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Resumo

Crescimento de plantas em Florestas Tropicais $&mente Secas (FTSS) requer uma série
de ajustes fisioldgicos e morfolégicos no metalnmodisdas plantas. Neste trabalho, foram
avaliadas as variacdes sazonais e anuais nas ¢lasasas, no potencial hidrico foligt), no
metabolismo primario, na concentracao de pigmdbtossintéticos e nos niveis endégenos de
hormonios e anatomia foliar deéynophallaflexuosa(sempre-verde) énnonaleptopetala
(decidua), afim de compreender quais atributosresiponsaveis pelo desencadeamento dos
padrdes fenoldgicos. Agua no solo e déficit deggresle vapor (DPV) foram fatores ambientais
que mais induziram mudancas no metabolismo folimambas as espécies, que também tém
fechamento estomético como resposta priméaria dg@mde seca. Na sempre-verde, o acido
jasmodnico (AJ) apareceu como regulador enddégeronidutancia estomaticgs(, enquanto o
acido salicilico (AS) foi o principal regulador 84 e eficiéncia no uso da agua (EUA). Além
disso, a trans-zeatina (tZ) e precursor do eti{&@C) parecem ser importantes para o controle
metabolismo primario e pigmentos. Essas respostasdmais refletiram na capacidade dessa
espécie de manter-se ativa mesmo durante periedescd severa. Por outro lado, na decidua
foi observado maximizag&o dae assimilacaoX) nos periodos chuvosos. Maior EUA ocorreu
na transicdo seca-chuva. Também, a sobrevivérm@seimento dessa espécie parecem estar
relacionados a dinamica entre acumulo e consumoongostos de carbono (carboidratos,
amido, frutose e sacarose) e nitrogénio (protearainoacidos). Trés horménios se destacaram
na regulacdo das trocas gasosas e de parametommados a fotossintese nessa decidua:
ACC, ABA e AS. Nossos dados sugerem que a interagi® ACC e ABA teve grande
importancia na regulacdo das trocas gasosas e afistab deA. leptopetala Ainda, o AS
mostrou-se especialmente importante no periodcet@naisponibilidade hidrica, aumentando
a EUA e a remobilizacdo de solutos. As espéciessaptaram anatomia foliar distinta:
C.flexuosaapresentou cuticula espessa, epiderme com cpapidbosas na face abaxial, pouco
espaco de ar no parénquima lacunoso, parénquingagtiab com 2-3 camadas de células, e os
estdmatos localizados na face abaxial encontraemgavidos por uma estrutura formada por
ornamentacdo da parede periclinal que gera um dfiitr@ favoravel as trocas gasosAs.
leptopetala ao contrario, apresentou cuticula delgada, masaraamentacfes formadas pela

cera epicuticular, maior espaco intercelular, tries e camera subestomatica.

Palavras-chave:Perene, Caatinga, tolerancia a seca
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Abstract

Plant growth in Seasonally Tropical Dry Forests &) requires physiological and
morphological adjustments in plant metabolism. this work, the seasonal and annual
variations were evaluated in gas exchange, in@&ér potential Pf), in primary metabolism,

in photosynthetic pigments contents, in endogertmusnone levels and leaf anatomy of
Cynophalla flexuos#&evergreen) anédnnona leptopetalédeciduous), in order to understand
which traist are responsible for the onset of plegioal patterns. Soil water and vapor pressure
deficit (VPD) were environmental factors that inddachanges in foliar metabolism in both
species, which also have stomatal closure as aapyinesponse to drought conditions. In the
evergreen species, jasmonic acid (JA) appearednasndogenous regulator of stomatal
conductance (gs), while salicylic acid (SA) was thain regulator of¢f and water use
efficiency (WUE). Furthermore, trans-zeatin (tZplahe ethylene precursor (ACC) seem to be
important for the primary metabolism and pigmentsitml. These hormonal responses
reflected in the ability of this species to remaative even during periods of severe drought.
Moreover, in the deciduous species a maximizatibgsoand CO2 assimilation (A) was
observed in the rainy periods. Most WUE occurretthetransition drought-rainy season. Also,
the survival and growth of this species appeareadbated to the dynamics of accumulation
and consumption of carbon compounds (carbohydratesch, fructose and sucrose) and
nitrogen (proteins and aminoacids). Three hormetasd out in the regulation of gas exchange
and parameters related to photosynthesis in thelutaes species: ACC, ABA and SA. Our
data suggest that the interaction between ACC aBA Alayed an important role in the
regulation of gas exchange and metabolisnAirleptopetala In addition, SA has proved
especially important in periods of low water aviailiéy, increasing the WUE and solutes’
remobilization. The species showed distinct leadtamy: C.flexuosashowed thick cuticle,
epidermis with papillose cells in the abaxial soefalittle quantity of air space in the spongy
parenchyma, palisade parenchyma with 2-3 layecekd and stomata located on the abaxial
surface are engaged by a structure formed by thanwmntation of periclinal wall which
generates a favorable microclimate for gas exchafhgkeptopetalapresented thin cuticle,
with ornamentation formed by epicuticular wax, gesed intercellular space, trichomes and

substomatal space.

Key-words: Evergreen, Caatinga, Drought Tolerance, Phytdatou
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Nas ultimas décadas, os estudos ecofisiologicoarderes de florestas tropicais
sazonalmente secas (FTSS) tém recebido especrajdatalevido a importancia do
entendimento do uso da agua pelas plantas nessesistemas. O estresse hidrico nestas
florestas tem sido atribuido, principalmente, aosafidade de precipitacdo e a alta
temperatura, que refletem diretamente nos padededdgicos e fisiolégicos das FTSS.
Apesar do esforco para entender como funcionans@écies lenhosas em formacdes

vegetais com marcada sazonalidade climatica, giadeo se conhece.

A Caatinga, ecossistema tipicamente brasileirotatada como floresta tropical
sazonal seca, uma vez que € caracterizada podaketemperaturas e chuvas irregulares.
Diferentes padrbes fenoldgicos sdo encontradosenessssistema: desde espécies
totalmente deciduas até sempre-verdes, habeitopenar danos causados pelos periodos

de estiagem.

A ocorréncia simultdnea de espécies sempre-verdiesiduas mostra que a condicao
de seca néo seria um fator limitante, contudo, d&igir algum mecanismo, com relacao
ao uso da agua, que favoreca a condicdo sempre-e¢rdu o desencadeamento das
fenofases durante a estacao seca. Esta situalifie tpfe essas plantas devem apresentar

diferentes caracteristicas morfolégicas e fisialagipara suportar o periodo de seca.

Embora nas udltimas décadas os levantamentos soffoeaada caatinga tenham
avancado mostrando a riqueza de espécies do sgmni@rdestino, 0 conhecimento a
respeito da performance das plantas dentro dess$sistema é ainda escasso. Ainda séo
dificeis de serem respondidas, quando se trata addinQa.perguntas como: Quais
parametros fisiolégicos sdo chaves para o deseacenito de cada padrao fenoldgico
ao longo da variacdo sazonal marcante? Quais tatsiecofisioldgicos possuem uma
espécie para se manter verde durante a maior gasteneses de seca do ano? Que
alterac0es fisioldgicas ocorrem em uma espécieldacjue asseguram sua sobrevivéncia

em cada ciclo seca/chuva?

