo adaptativo (Arenque et al., 2014)

Sultan (2000) define adaptagdo como um conjunto de modifica¢bes provocadas
na constituicdo de um organismo como resultado da ag¢do continua de um meio diferente
daquele em que inicialmente se desenvolveu seus ascendentes. Fatores morfogénicos
sdo os que influenciam e formam as estruturas das plantas. Sendo as condic¢des de clima
e de solo responsaveis por determinar ou modificar a organizacdo da planta. Em cada

ser vivo existe um padrdo de desenvolvimento estabelecido e comandado pelo seu
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patrimonio genético (genotipo). Contudo, fatores abidticos agem sobre 0s genes e
modificam sua expressdo em Varios sentidos fazendo estes adquirirem uma plasticidade
fenotipica (Sultan, 2003).

Plasticidade fenotipica € definida como mudancas que ocorrem em um
organismo em relacdo as condi¢bes ambientais. Essas mudancas podem ocorrer em
varios niveis, contudo sdo extremamente importantes para as plantas em razdo de estas
apresentarem seu modo de vida séssil (Sultan, 2003). Essas modifica¢cfes podem ser em
carater morfologico, em que ocorrem mudancas estruturais, e fisioldgicas (Schlichting e
Smith, 2002).

1.6 Adaptac0es Estruturais e Fisioldgicas das folhas

As adaptacbes das plantas ocorrem em resposta ao ambiente ao qual estdo
inseridas. As plantas de restinga por estarem em um ambiente com baixa
disponibilidade hidrica, exposta a altos niveis de irradiacdo e temperaturas elevadas,
solo salino, e interferéncia do vento apresentam caracteristicas adaptativas diferentes
das plantas encontradas em Florestas sobre afloramento rochoso (FAR) devido as
condigdes ambientais contrastantes entre esses dois ambientes (Mantuano et al., 2006).

Plantas que vivem em condi¢bes de alta irradiancia e baixa disponibilidade
hidrica desenvolvem espessa camada protetora em células epidérmicas, chamada de
cuticula. Esta tem um importante papel na fotoprotecdo e evidéncias da importancia
desta barreirana determinardo a quantidade de irradiacdo que chega ao mesofilo
(Oliveira e Akisue, 1989; Santos et al., 2016).

A baixa disponibilidade de agua e a alta irradiancia também tende a influenciar
na espessura e suculéncias dos tecidos foliares (Kluge e Ting, 1978). Por exemplo,
folhas mais suculentas refletem a capacidade de armazenamento de agua e geralmente
estdo associados a ambientes xerofiticos, como as restingas (Nobel, 1988; Lamont e
Lamont, 2000; Schwinning e Ehleringer, 2001).

A presenca de apéndices de origem epidérmica, conhecidos como tricomas,
também sdo caracteristicas encontradas em plantas submetidas a condi¢do de baixa
disponibilidade hidrica como nas restingas (Pireda et al., 2013). Estes tém uma fungéo
de criar um microclima Umido diminuindo a perda de agua por evapotranspiragdo, além
de promover a reflexdo da irradiacdo solar, evitando o aquecimento das folhas (Oliveira
e Akisue, 1989; Santos et al., 2016).
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Os estbmatos das plantas que vivem nestas condi¢fes tendem a adaptar-se ao
estresse hidrico, sendo encontrados mais frequentemente na face abaxial das folhas. Os
estdbmatos estdo relacionados com a entrada e saida de ar no interior dos 6rgaos em que
se encontram ou, ainda, com a saida de agua na forma de vapor. Neste caso, estes
estdmatos presentes na superficie abaxial reduzem sua exposi¢do aos altos indices de
luminosidade e a baixa umidade do ar, diminuindo dessa forma a perda de &gua para o
ambiente (Esau, 1974, Alquini et al., 2003).

As plantas em respostas as condi¢Ges de alta irradiancia tendem a apresentar
parénquima palicadico com células maiores, podendo apresentar mais de uma camada,
proporcionando uma distribuicdo mais igualitdria da luz pelo mesofilo foliar
(Vogelmann et al., 1996, Rabelo et al., 2012). Em contrapartida, plantas submetidas a
condicdes de baixas irradiancia podem apresentar um parénquima lacunoso mais
desenvolvido, o que poderia atuar como uma camara de espelhos refletindo a luz néo
absorvida pelo paréngquima palicadico. Com isso, o caminho Optico da luz no interior do
mesofilo tende a se prolongar, aumentando assim a chance dessa luz ser captada pelos
cloroplastos (DelLucia et al., 1996).

Condicg0es de calor, seca, excessiva concentracdo de sais no solo e altos indices
de luminosidade, fatores estes inerentes das restingas, podem induzir a produgéo de
forma reativas de oxigénio (ROS) (Hernandez et al., 2000; Sairam e Saxena, 2001;
Apel e Hirt, 2004). Cabe ressaltar que um dos principais sitios de producdo de ROS nas
plantas sdo os cloroplastos. Estes podem sofrer alteracbes nas suas caracteristicas
ultraestruturais, tais como: desorganizacdo de suas membranas internas, aumento do
volume do estroma, e maior acimulo de plastoglobulos (Austin 1l et al., 2006; Vitoria
et al., 2006; Lage-Pinto et al., 2008; Bréhélin e Kessler, 2008; Rabelo et al., 2013).

Alteracbes nas caracteristicas estruturais dos cloroplastos provocadas por
estresse ambiental podem refletir sobre os aspectos fisioldgicos da planta. Altos indices
de luminosidade podem danificar a estrutura dos complexos antena do fotossistema
dois (PSII), ou induzir a saturacdo das plastoquinonas Qa, e com isso, comprometer a
transferéncia de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons (Taiz e Zeiger,
2013). Estas alteracdes podem levar a um estado fotoinibitério do PSII, o que provoca
uma alteracdo em toda a cinética de emisséo de fluorescéncia da clorofila a (Maxwell e
Johnson, 2000).
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2.0bjetivo Geral

Comparar 0s aspectos estruturais e ecofisiologicos da lamina foliar da espécie

Myrcia insularis Gardner O. Berg (Myrtaceae), presente em area de Floresta Estacional
Semidecidual sobre Afloramento Rochoso (FAR) e de Restinga (RPPN Fazenda

Caruara), a fim de compreender quais mecanismos adaptativos foliares possibilitaram

que esta espécie de Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento Rochoso

(FAR) se adaptasse as areas de Restinga.

2.1 Objetivos Especificos

Analisar os parametros morfoldgicos, relacionados a massa foliar por unidade de
area (MFA), suculéncia (SUC), densidade (DEN) e area foliar (AF), das folhas
de Myrcia insularis;

Avaliar os aspectos anatdmicos das folhas de Myrcia insularis no ambiente de
Restinga e Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento Rochoso
(FAR);

Avaliar a integridade dos cloroplastos em resposta a0 aumento de irradiacdo no
ambiente de Restinga e Floresta Estacioanl Semidecidual sobre Afloramento
Rochoso (FAR);

Determinar o contetdo de clorofila a, clorofila b, carotenoides e antocianina nas
folhas;

Avaliar a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSII) a partir da emissédo de
fluorescéncia da clorofila a nas folhas;

Relacionar os aspectos estruturais e ecofisiologicos da lamina foliar como
resposta adaptativa as estratégias de sobrevivéncia das espécies nas duas areas

de estudo.
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3. Material e Métodos
3.1 Caracterizacao da area de estudo

O estudo foi realizado na Reserva Particular do Patriménio Nacional - Fazenda
Caruara, localizado no municipio de Sdo Jodo da Barra, regido Norte Fluminense do
Estado do Rio de Janeiro (21° 72654" S e 41° 03645 W), sendo considerado um dos
maiores e mais conservados fragmentos de restingas do Complexo Lagunar de
Grussai/lquipari, como uma area de aproximadamente cinco mil hectares (Figura 5). O
solo desta regido se mostra como areias quartzosas marinhas associadas a podzol
hidromdrficos (RadamBrasil, 1983). O clima é classificado como Aw (Alvares 2014), é
intitulado como tropical subumido a semiarido, com precipitacdo pluviométrica média
anual variando de 800 a 1200 mm, apresentando maiores taxas de precipitacdo durante
0s meses de verdo (novembro a janeiro), e 0s menores nos meses de inverno (maio a
agosto) (Assumpc¢do e Nascimento, 2000). A temperatura média varia entre 20 a 30 °C
(Suzuki, 1997; Nunes, 1998).