Dessa forma, este estudo visa contribuir com indges sobre ecofisiologia de duas
espécies nativas da Caatin@ynophalla flexuosa (sempre verde) Annona leptopetala
(caducifdlia), por meio da compreensdo dos mecarssde trocas gasosas, balanco
hormonal, bioquimica e caracterizacdo anatdbmica peenitirdo entender quais
caracteristicas favorecem a condi¢cdo sempre-verdaducifolia durante a estagdo seca

em uma area de Caatinga.
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2.1 Floresta Tropical Sazonal Seca

As florestas tropicais sazonais secas (FTSS) abnad@% das florestas tropicais do
mundo, sendo que na América do Sul, eles represeapenas 22% da area florestal
(MURPHY e LUGO, 1986; MILES et al 2006). A tempena média das FTSS é de
25°C, com médias globais de precipitacdo anuabndd de 700 mm a 2000 mm, com
pelo menos trés meses secos no ano (SANCHEZ-AZQ¥-&iRl. 2005). Nas FTSS séo
encontrados uma grande variedade de comportamfenimggicos e a co-ocorréncia de
espécies deciduas e sempre-verdes torna este umanénbastante interessante para
estudos ecofisiolégicos, principalmente no querespeito as estratégias de uso da agua
(HOLBROOK et al 1995; EAMUS, 1999; EAMUS et al 1999

No Brasil, a FTSS é representada pela Caatingayaum aproximadamente 735 mil
km? no Nordeste do Brasil (LIMA et al 2012). Esse sisisma é caracterizado pela
irregularidade na distribuicdo anual das chuvas vauia de 240 mm a 700 mm (PRADO,
2003) e por alta evapotranspiracdo que excede @ppagdo (SAMPAIO, 1995). A
vegetacdo da Caatinga apresenta uma gama de decidudesde espécies totalmente
deciduas até sempre-verdes (LIMA e RODAL 2010; LibAl 2012; ALBUQUERQUE
et al 2012) que esta condicionada ao déficit hiddievido a sazonalidade das chuvas,
altas temperaturas e elevada intensidade lumingsa, provocam uma demanda
evaporativa alta e consequentemente, dessecagitodd@ROVAO et al, 2007). Apesar
da grande diversidade fenoldgica encontrada ens &eaCaatinga, pouco se conhece
sobre os fatores e mecanismos que levam as plaiferenciarem seus padrdes
fenoldégicos (MILES et al 2006). A necessidade dem#ecer esses mecanismos torna-
se ainda mais importante devido ao risco de padssivedancas climaticas que podem
acarretar em reducdes ainda maiores na dispomitddidie recursos hidricos para as
plantas (AR4 IPCC 2007).

A 4gua € um dos principais fatores que afeta augém priméria e a estrutura e
distribuicio da comunidade vegetal em FTSS (ORDONEZI 2009). A agua é
fundamental para processos vitais a planta, conussttese (OLIVEIRA et al 2014,
FIGUEIREDO et al 2015, FALCAO et al 2015); mobilitade nutrientes do solo para a
planta, e dos fotoassimilados da folha para osodrgéeno (DURAND; GONZALEZ-
DUGO; GASTAL, 2010); servindo como solvente paraias reacfes nas ceélulas

vegetais. Dessa forma, uma questao fundamentahatarevivéncia de plantas de FTSS
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€ a plasticidade fisiologica para lidar com os pedr fortemente sazonais de
disponibilidade de 4gua (ARNDT et al 2015).

2.2.Mecanismos de tolerancia a seca

Dos estresses hibticos e abibticos aos quais agplado frequentemente expostas, a
seca € uma das condi¢cdes mais severas para crescigmesenvolvimento dos vegetais
(MANAVALAN et al., 2009). Restricdo na disponibiade de adgua acarreta uma série de
mudancas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicasaeculares em todos os 6rgaos da
planta afetando negativamente crescimento e prodatie (WANG et al., 2001).

Duas estratégias fenoldgicas distintas sado pandgslale FTSS lidarem com variacédo
sazonal na disponibilidade hidrica sdo propostastacao’ e tolerancia (WILLIAMS et
al 1997; EAMUS et al 2000) e desempenham um fatave para estabelecimento e
sobrevivéncia de espécies arboreas em FTSS (WORBES\NCHART, FICHTLER,
2013). A estratégia para evitar a seca € assodsdieciduas, que perdem as folhas
quando a disponibilidade hidrica no solo diminwitando, assim, os efeitos negativos
gue a deficiéncia hidrica pode causar no seu migatm Ja a tolerancia, tem sido
relacionada as plantas perenes, que mantém shas fmlesmo durante a estacao seca
(TOMLINSON et al. 2013; EAMUS, 1999). Como perdemfalhas na estacdo seca,
espécies deciduas suportam altas taxas fotossa#é@turante a estacao chuvosa, o que
acarreta em maior taxa de crescimento que as [gefeaeoutro lado, as plantas perenes
apresentam atributos funcionais relacionados a mesw de cavitagcdo dos vasos do
xilema, como uma maior densidade de madeira (LIM# 2012), e menor perda de agua
por transpiracdo, como uma menor area foliar (KURS#t al. 2009; WORBES,
BLANCHART, FICHTLER, 2013).

A fotossintese é um dos processos do metabolisima@po dos vegetais que é mais
afetado pela restri¢cdo hidrica (LIU & HUANG, 200Bjminuicao da difusdo de C@a
atmosfera para o sitio de carboxilacdo € geralmemeiderada a principal causa da
diminuicdo da fotossintese em planta sob défidtitt moderado (FLEXAS et al.,
2004). Segundo Cornic (2000) a limitacdo estoméaticeita como o principal fator
redutor da fotossintese. Isso porque ao absorv&®m inevitavelmente, as plantas
perdem agua pelas folhas através dos estdmatosagygsentam mecanismos para

controlar o seu grau de abertura. Abertura e feentmdos estdmatos dependem da acéo
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coordenada do mecanismo que controla a turgescé@asieélulas-guarda e da regulacéo
de hormdnios como o Acido abscisico (ABA), Etile@iperelinas (fechamento) e
Citocininas (abertura) (CHAVES et al., 2003). Assivs estdmatos apresentam papel
fundamental nas trocas gasosas, controlando a mlErdagua por transpiracédo e a
assimilacao do Cfpelas plantas (JONES, 1998).

Um controle estomatico eficiente sobre as trocassgs pode reduzir a perda de
agua quando as plantas estdo sobre baixa dispdad®l hidrica e elevada taxa
evaporativa atmosférica assim, evitam que ocorra severa desidratacdo das folhas
(SANTOS et al 2014; FIGUEIREDO et al 2015). Entnéta quando o estresse torna-se
mais intenso a planta também recorre a controlesesibméaticos, como acumulo de
solutos organicos (CHAPIN 1ll, SCHULZE & MOONEY 109MARQUES DA SILVA
& ARRABACA, 2004) e producao de metabdlitos secuinda(ALAM, 2010).

Outra resposta das plantas a baixa disponibilidadegua é a inibicdo de crescimento
aéreo que, apesar de diminuir a area transpirdc@caba reduzindo também a radiacao
interceptada durante todo o periodo vegetativoinalniente, ocorre diminuicdo da
producdo de biomassa (PEREIRA & CHAVES, 1993). Issmmpanhado por
fechamento estomatico e, conseqientemente reda;gadsdcarbonico (G captado
para fotossintese, acaba induzindo um estressatwxidque pode afetar o metabolismo
normal através de danos oxidativos a lipidios defmas (OLIVEIRA et al 2014).
Condicdes de seca severa pode ainda levar a ip¢éawo desenvolvimento reprodutivo,
senescéncia, murcha, dessecagcao e morte de fallatisras (SCHULZE, 1986). Por
outro lado, as concentracdes e as relagdes, enprigmentos cloroplastidicos, durante
periodos de déficit hidrico, pode representar umpomante fator para manutencdo da
fotossintese uma vez que essas mudancas podendavite fotoquimicos e aumento no

namero de espécies reativas de oxigénio (RIVAS 20E3).

Além disso, a perda de turgor causado pelo ddfidiico nas plantas pode parar o
crescimento vegetal, e afetar diversos processmguishicos como a diminuigdo na
sintese de proteinas (HSIAO, 1973; RODRIGUES et 2011) e aminoacidos
(RODRIGUES et al, 2011).

Depois da fotossintese, um dos processos maisdesetdurante a seca é o
metabolismo de carboidratos, devido a diminuicdmféeta de CQ para as enzimas

carboxilases, como consequéncia do fechamento é&stam Analises bioquimicas
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sugerem que alteragdes no processo de quebralmgdratos sob estresse hidrico sejam
uma resposta adaptativa (ALAM et al, 2010). Em adgoasos quando o nivel de agua
atinge valores muito baixos observa-se ndo sont@mieuicdo na taxa de metabolismo

de carbono fotossintético, mas também mudancagajives (MARQUES DA SILVA

& ARRABACA, 2004).