A segunda area € uma formacdo vegetal, presente em uma Floresta Estacional
Semidecidual sobre um Afloramento Rochoso (FAR) (Macico do Itaoca). O macico do
Itaoca se encontra no norte do Estado do Rio de Janeiro (21°48' S 41°26' W), municipio
de Campos dos Goytacazes (Figura 5). Apresenta uma area de 900 ha com elevagéao
granitica, onde sua altitude méaxima é de 420 m, sobre uma planicie costeira
(RadamBrasil, 1983). Esta area se encontra em uma matriz muito antropizada, formada
por canaviais e pedreiras. O clima da regido € classificado como Aw (Alvares, 2014),
tipo quente e imido, com periodo seco de maio a agosto e com ocorréncia de veranicos
em fevereiro (RadamBrasil, 1983). Os solos predominantes no municipio sdo latossolos
amarelos em Tabuleiros, e na Baixada associacdes e complexos de neossolos flavicos,
gleissoloshaplicos e cambissolos haplicos, que se mostram desenvolvidos de substratos
colavioaluvionais (Silva et al., 2003).

As caracteristicas vegetacionais entre as duas areas sdo bastante contrastantes. O
Macico do Itaoca apresenta uma formacéo vegetacional florestal, com a presenca de um
dossel bem consolidado (Figura 5 B). As restingas por sua vez, ndo apresentam dossel,
sendo a vegetacdo constituida por moitas espacadas que podem atingir até 2 metros de
altura (Figura 5 C).
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Figura 5: Localizacdo das areas de estudo (A) (Google Erth). Vegetacdo de FAR (B); e
Restinga (C) Arquivos préprios do autor

Essas diferengas vegetacionais entre as duas areas de estudo influenciam
diretamente nas condi¢Bes microcliméticas. Foram observados maiores valores de
irradiancia e de temperatura na restinga (RPPN — Fazenda Caruara), em quanto maiores
valores de umidade foram encontrados em FAR (Macico do Itaoca) (Tabela 1).

A determinagdo dos parametros microcliméticos acima citados foi feita mediante
medicBes em quatro pontos distintos, com distancia média de 3 metros de um ponto
para 0 outro, ao redor de cinco individuos, em cada setor estudado. Medic¢des de
temperatura e umidade foram realizadas com o termohigrémetro (Termohigrometro
Digital Impac THO1), ao passo que medidas de irradiacdo foram feitas com um
radidmetro LI-250A, as 8 h e 12 h, ambos em periodos de coleta.
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Tabela 1. Caracterizacdo microclimatica das areas de estudo.

Dados Microclimaticos Irradiacdo (Mol)  Temperatura (°C) Umidade (%)

Floresta 8h 5,987 21,66 79,18
Floresta 12h 26,10 23,76 73,23
Restinga 8h 958,67 28,50 49,55
Restinga 12h 1278,65 34,44 39,70

3.2 Selecdo da espécie e coleta de material

A espécie utilizada Myrcia insularis foi fundamentada nos inventérios realizados
pela Empresa Prumo, para o ambiente de restinga (RPPN Fazenda Caruara), e no
levantamento floristico para FAR (Macico do Itaoca), realizado por Souza (2015), A
espécie foi selecionada baseada na alta frequéncia relativa com que ocorre em ambas as
areas de estudo.

Entre as duas areas estudadas foram observadas diferencas com relacdo ao
habito da espécie em questdo na FAR; a espécie apresenta porte arbdreo, com altura
média de aproximadamente 10 metros (Figura 6A). Na restinga, a espécie assume um
porte arbdreo-arbustivo, atingindo cerca de 2 metros de altura (Figura 6B). Em cada
ambiente foram selecionados cinco individuos, totalizando, portanto, dez individuos
analisados. Foram coletadas cinco folhas completamente desenvolvidas do terceiro no,
resultando em uma amostragem de cinquenta amostras divididas entre os dois

ambientes.
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Figura 6: Habito de Myrcia insulares na FAR — Macico do Itaoca (A) e na Restinga — RPPN
Fazenda Caruara (B). Arquivos préprios do autor

3.3. Preparo de amostras para Microscopia
Para analises em microscopia, foram utilizadas as regides do terco mediano, o
bordo, a nervura central de uma folha restinga e uma de FAR de cada um dos dez

individuos selecionados.

3.3.1. Fixagéo e Desidratagéo

Fragmentos da lamina foliar foram fixados em uma solucdo aquosa de
glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tampdo cacodilato de Sodio 0,05 M em pH
7,2 (Da Cunha, 2000). Posteriormente, foram lavados neste mesmo tampédo e pods-
fixados em uma solucdo aquosa de tetroxido de Osmio 1 % e tampédo cacodilato de
Sodio 0,05 M, a temperatura ambiente, pH 7,2. Ap6s nova lavagem no mesmo tampao,
os fragmentos do terco mediano e bordo foliar foram desidratados em uma série

crescente de acetona.

3.3.2. Microscopia Optica

Apos a desidratacdo, os fragmentos foram submetidos as etapas de infiltragdo
onde a acetona foi substituida gradualmente pela resina epoxi (Epon 812). As amostras
embebidas em resina pura foram colocadas em formas e levadas a estufa a 60 °C por 48
h para a polimerizacéo e obtencdo de blocos. Em um ultramicrétomo (Reicheit Ultracut

S) foram retirados cortes semifinos entre 0,60 e 0,70 um de espessura com o auxilio de
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faca de diamante no sentido transversal. Essas seccOes foram coradas com azul de
toluidina 1 % por 1 minuto (O‘Brien e McCully, 1981). As laminas foram seladas com
Entellan® (Merck) e observadas em microscopia Optica de campo claro (Axioplan
ZEISS).

Para analisar as estruturas da epiderme em vista frontal e contagem de
estOmatos, foram dissociadas as faces adaxial e abaxial da epiderme. Para tal, as
amostras foram colocadas em um Becker com solugdo de acido nitrico 80 % e agua
destilada 20 %. O Becker foi colocado sobre uma placa aquecedora a 150 °C até que as
faces adaxial e abaxial das epidermes fossem dissociadas. Em seguida, as faces
epidérmicas foram colocadas em ldminas, coradas com safranina 10 % e montadas com
glicerina 50 %. As amostras dissociadas foram observadas em microscépio éptico de
campo claro (Axioplan ZEISS).

3.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura

ApOs as etapas de fixacdo e desidratacdo, as amostras foram submetidas ao
ponto critico para substituir toda acetona por CO> liquido, com o auxilio do aparelho
Bal-Tec Critical Point Dryer CPD 030, em condi¢des de alta pressdo. Desta maneira 0s
danos causados pela tensdo superficial associada a evaporacdo sdo praticamente
eliminados. Em seguida, os fragmentos secos foram fixados de forma a permitir a sua
observacao com fita adesiva de carbono em suportes proprios e cobertos com uma fina
camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater SCD 050). As imagens foram obtidas

no microscopio eletrdnico de varredura EVO 40 ZEISS a uma voltagem de 25 KV.