Outro importante mecanismo de tolerancia a secaegnabilizacdo de interna de
recursos que confere a planta certa independércidisponibilidade de externa de
nutrientes, permitindo rapida retomada de cresdimnen inicio da estacdo chuvosa.
Espécies perenes e deciduas apresentam como gatedéoque e remobilizacdo de
compostos de carbono e nutrientes que podem supmrtaescimento mesmo em
condicdes de restricdo hidrica (CHAPIN Ill, SCHULZEBMOONEY 1990; CHERBUY
et al 2001). No entanto, a fenologia parece inftieano local de armazenamento e a
remobilizacdo de nutrientes (CHERBUY et al 200kpéties deciduas armazenam mais
compostos de carbono e nitrogénio, nos cauleszessdMILLARD & PROE, 1993),
enguanto que espécies perenes parecem remobiigas @utrientes das folhas mais
velhas para os orgaos em desenvolvimento (CHAPINSICHULZE & MOONEY
1990).

Ainda, mudancas nos atributos morfo-anatémicosfalaas em resposta a restricdo
hidrica séo fundamentais para evitar perda exa@dsivagua e promover maior eficiéncia
do uso da agua (FANG & XIONG,2015). Em condi¢coebaiga disponibilidade hidrica,
plantas podem apresentar tricomas que diminueenagiracdo e aumentam a reflexéo
de luz (ABCLULRAHAMAN & OLADELE, 2011), espessamentia cuticula ou uma
cuticula mais com predominancia de compostos hitiods (FIGUEIREDO et al 2015)
que podem além de limitar a perda de agua por @entrdo-estomatico, promover
protecdo contra a luz ultravioleta (CHARLES et @008) e moderar troca gasosa
(JEFFREE, 1996; FIGUEIREDO et al 2012). Por outdol maior investimento em
tecido palicadico e feixes vasculares melhorarsparte de nutrientes e retencao de 4gua
(GUHA et al 2010).
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2.3 Principais horménios vegetais envolvido na resgta a estresse abiotico

Hormonios vegetais sdo essenciais para determicapacidade de uma planta em
ajustar seu metabolismo a condi¢cdes de estresdainoio seca (RIVEIRO et al 2007,
ALBACETE et al 2009; MORALES et al 2015). Além dadaco grupos ja estabelecidos
como hormonios: auxina (DI et al 2015), citocindMBRO, SHULAEV, BLUMWALD,
2009), giberelina (BASSEL; BEWLEY; MULLEN,2008), ido absciciso (DODD,
2005) e etileno (WILKINSON et al 1995) foram desedhs outras classes de compostos
capazes de regular o desenvolvimento vegetal caassibosterdéides (MONTOYA et
al., 2003, acido jasmoénico (WASTERNACK2014) e acido salicilico (DIEGO et al
2012).

Vérios estudos tém demonstrado que estresse hipode induzir um aumento
expressivo no conteudo de ABA tanto na raiz comeaia do xilema, e este aumento
esta relacionado com uma diminuigdo na condutdst@matica das folhas (ZHANG e
DAVIES, 1989; ZHANG e DAVIES, 1990; ZHANG e DAVIES991; TARDIEU et al.,
1996). Por outro lado, TARDIEU et al. (1996) afinaya que ndo existe relacdo absoluta
entre ABA e condutancia estomatica nem mesmo dafdgroma mesma espécie. A
relacdo pode variar com a hora do dia (TARDIEU Igt1®96) e o grau de estresse
(CORREIA & PEREIRA, 1995). Além disso ABA tambéntésnvolvido na transcri¢cao
de genes relacionados a fotossintese (BARTHOLOMBARTLEY & SCOLNIK
1991), ao metabolismo de proteinas (BACON, WILKINNS@ DAVIES 1998) e
carboidratos (ROOK et al 2006).

Por outro lado, Diego et al 2012 assumem que aaideiBcido salicilico tem sido
relacionado a toleradncia a seca, atuando na ma@daeto status hidrico da planta,
melhora da atividade da Rubisco, ativacdo de erziamioxidantes e aumento na
eficiéncia do uso da agua (SINGH & USHA 2003; HAYAT al 2010). Esta também
envolvido na regulacdo de genes relacionados s&sc@maa foliar, podendo afetar a
relacbes fonte-dreno (por exemplo, para nitrogé@nicarboidratos) entre as folhas
senescentes e 0s 6rgaos reprodutivos (ABREU & MUMNBIESH, 2009).

O acido jasmonico (AJ), por outro lado, tem impatgapapel no controle da
senescéncia foliar, fotossintese, mobilidade de €@a relagéo carbono/nitrogénio nas
folhas, além de ter efeito negativo no crescim¢NOIR et al, 2013; WASTERNACK,

I
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proliferacéo celular (NOIR et al 2013). Atua tamh@mregulacao da sinalizagdo do ABA
e na formacdo de tricomas, metabdlitos secunddews alcaloides), defesa contra
patogenos e herbivoros (WASTERNACK, 2014). Um damgiros efeitos fisioldgicos
controlados pela sintese do AJ foi controle da smsmia foliar, nesse sentido, o AJ
parece estar envolvido, entre outros processogequdacao de genes que controlam a
atividade da RUBISCO e da enzima clorofilasel, laaglo dessa forma a particdo de
clorofilas (SELTMANN et al., 2010, LI et al 2012;ABTERNACK, 2014). No entanto,
esta também relacionado no controle do estressmatowo controlando a atividade de
enzimas como a ascorbato peroxidase (APX) (DAR 20b).

Citocininas estédo envolvidas em varios processasaicrimento e desenvolvimento
das plantas. Sintese de citocininas tem sido askoei processos de diferenciacdo dos
cloroplastos, estabilizacdo da estrutura e func@ ndaquinaria fotossintética
(CHERNYAD’EV 2009), atraso na senescéncia foliamobilizac&o de fotoassimilados,
(RIVEIRO et al 2007, 2009, 2010), além de atuaajugtamento osmaotico em condi¢des
de estresse (POSPISILOVA 2003).

O etileno é considerado um sinalizador primarieagaulacdo da resposta imune em
plantas (POPP, JOHNSON & LESNEY, 1993). Este hoiménsintetizado através de
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilicdACC) pela acdo da ACC-oxidase
(ALEXANDER & GRIERSON 2002). Etileno também reguhauitos aspectos do
crescimento e desenvolvimento de plantas e respordgos tipos de estresse, bidticos
e abidticos, como seca (GUO & ECKER, 2014) Aumaat®niveis de etileno sob déficit
hidrico foram associados com inducdo de senesc@hcBACETE et al 2009). Além
disso esta envolvido no desenvolvimento cambiatmdcdo de madeira (ROBERTS &
MILLER 1983; KLINTBORG, EKLUND, LITTLE, 2002) e cdmole da abertura
estomatica (DAT et al. 2004; JACKSON 2002).

Estudo de Dodd (2003) e Acharya e Assmann (200€gergiam a importancia da
interacdo desses hormoénios nas respostas de piesesses abioticos. No entanto,
nestes trabalhos sao considerados apenas o esitotdracdes no ambiente estomatico,
sendo ainda pouco conhecido o efeito da interagéimdnal em outros processos do

metabolismo, tal como bioquimica.
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Resumo

O crescimento de plantas em floresta tropical sazonalmente seca (FTSS) requer uma série de
ajustes fisiologicos e morfolégicos no seu metabolismo. Neste trabalho, foram avaliadas as
variacOes sazonais nas trocas gasosas, no potencial hidrico foliar, no metabolismo primario,
na concentracdo de pigmentos fotossintéticos e nos niveis enddgenos do acido abscisico
(ABA), &cido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS), trans-Zeatina (tZ), acido giberélico
(GA4) e do precursor do etileno (ACC), afim de compreender quais estratégias Cynophalla
flexuosa, uma espécie sempre verde nativa da FTSS brasileira, utiliza para se manter verde ao
longo da marcada sazonalidade na disponibilidade hidrica no solo. Todos os parametros
variaram em funcdo da sazonalidade na disponibilidade hidrica. Variacdes na condutancia
estomatica sdo principalmente influenciadas pelo déficit de pressdo de vapor (DPV), e 0 AJ
apareceu como regulador enddégeno da gs. O AS foi o principal indicador de tolerancia a
deficiéncia hidrica, controlando principalmente o Wr e a eficiéncia no uso da 4gua (EUA). Ja a
tZ e o ACC parecem ser importantes para o metabolismo de carboidratos, proteinas,
aminoacidos e clorofilas. Por outro lado, o ABA, o fitorregulador com maior nimero de
estudos em plantas sob estresse hidrico, ndo apresentou correlagdo com gs. Acredita-se que a
alta correlacdo do ABA com a tZ e 0 GA4 pode ter antagonizado o efeito do ABA sobre a
abertura estomaética. Essas respostas hormonais se refletiram na capacidade dessa espécie de

manter-se viva mesmo durante periodos de seca severa.

Palavras-chave: trocas gasosas, Caatinga, Capparaceae, tolerdncia & seca, mudancas

climéticas, metabolismo do carbono
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Introducéo

As Florestas Tropicais Sazonalmente Secas compreendem cerca de 42% das florestas
tropicais do mundo, distribuindo-se pelas Américas, Oceania, e por parte da Asia e da Africa
(Miles et al. 2006). No Brasil esse bioma é representado pela Caatinga, um mosaico de
vegetacdo arbustiva-arborea composta principalmente por espécies deciduas caracterizado por
periodos prolongados de seca e por uma forte irregularidade pluviométrica (Leal et al. 2005,
Kottek et al. 2006, Albuquerque et al. 2012, Lima et al. 2012, Santos et al. 2014). No entanto,
algumas espécies nesse ecossistema apresentam a capacidade de tolerar a seca, mantendo-se
sempre-verdes durante a estacdo seca (Diego et al. 2012, Tomlinson et al. 2013, Morales et al.
2015). Essa tolerancia ao déficit hidrico é resultado de diversos ajustes morfologicos e
fisiolégicos que minimizam os possiveis danos causados pela seca (Santos et al. 2014).

Os estudos na FTSS brasileira acerca dos mecanismos ecofisioldgicos utilizados pelas
espécies sempre-verdes para tolerar a seca abordam, principalmente, as relacdes hidricas, as
respostas estomaticas, o metabolismo primario, e protecdo contra os danos causado pela
formacdo de espécies reativas de oxigénio (Oliveira et al. 2014, Santos et al. 2014, Falcéo et
al. 2015, Figueiredo et al. 2015). Apesar disso, muito pouco se sabe a respeito dos efeitos do
balango e interagdo hormonal, e das caracteristicas anatdmicas da folha, no metabolismo e na
determinacdo da tolerancia a seca de espécies sempre-verdes da Caatinga.

Fitohormdnios sdo essenciais para determinar a capacidade de uma planta em ajustar seu
metabolismo a condicGes de estresse, incluindo seca (Riveiro et al. 2007, Albacete et al. 2009,
Morales et al. 2015). Nesse contexto, &cido abscisico € considerado o principal sinalizador
durante o déficit hidrico, atuando principalmente no controle da abertura estomatica. No
entanto, acido salicilico, &cido jasmonico, citocininas e etileno podem atuar direta ou
indiretamente, alterando a acdo de outros horménios, nas respostas fisioldgicas ao déficit

hidrico.
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Acumulo de acido salicilico tem sido relacionado a toleréncia a seca (Diego et al. 2012),
atuando na manutencdo do status hidrico da planta, atividade da Rubisco, ativacdo de enzimas
antioxidantes e aumento na eficiéncia do uso da agua (Singh e Usha 2003, Hayat et al. 2010).
Acido jasmdnico, por outro lado, tem importante papel no controle da senescéncia foliar,
fotossintese, mobilidade de CO», e na relagdo carbono/nitrogénio nas folhas, além de ter efeito
negativo no crescimento (Noir et al. 2013, Wasternack 2014). As citocininas tem sido
associada a processos de diferenciacdo dos cloroplastos, estabilizacéo da estrutura e funcéo da
maquinaria fotossintética, remobilizacdo de fotoassimilados e no ajustamento osmotico
(Pospisilova 2003, Chernyad’ev 2009, Riveiro et al. 2010). J& 0 aumento nos niveis de etileno
foram associados com inducéo de senescéncia (Albacete et al. 2009).

Estudos tem mostrado que existe uma associacdo entre adaptacfes anatdbmicas e eficiéncia
nos processos fisioldgicos, principalmente com relacdo ao uso da agua (Rascio et al. 1990,
Ashton e Berlyn 1994, Villa et al. 2001). De fato, adaptacdes anatdmicas podem conferir
melhor performance as espécies sempre verdes de ambientes sazonalmente secos,
selecionando caracteristicas foliares que toleram alta intensidade de luz e temperatura
elevada, aumentando a longevidade de suas folhas (Tomlinson et al. 2013).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi identificar os ajustes fisioldgicos e anatbmicos
realizados por uma espécie sempre-verde, nativa da Caatinga (Cynophalla flexuosa (L.)
J.Presl), ao longo das estagbes seca, chuvosa e da transicdo entre elas, em trés anos
consecutivos. Para tanto, analisamos a capacidade fotossintética, o potencial hidrico, e o
metabolismo priméario e hormonal, além da anatomia foliar da planta. Por fim, criamos um
modelo causal de interacdo entre algumas variaveis e a condutancia estomatica, a fim de

tentar identificar os principais responsaveis pelo controle estomatico de C. flexuosa.



118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

FIGUEIREDO, K.V.-Ecofisiologia de duas espécies lenhosas, sempre-verde e decidua...
25

Materiais e métodos
Espécie estudada e local de estudo

O estudo foi realizado em um fragmento de Caatinga arborea de 300 ha de extensdo, no
nordeste Brasileiro (7°59°31°°S ¢ 38°17°59°’W). O solo é do tipo franco arenoso, e o clima é
do tipo BSh segundo a classificacdo de Koppen-Geiger (Alvares et al. 2013), com
precipitacdo média anual de 750 mm.

Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl (Capparaceae) é a espécie sempre-verde, nativa do
Brasil, a mais representativa nesse fragmento, e por isso foi escolhida como modelo para o
estudo (Lima et al. 2012). Foram marcados 10 individuos, dos quais pelo menos cinco foram
amostrados em cada coleta. Os dados foram coletados de novembro de 2012 a dezembro de
2014. Em éreas de Caatinga podem ocorrer periodos prolongados de seca, seca durante a
estacdo chuvosa ou eventos de chuva durante a estacdo seca (Abuguerque et al. 2012). Neste
estudo, as coletas de dados abrangeram esses eventos, sendo novembro de 2012 caracterizado
por periodo de seca prolongada; abril de 2013 como evento de seca durante a estacdo
chuvosa; novembro de 2013 periodo seco; janeiro de 2014 transicdo seco-chuvoso; marcgo e
maio de 2014 periodo chuvoso; julho de 2014 transi¢do chuvoso-seco; e novembro de 2014
evento de chuva durante a estacdo seca. Histdrico de precipitacdo e temperatura da area, bem
como dados de precipitacdo mensal de janeiro de 2012 a dezembro de 2014 sdo apresentados

(Fig. 1A e 1 B) (IPA 2015).

Status hidrico foliar e do solo

O potencial hidrico foliar () foi mensurado com camara de pressdao de Scholander
(Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) em ramos contendo folhas
totalmente expandidas (Scholander et al.. 1964). As medidas foram realizadas pela manha

(06:00), e a tarde (13:00). A umidade gravimétrica do solo foi calculada segundo a férmula:
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UGS = [(MF- MS) / MS] *100, onde MF e MS sdo as massas fresca e seca do solo,

respectivamente (Fig. 1D).

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas utilizando um analisador de gas por infravermelho
portatil (IRGA, ADC, modelo LCi-pro; Hoddesdon, UK). As medidas foram realizadas as
13h, em folhas maduras, utilizando-se Densidade de Fluxo de Fétons Fotossintéticos (DFFF)
constante, adaptado as condi¢cdes ambientais do dia da medida. O equipamento forneceu
dados de condutancia estomatica (gs), assimilacdo liquida do CO; (A), e transpiracdo foliar
(E). A eficiéncia do uso da dgua (EUA) foi calculada pela razédo entre a assimilacdo de CO>
(A) e transpiracdo (E). O déficit de pressdo de vapor (DPV) que foi calculado usando dados de
umidade relativa do ar e temperatura coletados em cada data de mensuracdo (Fig. 1 D)

(Campbell e Normam 1998).