3.3.4. Microscopia Eletronica de Transmissao

Apds as etapas de fixacdo e desidratacdo, o material foi embebido e emblocado
da mesma forma que para a microscopia dptica. Com o auxilio do ultramicrétomo e faca
de diamante, foram obtidos cortes ultrafinos com, aproximadamente, 70 nm de
espessura. Estes cortes foram coletados em grades de cobre de 300 mesh, as quais foram
primeiramente revestidas com formvar. Os cortes foram contrastados com acetato de
uranila 5,0 %, por 40 minutos, e citrato de chumbo, por 5 minutos (Reynolds, 1963). As
imagens foram obtidas com o auxilio do microscopio eletronico de transmissdao JEOL
1400 Plus, a uma voltagem de 80 kV.
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3.4. Parametros quantitativos estruturais
Os parametros a seguir foram medidos separadamente para cada tipo de folha
Restinga e FAR.

3.4.1. Quantificacdo da espessura da epiderme; parénquima palicadico;
parénquima lacunoso; mesofilo (palicadico + lacunoso)

A espessura da epiderme e da cuticula, parénquima palicadico, parénquima
lacunoso e mesofilo (parénquima pali¢adico + parénquima lacunoso) foram calculados a
partir de seccOes transversais do terco médio da lamina foliar. Foram examinados 25
campos para cada folha analisada. As imagens obtidas foram processadas e analisadas
utilizando sistema digital de processamento de imagens Image Pro-Plus.

A autenticidade da cera epicuticular foi identificada por lavagem de folhas em
cloroférmio por 1 minuto e comparando-se com folhas nao lavadas utilizando-se da
Microscopia Eletronica de Varredura (ZEISS - DSEM 962).

3.4.2. Quantificacdo de estdmatos por area foliar

A determinagdo do nimero de estdmatos por mm? por area foliar foi realizada a
partir da observacdo das epidermes dissociadas em um microscépio de campo claro
Axioplan ZEISS. Foram processadas e analisadas 280 imagens de areas de 0,012 mm?

utilizando sistema digital de processamento de imagens Image Pro-Plus.

3.4.3. Area foliar (AF); Espessura (ESP); Massa da folha por unidade de area
(MFA); Suculéncia (SUC) e Densidade (DEN)

Para determinacdo da area foliar, foram coletadas cinco folhas frescas de
Restinga e FAR de cada individuo, as quais foram escaneadas e tiveram sua area
mensurada por meio do sistema digital de processamento de imagens ImageJ.

Discos foliares de tamanho determinado foram retirados em cada uma das folhas
coletadas para se determinar a MFA e a SUC. Os discos foram hidratados em agua
destilada por 24 horas e sua massa saturada foi medida em uma balanca digital (0,001g)
e a ESP (mm) medida com um paquimetro digital (£ 0,01 mm). Os discos hidratados
foram colocados em estufa a 55 °C por 72 horas para obtencdo da massa seca. A partir
destes valores, foram calculados a SUC (g.m), que é o resultado da diferenca entre a
massa saturada e a massa seca dividida pela area dos discos utilizados, e a MFA (g.m™)

que é a razdo entre a massa seca dos discos por sua area (Kluge e Ting, 1978). Os
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valores de DEN (mg mm=) foram obtidos a partir da formula: DEN = MFA/ESP
(Witkowski e Lamont, 1991).

3.5. Analises ecofisioldgicas

As medidas descritas a seguir foram obtidas durante o verdo (Janeiro). Foram
utilizados dez individuos adultos da espécie em que a altura permita tais avaliacGes
(cinco individuos de Restinga e de FAR). Foram feitas medi¢des em dez folhas (cinco
individuo de Restinga e cinco de FAR) completamente expandidas que apresentarem
poucas variacdes de cor verde em cada um dos individuos das duas areas e em dois
horarios diferentes (8h e 12h). Para possibilitar tais medicGes, os ramos foram

primeiramente destacados e colocados em vasilhames com &gua.

3.5.1. Acompanhamento dos parametros de emissdo de fluorescéncia da Clorofila a

Os parametros de emisséo de fluorescéncia da clorofila a foram acompanhados
as 8 h e 12 h. Para isso, foi utilizado o fluorimetro modulado portéatil FMS2 (Hansatech,
UK). As medidas foram feitas na regido central da superficie adaxial (evitada a regido
da nervura central) de 300 folhas intactas (100 folhas em cada horéario), completamente
expandidas, saudaveis (livres de necrose ou ferimentos) e com coloracdo semelhante.

As folhas foram expostas ao escuro, com auxilio de pinga, por 30 minutos, sendo
posteriormente expostas a luz de medigdo (aproximadamente 6 umol. m2.s™t a 660 nm),
seguida pela exposi¢do a luz branca actinica de alta intensidade (10.000 pmol. m2.s?),
aplicada por 0,8 segundos, conforme adaptacdo das técnicas descritas por Genty et al.
(1989) e Van Kooten e Snel (1990). Foram registradas e submetidas a analise as
seguintes variaveis da cinética de fluorescéncia da clorofila a: rendimento quéntico
méaximo do FSII (Fv/Fm), a razdo Fm/FO e Fv/FO; e rendimento quantico efetivo ().

Os valores foram apresentados como a média de 25 medicGes, que representam
25 repeticoes.

3.5.2. Medidas do contetdo dos pigmentos fotossintéticos

Discos do limbo foliar com 1,0 cm de didmetro foram retirados de cinco folhas
distintas de cinco individuos de cada espécie estudada para determinacdo do teor de
pigmentos fotossintéticos, utilizando o método de extragdo com acetona 100% (Hiscox
e Israel stam, 1979). Os discos foliares foram imersos em 5,0 ml de acetona, mantidos

no escuro e, posteriormente, foram realizadas leituras em espectrofotémetro (Shimadzu
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1240 Japan) nas absorbancias de 480, 649 e 665nm. Os calculos para a determinacao
das concentragcdes dos pigmentos supracitados foram desenvolvidos de acordo com o
procedimento descrito por Wellburn (1994):

[Clorofila a] (ug mL™) = 12,19A¢65 — 3,45A649
[Clorofila b] (ug mL™) = 21,99A649 — 5,32As65
[Carotendides] (ug mL™1) = (1000A4s0 — 2,14 Clorofila a — 70,16 Clorofila b)/220

A determinacdo das concentracfes de antocianina foi realizada com o medidor
portétil do conteido de antocianina (ACM — 200 Plus Opti-Science).

3.6 Andlise nutricional

Para realizacdo das analises nutricionais das folhas, foram coletadas folhas
frescas de trés individuos de Restinga e de trés individuos de FAR. Em cada um dos
individuos foram coletadas cerca de 5009 de folhas de sol e 5009 de folhas de sombra,
as quais foram colocadas em sacos plasticos e levadas ao laboratoério para quantificacdo
dos valores de carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P) presente nessas folhas. As
folhas foram lavadas com &gua corrente e agua deionizada, secas a 60 °C até atingir
peso constante, moidas em moinho elétrico de faca e homogeneizadas em grau e pistilo.
As determinacOes de C e N totais foram feitas em amostras secas utilizando-se um
autoanalisador de CHNS/O (Perkin Elmer 2400) (Allen, 1989).

Para a extracdo de P, subamostras (0,20 g) foram digeridas em 4,4 ml de uma
solucdo de acido sulfurico concentrado (350 ml), 4gua oxigenada 100 volumes (420
ml), selénio (0,42 g) como catalisador e sulfato de litio (14 g) em solucdo &cida (Allen,
1989). A determinacdo desse nutriente foi feita em espectrofotometria de emissdo por
plasma induzido (ICP/AES-Varian). Todo o procedimento analitico foi realizado no
polo da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), situado na cidade de

Campos dos Goytacazes, RJ.

3.7 Analise estatistica
Para verificacdo da normalidade dos dados aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk
(Zar, 1996), o qual indicou que alguns dados apresentaram distribui¢cdo normal e outros

ndo. As comparagdes morfoldgicas e anatdmicas entre os locais coletados foram feitas
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usando Box Plot (McGill et al., 1978). As analises estatisticas foram feitas com o0s
softwares Statistica 7 (Statsoft, Tulsa, OK) e Systat 12 (Systat, 2007).

4. Resultados
4.1 Caracterizacdo anatdmica e histoquimica das folhas de Myrcia insularis em

Restinga e Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento Rochoso (FAR)

Na superficie adaxial das folhas, foi observada a presenca de cera epicuticular
com mais ornamentacdes no ambiente de Restinga em comparacdo a Floresta (Figura
7A e B). A cuticula, assim como a cera epicuticular, também apresentou uma superficie
mais ornamentada na Restinga do que na Floresta (Figura 7C e D). A superficie abaxial,

por sua vez, ndo apresentou diferencas entre as areas estudadas (Figura 7E e F).
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Figura 7: Andlise micromorfoldgica da superficie foliar Myrcia insularis em ambientes de
Restinga e Floresta observadas em microscopia eletronica de varredura. A — Superficie adaxial
da epiderme em Restinga com cera. B — Superficie adaxial da epiderme em Floresta com cera.
C — Superficie adaxial da epiderme em Restinga sem cera. D — Superficie adaxial da epiderme
em Floresta sem cera. E - Superficie abaxial da epiderme mostrando estdmatos em Restinga. F
— Superficie abaxial da epiderme mostrando os estdbmatos em Floresta. Barras: A, B, C e D:
50um; E e F: 100um.

O padréo de venacdo das folhas de M. insularis apresentou diferencas entre as
areas estudadas. Foi observado maior espessamento das venagdes secundarias e maior
ramificagdo do sistema vascular em ambientes de Restinga (Figura 8A e B).

Através da dissociacdo epidérmica foi possivel constatar que as paredes
anticlinais das células epidérmicas sdo mais sinuosas na Floresta do que na Restinga em
ambas as superficies da folha (Figura 8C-F). Além disso, as folhas de Restinga

apresentam maior quantidade de estdmatos em relacdo as folhas de Floresta (Figuras 8E
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e F). Ademais, os estdbmatos de M. insularis estdo envolvidos por células que nédo se
diferenciam das outras células epidérmicas, sendo caracterizados assim como
anomociticos (Figura 8E e F).

Com o uso da microscopia de varredura, foi possivel observar a presenca de
tricomas tectores na superficie abaxial das folhas de M. insularis em ambos os
ambientes, sendo que as folhas dos individuos da espécie na Restinga apresentavam
maiores quantidades dessas estruturas quando comparados as folhas dos individuos de
Floresta (Figura 8G-1I).

Figura 8: Caracterizagdo morfoldgica das folhas de M.insularis em ambientes de Restinga e
Floresta visualizados em microscopia optica (A, B, C, D, E e F), e microscopia eletronica de
varredura (G, H e I). A — Padréo de venacéo das folhas na Restinga; B — Padrdo de venacdo das
folhas em Floresta; C — Superficie adaxial das folhas na area de Restinga. D — Superficie adaxial
na area Floresta; E — Superficie abaxial na area de Restinga; F — Superficie abaxial na area de
Floresta. G — Visdo geral da folha mostrando a presenga de tricomas tectores nas folhas de
Restinga, H— Visdo geral mostrando a presenca de tricomas tectores nas folhas de Floresta; | —
Detalhe do tricoma tector na folha de Restinga. Barras: A, B - 10um., C, D, Ee F - 20um, G e H
100 pm, I - 25pm.

Através da microscopia Optica, foi possivel observar que as folhas de M.
insularis apresentam mesofilo dorsiventral composto por parénquima palicadico e
lacunoso distintas nos ambientes de Floresta e Restinga (Figura 9A e 9B). As folhas na

Restinga apresentam mesofilo mais espesso em relacdo as folhas dos individuos de
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Floresta (Figura 9A e 9B). O parénquima palicadico é constituido por duas camadas de
células alongadas e justapostas, e distribuidas perpendicularmente a superficie adaxial
(Figura 9A e 9B). Além disso, foi possivel observar variagcbes em relagdo ao tamanho
dessas celulas quando comparadas entre os ambientes de Floresta e Restinga (Figura 9A
e B). Em ambos os ambientes, o parénquima lacunoso € constituido de 7 a 9 camadas de
células isodiamétricas, apresentando grandes espacos intercelulares (Figura 9A e B).

A epiderme nas faces adaxial e abaxial nos ambientes de Floresta e Restinga é
constituida por uma Unica camada de célula (Figura 9C-F), e sobre essas células, foi

observada uma espessa camada de cuticula em ambos os ambientes (Figura 9C-F).

Figura 9: Caracterizacdo anatdmica de Myrcia insularis em ambientes de Restinga e Floresta
visualizados em microscopia Optica. A — Corte transversal da lamina foliolar na area de
Restinga. B — Corte transversal da lamina foliolar na area de Floresta. C — Detalhe da epiderme
adaxial na area de Restinga. D — Detalhe da epiderme adaxial na 4rea de Floresta. E — Detalhe
da epiderme abaxial em Restinga. F — Detalhe da epiderme abaxial em Floresta. Epiderme
adaxial (Ead); Epiderme abaxial (Eab); Parénquima palicadico (pp); Parénquima lacunoso (pl);
Feixe vascular (fv); Cuticula (*). Barras: A, B - 20um; C, D.E e F - 40um.
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Os testes histoquimicos revelaram a presenca de diferentes substancias nas
folhas de M. insularis, porém, ndo foram observadas diferengas entre as areas de estudo.

A marcacdo com cloreto férrico mostrou a presenca de compostos fendlicos na
epiderme adaxial e no parénquima palicadico (Figura 10A). A coloracdo com Sudan IV
indicou a presenca de lipidios na por¢cdo mais externa para parede periclinal externa das
células epidérmicas (Figura 10B). O vermelho de Ruténio identificou a presenga de
pectina na regido mais interna da parede periclinal externa e na parede anticlinal das
células epidérmicas (Figura 10C). A marcacdo com reagente Laranja de acridina marcou

a presenca de polissacarideos acidos na epiderme adaxial (Figura 10D).

Figura 10: Caracterizagdo histoquimica da folha de Myrcia insularis visualizados em
microscopia Optica. A— Marcagdo com cloreto férrico. B — Marcacdo com Sudan IV. C —
Marcagdo com vermelho de Ruténio. D — Marcagdo com laranja de acridina. Epiderme adaxial
(Ead); Epiderme abaxial (Eab); Parénquima pali¢adico (pp); Parénquima lacunoso (pl); Feixe
vascular (fv); Marcagoes (=). Barras: A, B, C e D - 20um.

A tabela 2 apresenta um resumo dos resultados obtidos através dos testes

histoquimicos.
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Tabela 2: Resultado dos testes histoquimicos feitos na lamina foliar de M.insularis

Testes Histoquimicos da Lamina Foliolar de M. insularis

Cloreto Sudan Vermelho Laranja de
Lamina Foliolar Férrico 1V de Ruténio Dragendorf acridina
Parede Periclinal Externa - + + - +
Epiderme Adaxial - - + - +
Epiderme Abaxial + - + - +
Parénquima Palicadico + - - - -
Parénquima Lacunoso + - - - -

+ marcagéo positiva

- marcacao negativa

4.2 Analises quantitativas dos atributos morfoanatémicos das folhas de M.
insularis em Restinga e Floresta Estacional Semidecidual sobre Afloramento
Rochoso (FAR)

Através das andlises quantitativas dos atributos morfoanatbmicos foram
observadas diferencas significativas entre as areas de estudo para todos os atributos
foliolares analisados.

Os atributos morfoldgicos apresentaram maiores valores para espessura (ESP),
suculéncia (SUC), massa foliar por unidade de area (MFA) e densidade (DEN) nos
individuos de Restinga (Figura 11A-D). Em contrapartida, maiores valores foram
constatados para &rea foliar (AF) em individuos de Floresta (Figura 11E).
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Figura 11: Andlise quantitativa dos atributos morfologicos das folhas de M. insularis em
Restinga e Floresta. A- Area foliar. B — Suculéncia. C — Massa foliar por unidade de area. D —.
Densidade foliar. E — Espessura. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre as areas.