Andlises bioguimicas

Apdbs as medidas de trocas gasosas, amostras de folhas de aproximadamente 3g de massa
fresca, foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e posteriormente,
armazenadas em freezer -80°C até as andlises. As folhas foram usadas para determinar
carboidratos solUveis totais (CST), proteinas solUveis totais (PST), aminoacidos livres totais
(ALT), e total de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b) e carotenoides (CAR). As folhas
foram analisadas segundo as metodologias de Dubois et al. (1956), Bradford (1976), Moore e
Stein (1948), e Lichtenthaler e Buschmann (2001), respectivamente. A fracdo insoltvel da
extracdo dos carboidratos foi usado para determinar o conteudo de amido, segundo
metodologia de Dubois et al. (1956). Os contetudos de frutose e sacarose, foram analisados

segundo Foreman et al. (1973) e Handel et al. (1968), respectivamente.
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Extracéo e analise hormonal

Citocinina (trans-zeatina, tZ, zeatina ribosideo, ZR e isopentenil adenina, iP), &cido
abscisico (ABA), acido salicilico (AS), acido jasménico (AJ) e o precursor do etileno, acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), foram analisados de acordo com Albacete et al.
(2008) com algumas modificacbes. Aproximadamente 0,1 g de material liofilizado foi
submetido a extracdo hidro-alcodlica (metanol/agua 80:20 v/v). Solidos foram separados por
centrifugacdo (20 000 g, 15 min), e re-extraidos por 30 min a 4°C com 0,5 mL da mesma
solucdo de extracdo. A fracdo sobrenadante foi passada através de colunas Sep-Pak Plus +C18
(SepPak Plus, Waters, USA) para remover interferéncia de lipidios e parte dos pigmentos
foliares, e evaporado a 40°C sob vacuo até remocdo do solvente organico. O residuo foi
solubilizado em 1 mL de metanol:dgua (20:80 v/v) usando banho ultra-sénico. As amostras
dissolvidas foram filtradas em filtro Millex com 13 mm de diametro e membrana de 0,22 pum
(Millipore, Bedford, MA, USA).

Dez ul do extrato filtrado foram injetados em U-HPLC-MS e o sistema consistia de uma
série Accela U-HPLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado em
espectrometro de massas (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) usando uma
interface de ionizacdo eletrospray aquecida (HESI). Espectro de massas foi obtido usando
software Xcalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Para quantificacdo dos
hormonios, curvas de calibracdo foram contruidas para cada componente analisado (1, 10, 50,

e 100 ug I'Y) e corrigidos para 10 g It de padréo interno deuterado.

Andlises anatdmicas
Para o estudo anatémico, folhas completamente expandidas foram coletadas e fixadas em
FAA 50% por 72h, e posteriormente passadas para alcool 70% até analise sob Microscopio de

Luz (ML). Para analise em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), fragmentos de



193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

FIGUEIREDO, K.V.-Ecofisiologia de duas espécies lenhosas, sempre-verde e decidua...
28

folhas foram fixados em solucéo de Karnovisk. O material foi emblocado em parafina e cortes
transversais foram obtidos segundo metodologia proposta por Johansen (1940), em

micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2040 auto cut, Cambridge Instruments, Germany).

Analise estatistica

Todos os dados foram testados para normalidade e homogeneidade e submetidos a
analise de variancia (ANOVA One-Way). Para reduzir a probabilidade de erro Tipo | para
comparag6es maltiplas resultantes da analise simultanea de 20 atributos, foi utilizado o teste
de Bonferroni com um o de 0,05. Além disso, analises de correlacdo de Pearson foram feitas
para avaliar a interagdes fitohormdnios x status hidrico foliar; fitohorménios x trocas gasosas;
fitohorménios x bioquimica. Regressao linear simples foi utilizada para verificar as relaces
entre parametros ambientais e pardmetros fisiolégicos. Os dados foram analisados usando o
Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104, USA).

Para testar a influéncia de fatores enddgenos e exdgenos na abertura estomatica foram
testados diversos modelos causais utilizando modelagem de equagbes estruturais e 0s
resultados foram representados graficamente pelo método de “Path Analysis”. Esses dados
foram analisados utilizando o programa IBM® SPSS® Amos 23.0.0 (Wexford, PA, USA). Foi

considerado como valido o modelo que apresentou nivel de probabilidade maior que 5%.

Resultados
Status hidrico foliar e do solo

Diferentes condi¢bes ambientais foram observadas ao longo dos meses de coleta (Fig.1). O
ano de 2012 foi caracterizado como 0 ano mais seco, com precipitacdo média anual de 220 mm,
seguido do ano de 2013 que apresentou média anual de 446 mm. J& 2014 foi 0 ano com maior

indice pluviométrico (606 mm). A umidade do solo (US) em novembro/2012 foi inferior a 1%
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(VIVv), e 2% e 2,5% (v/v) em abril e novembro de 2013, respectivamente. Ja nos periodos de
transicdo, US variou de 5,5% (v/v) em janeiro para 4% em julho de 2014. Nos periodos
chuvosos (mar¢o e maio de 2014) a US foi de 9,5 e 14,5 % (v/v), respectivamente (Fig. 1 D).
Também o DPV foi maior no periodo seco de 2012 (2,5 kPa), enquanto que nos periodos
chuvosos de margo e maio (2014) o DPV foi inferior a 0,65 kPa. Foi observado um DPV de 1,5
kPa durante a transicdo seca-chuva e 1,85 kPa na transicdo chuva-seca (julho/2104) (Fig. 1 D).
Por outro lado, as maiores densidades do fluxo de fotons fotossintetizantes (DFFF) foram
observadas em maio, julho e dezembro de 2014, 1479 (umol.m?.s?), 1500 (umol.m2.s1) e
1700 (umol.m?2.s?), respectivamente. Os demais meses apresentaram uma média de 1300
(umol.m?.s?). Apesar das mudancas nas variaveis ambientais, o balanco hidrico no solo foi
sempre negativo durante os anos de coleta (Fig. 1C), sendo novembro/12 o més com balango
hidrico mais negativo, seguido de novembro/13, enquanto que marco/14 foi o més no qual o
balanco hidrico chegou mais proximo a zero, seguido de novembro/14 e maio/14.

Foram observadas variacdes sazonais no potencial hidrico foliar Wr e essas alteragdes
foram fortemente influenciadas pelas mudancas no DPV ao longo das coletas (R2= 0,83 p<
0,0001), e moderadamente influenciadas pela precipitacdo (R2= 0,54 p<0,0001) e balanco
hidrico (R2= 0,60 p<0,0001). Potenciais mais negativos foram observados nos periodos secos
de novembro de 2012 e 2013, sendo 66% e 44% menores que nos periodos mais Umidos,

mar¢o e maio/2014, respectivamente (Fig.2 C).

Trocas gasosas

Foram observadas variagdes sazonais na condutancia estomatica (gs), assimilagdo de CO>
(A), e eficiéncia do uso da dgua (EUA) (Fig.2) nos individuos de C. flexuosa.

Nas trocas gasosas, a interacdo entre fatores ambientais como DPV, US e DFFF

apresentou uma relacdo moderada com alteracdes na gs e fraca relagdo com A nessa especie
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(R2= 0,58 p< 0,0001; R2= 0,33 p<0,01). Alteracdes na gs apresentaram correlagdo moderada
com mudangas na taxa de assimilagdo de CO2 (R?= 0,69 p<0,0001). Além disso, durante o
periodo mais seco (nov/12), C. flexuosa apresentou forte controle estomatico com reducdo de
78% na gs e A, quando comparado ao periodo seco de novembro de 2013 (Fig.2A E 2B),
mesmo com Wr semelhante (Fig.2C). Comparados aos periodos Umidos do ano de 2014,
mar¢o e maio, essas reducGes foram de 82% e 85% para gs e de 68% e 71% para A,
respectivamente. No entanto, individuos de C. flexuosa apresentaram EUA cerca de 50%
maior no periodo de méxima restricdo hidrica (nov/12) quando comparado ao periodo seco

seguinte (Fig.2D).

Analises bioquimicas

O metabolismo de carboidratos soltveis totais (CST), proteinas soltveis totais (PST), e
aminoacidos livres totais (ALT) também foi avaliado quanto a variacdo sazonal. De um modo
geral, maiores concentracGes de CST, PST e ALT foram observadas no periodo chuvoso de
maio de 2014 (p<0,00001), e foram cerca de 60% (CST e PST) e 70% (ALT) maiores que no
periodo de maior restricdo hidrica (nov/12) (Fig.3 A, B e C). O periodo seco de novembro/13
também apresentou contetdo de CST e ALT, cerca de 35% e 75%, maiores que o periodo
seco de novembro de 2012, respectivamente (Fig. 3 A e C).