Teste de Tukey (p<0.05).
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Com relacdo aos atributos anatdomicos foi observado maior espessamento da
lamina foliar (Figura 12A e Figura 9A e B), do parénquima paligadico (Figura 12B e
Figura 9A e B), da epiderme abaxial (Figura 12E) e da cuticula abaxial (Figura 12G)
nos individuos de Restinga. Atributos como parénquima lacunoso (Figura 12C e Figura
9A e B); epiderme adaxial (Figura 12E e Figura 9C e D) e cuticula adaxial (Figura 12G
e Figura 9C e D) apresentam, por sua vez, maior espessamento nas folhas dos

individuos de Floresta.
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Figura 12: Anélise quantitativa dos atributos anatdbmicos das folhas de M. insularis entre os
ambientes de Restinga e Floresta. A — Lamina foliar. B — Parénquima pali¢adico. C —
Parénquima lacunoso. D — Epiderme adaxial. E — Epiderme abaxial. F —. Cuticula adaxial. G —
Cuticula abaxial. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre as areas. Teste de Tukey
(p<0.05)
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Os estbmatos também apresentaram diferencas significativas entre as areas de
estudo. A densidade estomética mostrou-se maior nas folhas de M. insularis de Restinga
(Figura 13A). No entanto, quando comparados parametros estomaticos como largura,
comprimento e area estomatica, constataram-se parametros maiores nas folhas dos
individuos de Floresta (Figura 13B-D).
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Figura 13: Andlise qualitativa das caracteristicas estomaticas de M.insuularis em Restinga e
Floresta. A — Densidade estomatica. B — Largura dos estomatos. C — Comprimento dos
estdmatos. D — Area estomética. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre as areas.
Teste de Tukey (p<0.05).

4.3 Ultraestrutura dos cloroplastos
Atraves da microscopia eletronica de transmissdo, foram observadas diferencas

ultraestruturais nos cloroplastos nas folhas de M. insularis entre as areas estudadas.
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Os cloroplastos nas folhas de M. insularis de Restinga apresentaram grédos de
amido ocupando grande parte do estroma, o que nédo foi constatado nos cloroplastos dos
individuos de M. insularis na Floresta (Figura 14 A e B). Além disso, foi verificada
desorganizacdo das membranas tilacoides apenas nos cloroplastos das folhas de
individuos no ambiente de Restinga (Figura 14 C e D). Gotas de 6leo, também, foram
encontradas em grandes quantidades distribuidas pelo estroma dos cloroplastos nas
folhas de M. insularis na Restinga, o que ndo foi observado nos cloroplastos de Floresta.
(Figural4EeF).

Figura 14: Ultraestrutura dos cloroplastos de M.insularis em Restinga e Floresta. A - Visao
geral das células do mesofilo foliar evidenciando a presenca de cloroplastos na Restinga. B -
Visdo geral das células do mesofilo foliar evidenciando a presenca de cloroplastos na Floresta.
C - Detalhe dos cloroplastos na Restinga. D - Detalhe dos cloroplastos na Floresta. E —
Destaque das gotas de 6leo no estroma dos cloroplastos na Restinga. F - Destaque dos
cloroplastos na Floresta destacando a auséncia de gotas de 6leo e organizacgdo do tilacoides. A:
Sum B: 10 um; C,Ee F: 1 um; D e G 2 um; H 500 pum.
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4.4 Analise Ecofisiolégica

A partir da emissao de fluorescéncia da clorofila a, foram observadas diferencas
em praticamente todas as variaveis analisadas: rendimento quéntico efetivo do PSII
(Y (D)), rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm), razdo Fv/FO e Fm/FO, e taxa de
transporte de elétrons (ETR).

Para as variaveis Y(Il), Fv/Fm, Fv/FO e Fm/FO, foram observados maiores
valores nos individuos de Floresta, independentemente do horario, quando comparado
ao ambiente de Restinga (Figura 15 A-D). Ja na comparacdo entre horarios, para o
ambiente de Floresta, constata-se que ndo houve diferencas entre os horarios de 8 h e 12
h para nenhum desses parametros (Figura 15 A-D). Para o ambiente de Restinga, com
excecgdo do Y(II), ndo foi observado diferencas entre os horarios de 8 h e 12 h para os
demais parametros analisados (Figura 15 A-D). Em contrapartida, o Y (II) em individuos
de Restingas apresentaram maiores valores as 12 h em relacéo ao periodo de 8 h (Figura
15A).

O ETR apresentou um padréo diferente dos demais parametros de emisséo de
fluorescéncia da clorofila a. Foram observados maiores valores de ETR apenas nos
individuos de Restinga as 8 h. Por outro lado, os valores de ETR nos individuos de
Restinga as 12 h foram semelhantes aos valores obtidos na Floresta, independentemente
do horério analisado (Figura 15E).
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Figura 15: Anélise dos parametros emissdo de fluorescéncia da clorofila a de M. insularis em
ambiente de Restinga e Floresta. A — Eficiéncia quantica intrinseca do fotossistema PSII (Y(I1)),
B — Taxa de transporte de elétrons (ETR). C — Rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm).
D - Razdo Fv/FO. E — Razdo Fm/FQ. Letras iguais ndo indicam diferencas significativas
enquanto que letras diferentes indicam diferencas estatisticas. Teste de Tukey (p<0.05).

Com relacdo as analises de pigmentos fotossintéticos ndo foram observadas
diferencas significativas para maioria dos pigmentos analisados, com excecdo da
antocianina que apresentaram maiores valores nas folhas de M. insularis de Floresta

quando comparados aos individuos de Restinga (Tabela 3).
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Tabela 3: Comparacdo dos pigmentos fotossintéticos das folhas de M. insularis em

ambientes de Restinga e Floresta. (*) indica diferencas significativas entre as areas de

estudo.
Variavel/Setor Floresta Restinga
Clo. a (uMol/cm-2) 0,0707+0,0176 0,0470+0,0118
Clo. b (uMol/cm-2) 0,0467+0,0163 0,0219+0,0092
Clo. a/Clo. b (uMol/cm-2) 1,6933+0,7456 3,372715,0751
Carot. (uMol/cm-2) 0,124+0,0075 0,0180+0,0077
Clo./Carot. (uMol/cm-2) 27,7071+31,6153 4,1292+1,2294
Antocianina (uMol/cm-2) 21,7360+4,7364* 19,5560+2,2589

4.5 Analise de Nutrientes

A analise nutricional foi realizada para avaliar o estado nutricional das folhas de M.
insularis entre a area de Floresta e Restinga. Os nutrientes analisados foram Carbono,
Nitrogénio, Fosforo, Potéssio, Sodio, Célcio e a relacdo C/N.

N&o foram observadas diferencas significativas para Carbono, Nitrogénio, Sodio,
Célcio, assim como para relacdo C/N. Ja o Fdsforo apresentou maiores valores na

Restinga, enquanto o potassio apresentou maiores valores na Floresta (Tabela 4).

Tabela 4: Média e desvio padrdo da concentracdo de nutrientes (mg/g) e da relacdo C/N
em folhas de M.insularis em ambientes de Floresta e Restinga. (*) Indica diferencas

significativas entre as areas de estudo.

Variavel/Setor Floresta Restinga
Carbono 404,00+6,04 309,89+229,68
Nitrogénio 16,54+046 10,59+0,15
C/N 24,42+0,45 29,25+0,32
Fosforo 0,72+0,02 2,36+0,51*
Potéassio 19,77+0,87* 2,82+0,32
Sddio 15,01+1,62 15,52+3,45
Célcio 6,72+0,92 4,97+1,22
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6. Discussao

As caracteristicas anatbmicas encontradas para M. insulares, tais como epiderme
unisseriada coberta por camada espessa de cera epicuticular, presenca de tricomas
tectores e estdmatos anomociticos sdo caracteristicas ja descritas por Metcalfe e Chalk
(1950) para familia Myrtaceae. No entanto, Metcalfe e Chalk (1950) descrevem o
mesofilo foliar da maioria das espécies de Myrtaceae como isobilateral, porém o
mesofilo encontrado para M. insulares no presente trabalho foi classificado como
dorsiventral. Essa divergéncia entre o tipo de mesofilo encontrado para M. insulares e 0
descrito por Metcalfe e Chalk (1950) para as Myrtaceae pode ser explicado pelo fato do
mesofilo ndo ser uma caracteristica intrinseca da familia, mas podendo ser do género.
Esta caracteristica encontrada no mesofilo foliar foi relatada para Myrcia multiflora
(Donato e Morretes, 2011).

A presenca de uma cera epicuticular e de cuticula ornamentada s&o
caracteristicas que podem contribuir para a reflexdo da luz excedente (Pireda et al.,
2013). A presenca dessas ornamentacdes na cera epicuticular e na cuticula criam uma
superficie reflexiva mais eficiente que contribuem para o espalhamento da luz,
impedindo assim o superaquecimento do protoplasto (Brakker et al. 1993; Kerstiens,
1996), e evitando os danos causados pela irradiacdo ultravioleta (Holmes e Keiller,
2002). Essa aclimatacdo favorece as folhas dos individuos de Restinga, fazendo com
que suas extruturas ndo sejam prejudicadas pelos altos indices de irradiacéo,
corroborando com Volgelman e Matin (1993).

As distancias entre nervuras e densidade de venagdo pode se modificar, na
tentativa de atender uma necessidade da planta (Evans e Poorter ,2001). A densidade
pode vir a ser maior em folhas expostas ao sol (Esau, 1965), ou ainda sob condi¢fes de
grande amplitude térmica e umidade (Alvin e Chaloner, 1970). Assim, folhas nestas
condicBes tendem a investir na venacdo para poder transportar &gua com uma maior
eficiéncia e contornar o déficit hidrico causado pelas condi¢cdes ambientais (Carins
Murphy et al., 2012). Neste sentido, nossos resultados apontam que as folhas M.
insularis de Restinga apresentaram uma maior densidade de venag&o, além de um maior
calibre dessas nervuras em relacéo as folhas de individuos de Floresta.

Outra caracteristica que normalmente € influenciada pelas condi¢cdes ambientais
é a sinuosidade da parede anticlinal das células epidérmicas (Sack et al., 2016), mas esta

hipbtese foi contestada por Mantovani et al. (2015). Porém, quando a folha ja apresenta

46



sinuosidade da parede anticlinal, esta pode variar em funcéo dos indices de irradiancias
do ambiente. Comumente folhas submetidas a ambientes sombreados apresentam suas
paredes anticlinais mais sinuosas (Santiago et al., 2001). Esse aumento na sinuosidade
pode aumentar a area superficial de absorcao da luz em locais onde a disponibilidade a
mesma € menor, tornando essa absorcdo mais eficiente (Bone et al., 1985). Isso explica
o0 porqué de as células epidérmicas apresentarem paredes anticlinais mais sinuosas nas
folhas de individuos da Floresta.

A maior presenca de tricomas tectores nas folhas nos individuos de Restinga é
uma estratégia para restringir a perda de agua (Pireda et al., 2013). Santos et al. (2016)
destacam que a presenca de tricomas tectores nas superficies das folhas pode criar um
microclima Umido diminuindo a perda de agua por evapotranspiracdo. Além desse
beneficio, uma maior densidade de tricomas pode promover a reflexdo da irradiacdo
solar, evitando o aquecimento das folhas. Os tricomas também podem atuar na reflexdo
de irradiacdo UV-B (Karabourniotis e Bornman, 1999).

A presenca de compostos fendlicos e alcaloides nas folhas de M. insularis sugere
esta relacionada com a protecdo contra altos indices de irradiacdo ultravioleta (Li et al.,
1993). E também na manutencdo da integridade do protoplasto em condicdes de estresse
hidrico (Sanchez-Rodrigues et al., 2011). Além de contribuir na protecdo contra ataques
de micro-organismos patogénicos e insetos fitdfagos (Takahama e Oniki, 2000; Da
Cunha et al., 2010).

Os maiores valores de espessura nas folhas de M. insularis encontrados nos
ambientes de Restinga sugerem a relacdo com maiores condi¢Bes de irradiancias e a
baixa capacidade de retencdo de &gua, ja observado em Rosado e de Mattos (2007).
Santos et al. (2010) relataram que espécies que apresentam folhas mais espessas tendem
a aumentar a sua capacidade fotossintética e manter o potencial hidrico das folhas mais
negativos.

Os valores de espessura da folha de M. insularis também sugerem uma intima
relacdo com os valores de suculéncia, e refletem o status hidrico das folhas. Plantas
adaptadas a ambientes xerifititicos tendem a apresentar folhas mais espessas e
suculentas (Lamont e Lamont, 2000), o0 que representam o investimento na construgéo
de tecidos foliares que iram atuar como reservatorio adicionais de adgua (Rabelo et al.,
2013). Além disso, altos niveis de salinidade podem influenciar diretamente no aumento
da suculéncia foliar, uma vez que folhas mais suculenta tendem a apresentar um

aumento vacuolar. Esse aumento vacuolar pode retardar o acumulo de Na* e CI" nas
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células, mantendo, dessa forma, o equilibrio osmotico das mesmas (Marschner, 2011).
Isso pode explicar maiores valores de espessura e suculéncia das folhas de M. insularis
de Restinga apresentavam quando comparado as folhas de Floresta.

A MFA reflete o custo da construgédo das folhas baseados em carbono (Rosado e
de Mattos, 2007). O MFA pode variar em funcdo da disponibilidade de luz, assim,
espécies muito expostas a luz tendem a apresentar maiores valores de MFA. Este fato
pode justificar os altos valores desse parametro encontrado nas folhas de Restinga
(Oguchi et al., 2005). Ao contrario, plantas submetidas a ambientes com baixa
exposicdo a luz, tendem a apresentar baixos valores de MFA. Ao investirem na
construcdo de folhas com maior MFA, estas folhas irdo ter um gasto energético muito
grande, comprometendo sua resisténcia mecanica e flexibilidade da parede celular,
tornando-as mais vulneraveis ao ataque de patdgeno (Hanba et al.,2002).

Os maiores valores de densidade foliar encontrados nas folhas de individuos de
Restinga pode representar um maior indice de esclerofilia foliar, como observado em
Rosado e de Matos (2007). Neste sentido, a presencga de esclereides nas folhas tem a
funcdo de proporcionar um suporte mecanico, promovendo, dessa forma, rigidez e
firmeza a lamina foliar, evitando que esta murche em periodos secos (Read e Sanson,
2003). Adicionalmente, plantas submetidas a ambientes com escassez de &gua
geralmente apresentam uma grande quantidade de esclereides, que iram favorecer a
retencdo de dgua nas folhas (Salleo et al. 1997) e evitar o murchamente celular (Oertli et
al., 1990).

Maior AF é comumente encontrada em ambientes mais sombreados, como
encontrados em individuos da Floresta (Oguchi, 2003). A construcdo de folhas com
maior AF é uma forma de compensacdo aos ambientes com menor disponibilidade de
luz, tornando possivel, dessa forma, uma maior interceptacdo da luz que é filtrada pelo
dossel das florestas (Costa et al., 2007). Em contrapartida, os menores valores de AF
encontrados nas folhas de M. insularis em ambientes de Restinga, sugerem representar
uma maneira de minimizar os efeitos da perda de &gua por evapotranspiracdo, e
diminuir os danos provocados pelo superaguecimento, ja sugeridos por James e Bell
(2001), observado em altas irradiancias encontradas nas folhas de M. insularis nas
Restingas.