Além disso, C. flexuosa apresentou maior concentracdo de amido em relacéo a frutose e
sacarose, independente do més de coleta (Fig. 3 D, E e F). No entanto, maior concentracdo de
frutose foi observada apenas no més em maio/2014, quando a umidade do solo foi maior (Fig.
3 E). Nos periodos secos ndo houve diferencas significativas no acimulo desses solutos,
exceto em novembro de 2014, quando foi observado maior teor de sacarose (Fig.3 D, E e F).

A fim de avaliar a funcionalidade e integridade do aparato fotossintético nos diferentes

meses de coleta foram calculadas as proporgoes de Clo a/b e Clo (a+b)/Car (Fig.4 A e B). Os
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individuos apresentaram proporcdo Clo a/b entre 2,5 e 3, exceto nos meses de maio e
novembro de 2014, no qual essa relagéo foi inferior a 2 (Fig.4 A). A reducdo da relacdo Clo
a/b em maio/14 deu-se pelo aumento tanto da clorofila a quanto b, ja em novembro/14
ocorreu por degradagdo de ambos os pigmentos. J& a proporcao de Clo (a+b)/Car variou de 3-
5,5 exceto no més de maior restricdo hidrica e DPV (nov/12) no qual essa relacao foi inferior
a 1,5 (Fig.4 B). Além disso houve aumento expressivo na concentracdo de carotenoides no

periodo chuvoso de maio/2014.

Analise de fito-hormonios

Em C. flexuosa foram observadas variacfes sazonais nos niveis endogenos de tZ, JA, AS
e ACC (P<0,001) (Fig.7 A, B, CeD).

N&o foi observado a ocorréncia das citocininas iP e ZR nos individuos de C. flexuosa.
Ja Trans-zeatina (tZ) foi o hormdnio mais abundante nesta espécie, com niveis enddgenos
entre 4.000 - 12.000 ng g*DW (Fig.5 C). Este horménio apresentou correlagdo com as
concentracdes de CST, porém ndo foi observado correlacdo da tZ na abertura estomatica
(Tabela 1).

Além disso, alteracdes no Wt foram positivamente correlacionadas com alteragcdes nas
concentragdes do AJ e AS (r= 0,55 P= 0,005; r= 0,84 P< 0,0001, respectivamente) e
negativamente correlacionado com o ABA (r= -0,44 P= 0,02) (Tabela 1). Menores niveis
enddgenos de AJ e AS foram observados nos periodos de menor disponibilidade hidrica,
principalmente para 0 AJ o qual apresentou redugdes, em média, de 84% (Fig.5 B). Além
disso, os dados sugerem que a acdo desses hormoénios estd fortemente correlacionada (r=0,75
P< 0,0001), e que ambos apresentam uma interacdo moderada nas mudangas na gs desta

espécie (AJ: r=0,53 P=0,008; AS: r=0,41 P=0,04) (Tabela 1).
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Ja as variacOes nos conteudos de Clo(a+b) (r=-0,42 P=0,03), PST (r= -0,49 P=0,01) e
ALT (r=-0,48 P=0,01) apresentaram correlacdo moderada significativa com as mudancas nos
niveis endogenos de ACC (Tabela 1). A principal giberelina encontrada nas folhas de C.
flexuosa foi a GAs (Fig. 5 D) e esta apresentou forte correlagdo com o ABA (r=0,89

p<0,0001) e tZ (r=0,73 p<0,0001).

Anatomia Foliar

Na regido da nervura central, C. flexuosa apresenta cilindro vascular fechado, com
presenca de fibras perivasculares; o parénquima fundamental é espessado e lignificado na face
abaxial; na face adaxial o parénquima é clorofiliano. O sistema de revestimento é composto
por epiderme unisseriada em ambas as faces, com células papilhosas na face abaxial, mais
evidente na nervura central, e células poligonais na face adaxial. A epiderme apresenta células
com parede delgada em ambas as faces, e em toda a extensdo, a epiderme é coberta por
camada espessa de cuticula. Tricomas estdo ausentes e os estdmatos foram observados em
maior quantidade na epiderme abaxial (Fig. 6 D), estando restritos a regido da nervura na face
adaxial (Fig. 6C). O mesofilo é bilateral, constituido de 2-3 camadas de parénquima
palicadico préximo a face adaxial e parénquima braciforme préximo a face abaxial; nervuras
laterais colaterais envolvidas por bainha parenquimaética (endoderme); além da presenca de
corddes de fibras adjacentes ao floema e ao xilema (Fig. 6A e 6B). A MEV revelou que a
epiderme é revestida por uma camada de cera epicuticular do tipo crosta na face adaxial e na
face abaxial é do tipo filme (Fig. 6 E e F). Além disso, na face abaxial foram observadas
ornamentacdes na parede celular formando uma estrutura papilosa e sulcada acima dos
estomatos (Fig. 6F).

Além disso, foi observado que apos longo periodo de seca em abril/2013 C. flexuosa

apresentou folhas mais espessas, aumento na espessura do parénquima palicadico foi
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observado nos meses de abril/l2013 e mar¢o/2014, aproximadamente 60% e 20%,

respectivamente (Tabela 2).

Discussao

Todos os parametros avaliados apresentaram variacdo sazonal, evidenciando a capacidade
dessa espécie em modular seu metabolismo em virtude das condi¢bes ambientais e assim
garantir sua sobrevivéncia durante periodos desfavoraveis.

O ano de 2012 foi caracterizado por um longo periodo de seca (Fig. 1) e nesse periodo
foram observadas as menores taxas de gs € A, 0 que ocasionou uma maior EUA (Fig. 2).
Estudos prévios apontam regulacdo da abertura estoméatica como sendo a principal resposta
das plantas da Caatinga durante a seca (Oliveira et al. 2014, Santos et al. 2014, Figueiredo et
al. 2015). No entanto, no periodo seco do ano seguinte, os individuos apresentaram aumento
nas taxas de gse A, mesmo com Wt semelhante ao do ano anterior (Fig. 2). A manutencdo do
Y durante seca severa (nov/12) em niveis semelhantes aos observados na seca seguinte, que
foi de menor duracdo (nov/13), pode ter sido resultado da maior EUA nesse periodo (nov/12)
(Santos et al. 2014), a qual pode ter tido suporte das caracteristicas anatdmicas foliares. Por
outro lado, aumento da gs pode ter ocorrido devido a reducdo do DPV em nov/13, que
apresentou uma correlagdo moderada com a gs, € esta por sua vez apresentou uma correlagao
moderada com A. Além disso, essa espécie apresentou diferentes estratégias para manutengao
do potencial hidrico: em 2012, como foi um ano de seca prolongada, C. flexuosa apresentou
reducdo da gs e A e aumento na EUA para manter o Ws, enquanto que em 2013, um ano menos
seco, e com menor DPV, comparado ao ano de 2012, essa espécie conseguiu manter maior gs
e A. A maior concentracdo de agucares soltveis na folha pode ter tido um papel na eliminacéo
de espécies reativas de oxigénio (Oliveira et al. 2014). E interessante perceber que, além de

mudancas de estratégias nas trocas gasosas e metabolismo de agUcares entre nov/12 e nov/13,
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as plantas ajustaram a producdo de pigmentos a fim de proteger 0 maquinario fotossintético.
Se em nov/13 as plantas acumularam aglcares, em nov/12 houve uma reducéo na relacdo Clo
(atb)/Car, ocasionada principalmente pela degradacdo de Clo a (Fig. 4), indicando
investimento em fotoprotecdo do aparato fotossintético e retardo do progresso da senescéncia
foliar (Lichtenthaler e Buschmann 2001, Chen e Cheng 2003).