O maior espessamento do parénquima palicadico nas folhas de M. insularis no
ambiente de Restinga pode estar relacionado a maiores irradiancias encontradas nesse

ecossistema. Segundo Vogelmann et al. (1996) e Rabelo et al. (2012), o maior
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espessamento do parénquima palicadico em ambientes com altas irradiancias podem
contribuir para uma distribuicdo mais igualitaria da luz pelo mesofilo foliar. Além disso,
um maior espessamento das células do paligadico permite uma maior aproximacgédo dos
cloroplastos da parede celular, facilitando a difusdo do CO, até o estroma dos
cloroplastos, o que ira resultar no aumento da taxa fotossintética (Oguchi, 2003).

O maior espessamento do parénquima lacunoso nas folhas de M. insularis na
Floresta pode estar relacionado as condi¢des de maior sombreamento. Segundo De
Lucia et al. (1996) e Rabelo et al. (2012), o parénquima lacunoso pode atuar como
camaras de espelho em ambientes com baixa luminosidade, aumento do caminho optico
dos fétons, ndo captados pelo parénquima pali¢adico, pelo mesofilo foliar, aumentando
assim as chances desses fotons de serem absorvidos pelas moléculas de clorofilas.

Diversos fatores podem determinar a formacdo mais espessa da cuticula,
contudo estas se desenvolvem mais sob condicBes de altas irradiancias e baixa
disponibilidade hidrica (Cutter, 1986). Quanto mais xérico o ambiente, mais espessa
tende a ser a cuticula. Isso pode explicar as folhas de M. insularis de Restinga
apresentarem uma cuticula abaxial mais espessa em relacdo aos individuos de Floresta.
A presenca de uma cuticula mais espessa apresenta um papel na protecdo das folhas
contra a irirradiacdo em excesso (Rabelo et al,. 2012, Campbell et al., 2016), uma vez
que forma uma barreira a penetracdo de luz na folha (Cen e Bornman, 1993) e ajuda a
controlar a perda de agua pela transpiracdo (Larcher, 2000).

De acordo com Reina-Pinto e Yephremov (2009), a formacdo de cuticula mais
espessa € um mecanismo que atua como barreira impedindo a penetracdo de micro-
organismos (Pascholati e Leite, 1995). A Floresta sobre afloramento rochoso, em nosso
estudo, € um ambiente propicio a micro-organismos, podendo apresentar uma relacédo
com a presenca de uma cuticula adaxial mais espessa presente nas suas folhas.

Os valores de densidade estomatica também divergiram nos ambientes de
estudo. Segundo Sack e Buckley (2016) altas densidades estomaticas geralmente
aparecem em ambientes mais sazonais, estando mais relacionados com a reducdo da
disponibilidade hidrica. As folhas de M. insularis de Restinga apresentaram maior
densidade estomética em relacdo as folhas de Floresta. Sugere-se que as folhas dos
individuos de Restinga apresentam essa adaptacdo para aumentar a captacdo de CO..
Assim, ha uma relagéo positiva entre o aumento da disponibilidade de luz e a densidade
estomatica (Klich et al., 2000; Costa et al., 2007). Em contrapartida, as folhas de M.

insularis de Floresta apresentam maiores valores de comprimento estomatico, largura
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estomatica e area estomatica. Estdmatos maiores geralmente sdo caracteristicos de
ambientes mesofiticos, estes acabam proporcionando um consumo abundante de agua
(Galmes et al., 2007). Enquanto estdbmatos menores sao encontrados em ambiente de
escassez hidrica, proporcionando um controle hidrico mais adequado (Aasamaa et al.,
2001). Estdbmatos menores apresentam poros estomaticos menores, 0 que acarreta
respostas mais rapidas a quedas no potencial hidrico foliar (Klich et al., 2000; Costa et
al., 2007). Em plantas de florestas Umidas, os estbmatos maiores sdo geralmente lentos
em suas respostas, 0 que pode aumentar significativamente a possibilidade de sofrer
estresse hidrico se estes ocorressem em ambientes secos (Hetherington e Woodward,
2003). Exatamente por isso, nas folhas de M. insularis no ambiente de Floresta, 0s
estbmatos se apresentaram maiores, com maior comprimento, largura e area. Pois no
ambiente de Floresta a disponibilidade hidrica é maior do que na Restinga, logo, essa
espécie ndo precisa restringir esses parametros analisados afim de restringir a perda de
agua. Em contrapartida, as folhas de M. insularis na Restinga apresentaram essa
aclimatacdo de restricdo quanto a essas variaveis para evitar a perda excessiva de agua,
uma vez que nas Restingas a disponibilidade de dgua € consideravelmente menor que na
Floresta.

O maior acumulo de grdos de amido nos cloroplastos nas folhas de M. insularis
de Restinga se deve principalmente aos maiores valores de irradiancias neste perfil
fitofisiondbmicos. Segundo Preiss et al. (1991), a luz é um fator regulador da atividade
de enzimas que atuam na construcdo dos grdos de amido. A presenca de gotas de 6leo
nos cloroplastos nas folhas de M. insularis na Restinga podem ser indicadores de
estresse provocados pela alta luminosidade, como observado por Havaux et al. (2005).
Inimeros trabalhos tém demostrado que a quantidade das gotas de 6leo é responsiva as
altas irradiancias (Eymery e Rey, 1999; Havaux et al., 2005; Bréhélin e Kessler, 2008).
Isto permite explicar a maior quantidade dessas estruturas nas folhas de M. insularis na
Restinga. Alteracfes na organizacdo das granas das membranas tilac6ides também s&o
indicativos de estresse oxidativo (Molas et al., 2002; Vitdria et al., 2006; Lage-Pinto et
al., 2008). Rabelo et al. (2013) mostraram que altos indices de irradiancias induzem a
desorganizacdo das membranas tilacoides. Dessa forma € possivel afirmar que a luz foi
o principal fator de desorganizacdo das membranas tilacoides dos cloroplastos nas
folhas de M. insularis em Restingas.

O Y (II) representa o rendimento quantico efetivo do PSII, e € um parametro

muito importante para mensurar a proporc¢ao de energia absorvida pelo sistema antena
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das clorofilas e que esta sendo direcionada a reducdo da QA (Genty et al.,1989). Assim,
a altas taxas de luminosidade acabam em reduzir os valores de Y (II) e aumenta a
quantidade de energia dissipada (Walters, 2005), isso explica o fato das folhas de
Restinga apresentarem valores mais baixos de Y (I1) em relacéo as folhas de individuos
de Floresta.

A razdo Fv/Fm refere-se o rendimento quantico maximo do PSII (Baker e
Rosengvst, 2004). Esta variavel é uma boa indicagdo se algum tipo de alteracdo durante
0 processo fotossintético ocorreu, uma vez que a reducdo dos valores de Fv/Fm indica
uma reducdo da eficiéncia fotossintética do PSIl provocada por algum dano na
maquinaria fotossintética (Krause e Weiss, 1991). Bolhar-Nordenkampf et al. (1989)
sugerem que quando uma planta ndo apresenta nenhum dano ao seu aparelho
fotossintético, os valores de Fv/Fm devem variar entre 0,75 e 0,85. A reducdo nos
valores de Fv/Fm é um bom indicador de que esta ocorrendo fotoinibicdo resultante de
danos provocados por altas irradiancias (Reigosa e Weiss, 2001). Segundo Bjérkman e
Demming, (1987), os altos indices de luminosidade podem provocar o declinio da razéo
Fv/Fm, resultado de danos fotoinibitorios nos centros de reacdo do PSIIl. No entanto, 0s
valores de Fv/Fm obtidos no presente trabalho, ndo indicaram nenhum tipo de estresse
fotoquimicos, uma vez que os valores estavam a cima de 0,75, 0 que permite sugerir
que as plantas estdo bem aclimatadas as condicbes ambientais as quais estdo
submetidas.