As trocas gasosas de C. flexuosa podem também ter sido influenciada pelas caracteristicas
anatdmicas observadas nessa espécie que estdo de acordo com a descri¢cdo de Metcalf e Chalk
(1983) para familia Capparaceae (Fig. 6). Isso porque toda estrutura anatdmica das folhas
dessa sempre-verde esta voltada para evitar danos causados pelo excesso de luz, minimizar a
perda de agua e otimizar fixagdo do CO., e aumentar a eficiéncia do uso da 4gua em situagdes
de escassez de agua. Primeiro, a epiderme com células papilhosas, bem como a ornamentacéo
da parede periclinal externa das células epidérmicas, na face abaxial (Fig.6F), pode favorecer
as trocas gasosas uma vez que geram um microclima favoravel préximo aos estdmatos.
Segundo, a cuticula espessa que reveste toda a superficie foliar pode diminuir a quantidade de
agua perdida durante o processo de transpiracao celular (Samdur et al. 2003), além de refletir
uma parte da radiacdo que chega a superficie evitando que excesso de energia chegue aos
centros de reacdo (Robinson et al. 1993, Grant et al. 1995, Rieder 2006). Por fim,
alongamento das células do parénquima palicadico no sentido abaxial, apresentando 2-3
camadas de células aumenta a espessura foliar em detrimento de uma maior area foliar
(Tabela 2). Todos esses ajustes estdo diretamente relacionados a tolerdncia ao ambiente
semiarido e seu principal fator regulador de ganho de biomassa, mesmo que iSso possa Vvir a
reduzir a taxa liquida de assimilacdo de CO> (Burkhardt e Pariyar 2016).

Além das condi¢Ges ambientais, fatores enddgenos também estdo envolvidos na regulacéo
da perda de agua por meio do controle estomatico, e 0 ABA tem sido reportado como o

principal mediador dessa resposta (Li et al. 2000, Hartung et al. 2002, Dodd 2005, Morales et
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al. 2015). Curiosamente, maiores concentracdes de ABA nédo foram associadas com alteracdes
na gs de C. flexuosa (Tabela 1), e durante o periodo prolongado de seca as concentragdes
foram semelhantes aos periodos mais Umidos e inferiores a 1 ng g* MS (Fig. 5). As
concentracdes de ABA podem ser controladas pelo equilibrio entre biossintese e catabolismo
(Ren et al. 2007), e a menor concentracdo de ABA encontrada nas folhas de C. flexuosa no
ano mais seco pode ter ocorrido porque o ABA foliar pode ser rapidamente reciclado para o
floema (Hartung 2002, Dodd 2005), ou pelo deficit de esqueleto carbdnico disponivel para
formar a molécula. O precursor do ABA ¢é o B-caroteno, que possui uma cadeia carbdnica
longa (Cao), sendo uma molécula custosa, em termos de aporte de carbono, para ser produzida
(Taylor 1991). E interessante notar que os dados apontaram uma correlaco significativa entre
a concentracdo de ABA e A, 0 que suporta a segunda hipdtese. Por outro lado, a forte
correlacdo positiva entre citocinina (tZ) e ABA, e Giberelina (GA4) e ABA (Tabela 1) sugere
gue os niveis enddgenos destes hormoénios podem de forma indireta ter inibido os efeitos do
ABA nos estbmatos em C. flexuosa, uma vez que alta concentracdo de citocinina pode
apresentar efeito negativo na expressao de genes envolvidos na sintese de ABA (Riveiro et al.
2010). Além disso, por ser uma sempre verde, C. flexuosa precisa das citocininas como um
dos fatores que evitam a senescéncia foliar durante o periodo seco.

A manutengdo dos conteidos de CST, PST, ALT, frutose e sacarose durante o periodo de
maior restri¢do hidrica, além de alta concentracdo de amido, foram observadas em C. flexuosa
(Fig. 3), mesmo com menor gs e A (Fig. 2 A e 2B). Esse resultado sugere paralizagdo do
crescimento, diminuicdo na taxa de translocacdo para os drenos, e manutencdo de um intenso
metabolismo de tolerancia foliar, o que € esperado para uma espécie sempre verde capaz de
tolerar longos periodos de déficit hidrico (Fig. 1C) de uma floresta tropical sazonalmente seca
(Santos et al. 2014). No presente estudo foi encontrada alta concentracdo de tZ no tecido

foliar que foi correlacionado com contetido de CST, sugerindo que esse hormonio atua direta
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ou indiretamente no fornecimento de energia, sobretudo durante a restricdo hidrica, em C.
flexuosa. Niveis elevados de citocinina podem resultar em aumento de tolerancia a estresse
abiotico, sendo esse hormdnio associado a protecdo de processos fotossintéticos por meio da
fotorrespiracdo e preservacdo de proteinas envolvida na fotossintese (Riveiro et al. 2009,
Riveiro et al. 2010). A atuacdo das citocininas na reducdo da senescéncia foliar pode se dar
através do controle dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), importantes para a
sobrevivéncia de plantas durante periodos de seca severa (Riveiro et al. 2007). Além disso,
desempenha importante papel no transporte e distribuicdo de fotoassimilados (Chernyadev
2009). De fato, a regulacdo gerada por tZ pode ter favorecido a retencdo de recursos nas
folhas dessa sempre verde, em vez de transloca-los para caules, sendo este um importante
mecanismo para suprimento de energia durante fase de crescimento ou manutencdo de um
metabolismo de tolerancia a restri¢do hidrica (Cherbuy et al. 2001, Gilson et al. 2014).

O acido salicilico (AS) é outro importante modulador de respostas de plantas a estresse,
tendo importante papel na manutencdo do status hidrico (Barkosky e Eenhellig 1993),
resposta estomatica, aumento da EUA, aumento da atividade da Rubisco, melhorias nas taxas
de A e ativacdo de enzimas antioxidantes (SOD) (Sing e Usha 2003, Hayat et al. 2010). C.
flexuosa apresentou forte correlagbes entre AS e W, EUA e gs (Tabela 1). Esses dados
sugerem que o AS tenha importante papel na regulacdo desses processos, bem como, pode ter
sido importante na regulacdo do AJ, apresentando interacdo positiva com o mesmo (Tabela
1).

Ambos 0s hormoénios AS e AJ tém importante papel no controle da senescéncia foliar.
Decréscimo nos niveis de AS podem reduzir a progressdo da senescéncia foliar,
possibilitando aumento de biomassa, enquanto acimulo de AJ tem sido associado a indugéo
da senescéncia foliar (Abreu e Munné-Bosch 2009, Wasternack 2014). De fato, menores

niveis enddgenos desses hormdnios foram observados nos periodos de restricdo hidrica em
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folhas de C. flexuosa. Além disso, esses hormonios apresentaram correlacdo positiva
moderada com gs, sugerindo que esse fino ajuste tenha tido um papel crucial para a
manutencdo das folhas dessa espécie sempre-verde, durante a restricdo hidrica, através da
regulacdo estomatica.

Dadas as multiplas interacOes entre as diferentes vias hormonais, muitas vezes é dificil
estabelecer um mecanismo de interacdo (Albacete et al 2008). Neste trabalho, nds testamos
varios modelos a fim de compreender como essas intera¢6es influenciam e séo influenciadas
pela gs. Nosso modelo com maior nivel de probabilidade (NP=0.51) esta apresentado na
figura 7. Nesse modelo, foram significativas as relacdes AJ x ABA, A x ABA, ¥ x Al e gs X
A. Assim, segundo esse modelo, o AJ é principalmente influenciado por variagfes no W, mas
ndo apresenta efeito direto na gs. Contudo, parece apresentar efeito indireto atraves da
inibicdo dos efeitos do ABA foliar na gs, demonstrado pela relacdo negativa e significativa
com o ABA, e pela correlacdo positiva com gs. Além disso, esse modelo mostra que 0 ABA
foliar ndo apresenta relagdo com a variacdo no s, porém apresenta relacdo com assimilagdo
de CO2, o0 que poderia explicar o baixo teor de ABA na condicdo de seca severa (nov/12) e
maior teor na seca de nov/13 quando as taxas de assimilagdo foram maiores.

Neste estudo, C. flexuosa foi acompanhada durante trés anos caracterizados por diferentes
indices pluviométricos anuais e balanco hidrico do solo, sendo o ano de 2012 o mais seco
(Fig. 1). Nossos resultados sugerem que esta espécie depende da disponibilidade hidrica no
solo e do DPV para manter suas folhas no periodo seco, uma vez que foram observados
aumentos significativos nas trocas gasosas (Fig. 2) e bioguimica (CST e ALT) (Fig. 3 A, C)
do periodo seco de 2012 para 2013, no qual foi observado maior precipitagédo e balanco
hidrico (Flg.1). Esses resultados sugerem que periodos de seca prolongados podem diminuir
substancialmente a producdo de biomassa em plantas dessa espécie, além de afetar o sucesso

reprodutivo. Todavia, C. flexuosa mantém um namero elevado de folhas com suas estruturas
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internas modificadas, porém preservadas, a espera de um periodo favoravel para retomada do
crescimento.