A razdo FVv/FO, assim como Fv/Fm, também faz referéncia ao rendimento
quantico do PSIl. No entanto, este parametro é caracterizado por refletir mais
precisamente as mudancas fotoquimicas que a razdo Fv/Fm (Paiva et al., 2009).
Segundo Rohéacek (2002), os valores determinados para Fv/FO em plantas sadias variam
entre 4 e 6, 0 que permite afirmar que as plantas analisadas ndo apresentaram estado de
estresse fotoquimico, uma vez que os valores variaram entre 3,0 e 3,8. Os niveis de
luminosidade influenciam diretamente o rendimento do PSII, logo, os resultados obtidos
com a analise dessa variavel comprovam que as folhas dos individuos de Floresta por
serem menos expostos a irradiacdo, o seu recebimento de fdétons é significamente
menor, e consequentemente o rendimento do fotossistema Il € menor em comparagéo as
folhas de M. insularis de Restinga.

A razdo Fm/FO esta diretamente relacionada ao potencial hidrico das folhas e,
sob condicBes de estresse hidrico severos, pode ser reduzida para valores proximos a 1,

na qual ndo ocorre a produgéo de Fv (Fv = Fm — F0) (Reigosa e Weiss, 2001). A
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utilizacdo deste pardmetro € um bom indicador para verificar se os individuos de M.
insularis estdo sofrendo algum tipo de estresse hidrico. Inimeros autores vém
estabelecendo esta relagdo entre o déficit hidrico e o rendimento fotoquimico (Pastenes
et al., 2005; Silva et al., 2006; Zhou et al., 2007; Lage-Pinto et al., 2008). Lage et al.
(2012) mostraram que plantas de Xylopia sericea (Annonaceae) expostas diretamente a
alta luminosidade apresentam uma reducdo nos valores de Fm/FO, principalmente
durante o periodo mais seco. Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho
mostraram que os valores de Fm/FO nédo indicaram estado de estresse hidrico nas plantas
de ambos os setores, uma vez que seus valores variaram de 4,0 a 4,8.

Para esses parametros analisados Y (Il), Fv/Fm, Fv/FO, Fm/FO, ndo foram
observadas situacGes de estresse, contudo em todas essas analises as folhas de Restinga
apresentaram um desempenho fotossintético menor do que as folhas de Floresta, de
acordo com Steponkus (1984), essa reducdo do desempenho fotossintético ocorre em
razdo dos altos indices de luminosidade presente nas Restingas.

A ETR representa o fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons nos
cloroplastos para producdo de ATP e NADPH (Taiz e Zeiger, 2013). Menores valores
encontrados para ETR em condi¢des de escassez hidrica, excesso de salinidade, e altas
irradiancias, se associam a um menor coeficiente de extin¢do fotoquimica (Carneiro et
al., 2015), o que representa uma maior quantidade de centros de reacdo do PSII
fechados. Nesse sentido, a reducdo da ETR as 12h na Restinga pode ser explicada pelas
altas irradiancias nesse periodo do dia na Restinga, o que pode ter levado a saturacdo do
sistema. Em contrapartida, na Floresta os valores de ETR se mantiveram baixos devido
a baixa taxa de radiacdo incidente nas folhas.

As analises dos pigmentos fotossintéticos ndo mostraram diferencas
significantes entre areas de estudo, com excecdo das antocianinas.

As antocianinas podem estar envolvidas na protecdo das folhas contra o0 excesso
de luz e de irradiagcdo UV (Sims e Gamon, 2002). Uma maior producdo de moléculas de
defesa, como antocianinas, flavonoides, e taninos condensados, representam uma reacdo
denominada Reacéo de hipersensibilidade, que pode levar a morte localizada das células
nos locais onde o agressor penetra (Pastirova et al., 2004). Desta maneira é possivel
responder o fato da ocorréncia de uma maior concentragcdo de antocianina nas folhas de
M. insularis no ambiente de Floresta, pois sdo mais vulnerais a acdo de micro-

organismos.
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Com relagéo a anélise nutricional das folhas de M. insularis, 0s Unicos nutrientes
que apresentaram diferencas significativas foram o fosforo e potassio. Cuja
concentracdo de fosforo se revelou maior nas folhas de individuos de Restinga, e o
potassio nas folhas de individuos de Floresta. O fosforo apresenta a funcéo de transferir
energia, e estd presente nas moléculas que sao fontes de energia de todos os eucariotos,
como ATP, GTP e UTP. Também é um componente estrutural dos &cidos nucléicos
(Malavolta et al., 1997). Sua concentracdo pode variar entre espécies diferentes de um
mesmo ambiente ou entre a mesma espécie em ambientes diferentes (Nardoto et al.,
2006). No presente estudo, observamos que as folhas de M. insularis Restinga
requereram uma concentracdo de P maior do que as folhas de Floresta, isso pode ser
explicado pela maior eficiéncia e rapidez que a espécie M. insuleris apresenta em
fabricar essas moléculas nos individuos de ambiente de Restinga.

O potassio é um macronutriente que atua na ativacdo de aproximadamente 50
enzimas, destacando-se as sintetases, oxiredutases, desidrogenases, transferases,
quinases e aldolases (Mengel e Kirkby, 1978; Marschner, 1995 e Malavolta et al.,
1997). Este nutriente ainda esta envolvido na sintese de proteinas. Plantas que
apresentam baixa concentracdo deste nutriente apresentam menor turgor da célula, além
de problemas de expansdo celular (Malavolta et al., 1997). O potéassio estd envolvido
também nos mecanismos de defesa das plantas a pragas e doengas (Perrenoud, 1990).
Pretty, (1982), ressalta que plantas bem nutridas em potassio apresentam maior sintese
de material para a formacéo da parede celular, suas paredes sdo mais espessas devido a
maior deposicdo de celulose e compostos relativos, contribuindo para uma maior
estabilidade e um aumento da resisténcia das plantas ao acamamento e as infestacGes de
doencas e pragas (Beringer e Nothdurft, 1985). Uma maior concentracdo deste elemento
nas folhas de individuos de Floresta pode ser explicada pela maior concentracdo deste
elemento neste tipo de solo, que é mais rico em macronutrientes em relacdo ao solo de

Restinga.
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7. Concluséao
A construgdo de folhas mais espessas, mais esclerificada, com maior densidade
estomatica e com padrdo de venagdo mais denso nas Restingas, representam a capacidade
de M. insularis em ajustar suas caracteristicas morfoanatdémicas em fungdo dos maiores
indices de irradiancias e ao maior déficit hidrico encontrados nas Restingas.
A construcdo de cera epicutilar e parede periclinal externa mais irregular, atrelado a
presenca de compostos fenolicos e alcaloides nas folhas de M. insularis nos ambientes de
Restingas, representam estratégias que maximizem a dissipacdo térmica da irradiacéo
excedente.
As alteragdes ultraestruturais nos cloroplastos nas folhas de individos de Restinga séo
indicativos de estresses oxidativo provocados pelas condicoes de alta luminosidade, baixa
disponibilidade hidrica e salinidade encontradas nos ecossistemas de Restinga.
As andlises de emissdo de fluorescéncia da clorofila a apesar de ter mostrado um maior
rendimento quéantico do PSII nos individuos de Floresta, ndo indicaram condigdes de
estresse em ambas as areas.
As andlises nutricionais ndo mostraram muitas diferencas quanto as caracteristicas
nutricionais das folhas de M. insularis, apresentando variagdes apenas na concentracdo de
PeK.
A partir desses resultados foi possivel concluir que M. insularis possui ajustes
estruturais e fisioldgicos que representam a capacidade da espécie em aclimatar seus
atributos em funcdo das condi¢bes contrastantes apresentadas entre as Restingas e a

Floresta.
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