Em resumo, nosso estudo traz novas informacdes sobre o papel dos fitohorménios ABA,
AJ, AS, tZ, GA4 e ACC na manutencéo do status hidrico foliar, trocas gasosas, fotossintese, e
bioquimica nas folhas de C. flexuosa ao longo da variacéo sazonal na disponibilidade de 4gua
em uma area de floresta tropical sazonalmente seca. Embora o ABA seja comumente
relacionado ao controle da abertura estomatica, nossos resultados sugerem AJ como o0
principal regulador intrinseco da gs nessa espécie. Alem disso, a manutencdo do Wr durante
seca severa foi principalmente relacionado ao AS, sendo 83% das variacOes relacionas a este
fitoregulador, sugerindo que o seu acumulo pode ser um dos principais mecanismos de
tolerdncia a déficit hidrico nessa espécie sempre verde lenhosa. Por outro lado, menores
concentragfes de AJ durante periodos de seca podem indicar um importante mecanismo no
atraso da senescéncia foliar. Ja o fornecimento de energia parece ser regulado principalmente
por tZ, com 62% nas variagdes das concentragdes de CST explicadas por esse fitohormonio,

que apresentou as maiores concentracdes enddgenas nessa espécie.
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ANEXOS CAPITULO 1
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historicas de precipitacdo e temperatura; (B) Precipitacdo mensal acumulada nos trés anos de
medidas (setas indicam o0s meses de coleta); (C) Balanco hidrico do solo; (D) Variacdo
sazonal do Déficit de Pressdo de Vapor (DPV) e Umidade do Solo (US). Barras representam a
média xerro padrdo (n=5). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-
Keul com nivel de significancia de 5 por cento entre as varidveis. Os dados histdricos de

precipitacéo e temperatura representa 0 ano de 2009-2015.
(Http://www.ipa.br/indice_pluv.php#calendario_indices)
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683  Figura 2:Variacdo sazonal nas trocas gasosas na sempre-verde Cynophalla flexuosa (L.)
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687  Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com nivel de
688  significancia de 5 por cento entre as variaveis.
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715 Figura 4: Variacdo sazonal na concentracdo de pigmentos foliar na sempre-verde
716  Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl em uma floresta tropical seca no Brasil: (A) Clorofila a (Clo
717  a), (B) Clorofila b (Clo b), (C) Carotendide (Car); (D) Clorofila a/b (Clo a/b), (E) Total de
718  clorofila/ carotenoides (Clo (a+b)/Car). Valores representam a média +erro padrdo (n=5).
719  Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com nivel de
720  significancia de 5 por cento entre as variaveis.
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728 Figura 5: Variacdo sazonal nas concentracdes foliares endogenas de fitohormdnios na

729  sempre-verde Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl em uma floresta tropical seca, Serra Talhada,
730  Pernambuco, no Brasil. (A) Acido Abscisico (ABA); (B) Acido jasmonico (AJ); (C) Trans-
731  Zeatina (tZ); (D) Acido Giberélico (GA 4); (E) Acido Salicilico (AS); (F) Precursor do
732  etileno acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Valores representam a média *erro
733 padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com
734 nivel de significancia de 5 por cento entre as variaveis.
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Figura 6: Anatomia foliar da uma sempre-verde Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl em uma
floresta tropical seca, Serra Talhada Pernambuco, Brasil. (A) Sec¢do transversal da regido
mediana foliar: (1) Epiderme unisseriada com células poligonais na face adaxial; (2) Cuticula;
(3) Epiderme unisseriada papilosa na face abaxial; (4) Estémato; (5) Células do parénquima
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palicadico; (6) Celulas braciformes do parénquima lacunoso; (7) Corddes de fibras
adjacentes; (B) Seccéo transversal da regido da nervura central da folha: (8) Cilindro vascular
fechado envolvido por fibras perivasculares; (C) e (E) Face adaxial da folha vista em
Miscroscopia Eletrénica de Varredura (MEV): (9) Cera epicuticular do tipo crosta; (D) e (F)
Face abaxial da folha vista em Miscroscopia Eletronica de Varredura (MEV): (10) Cera
epicuticular do tipo filme e ornamentacdo da parede celular formando estrutura papiplosa e

sulcada préximo aos estdbmatos.
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Figura 7: Modelo causal utilizando modelagem de equacbes estruturais com
resultados representados pelo método de “Path Analysis”. Modelo valido com nivel de
probabilidade maior que 5%. Foram usados dados da espécie sempre-verde,
Cynophalla flexuosa, ocorrente em uma floresta tropical seca. (gs) condutancia estomatica;
(A) Assimilacdo liquida de CO2; Potencial hidrico foliar (Ws), (AJ) acido jasménico; (ABA)

acido abscisico; (ACC) Precursor do etileno acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.
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780  Tabela 1: Coeficiente (r) e valores de P (mostrados em parénteses) da analise de correlacao
781  linear simples (Pearson r) entre pardmetros relacionados ao status hidrico, trocas gasosas,
782  bioquimica e concentragcbes endogenas de fitohormdnios relacionados ao estresse em
783  Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl sobre condi¢cdes de campo. Valores de P significantes
784  (<0,05) sdo mostrados em negrito.
Pardmetros ABA Al AS tZz ACC GA4
Status hidrico
foliar
Wy -0,449 (0,027) 0,552 (0,005) 0,839 (<0,001)  0,041(0,847) -0,130(0,542) -0,351 (0,091)
0s -0,097 (0,653) 0,526 (0,008) 0,411 (0,045)  0,145(0,498) -0,269 (0,202) 0,173 (0,417)
A 0,376 (0,069) 0,359 (0,084) 0,254 (0,230) 0,166 (0,437) -0,484 (0,016) 0,481 (0,017)
EUA -0,003 (0,883)  -0,318 (0,129)  -0,465(0,021)  -0,443 (0,029) -0,092 (0,666) -0,231 (0,275)
Bioquimica
CST 0,208 (0,328)  -0,212(0,318)  -0,125(0,558) 0,619 (0,001) -0,319 (0,128) 0,286 (0,174)
PST 0,006 (0,977) 0,107 (0,615)  -0,216 (0,308) 0,044 (0,837)  -0,491 (0,014) 0,112 (0,599)
ALT 0,565 (0,004)  -0,442 (0,030)  -0,204 (0,338) 0,43(0,03)  -0,483(0,016) 0,396 (0,054)
Amido -0,158 (0,460) 0,129 (0,545) 0,359 (0,084) 0,268 (0,204)  -0,374 (0,071) -0,134 (0,053)
Frutose -0,112 (0,601)  -0,185(0,384)  -0,136 (0,526) 0,297 (0,157)  -0,193 (0,367) -0,092 (0,668)
Sacarose -0,03(0,869)  -0,127 (0,551)  -0,377(0,069)  -0,180 (0,399) -0,160 (0,453) -0,180 (0,399)
Clo (a+b) 0,187 (0,38)  -0,116 (0,586)  -0,026 (0,903) 0,379 (0,067)  -0,426 (0,037) 0,107 (0,616)
Clo a/b 0,527 (0,008)  -0,214(0,313)  -0,068 (0,750) 0,128 (0,549)  -0,009 (0,965) 0,350 (0,092)
Clo (a+b)/Car | 0,585(0,002)  -0,056 (0,794) 0,300 (0,153) 0,437 (0,032) -0,204 (0,338) 0,412 (0,045)
Fitohorménios
ABA - -0,437 (0,003)  -0,365 (0,079) 0,703 (<0,001) -0,342 (0,100) 0,896 (<0,001)
IA -0,437 (0,003) - 0,757 (<0,001)  -0,350 (0,093) -0,312(0,136) -0,172 (0,419)
SA -0,365 (0,079) 0,757 (<0,001) - -0,168 (0,430)  -0,187 (0,380)  -0,274 (0,194)
tZ 0,703 (<0,001)  -0,350 (0,093)  -0,168 (0,430) - -0,156 (0,465) 0,730 (<0,001)
ACC -0,342 (0,100)  -0,312(0,136)  -0,187(0,380)  -0,156 (0,465) - -0,362 (0,081)

785
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Tabela 2: Variacdo na espessura foliar (EF), dos parénquimas palicadico (EPP) e lacunoso
(EPL) e das epidermes adaxial (ADA) e abaxial (ABA) de Cynophalla flexuosa J.Presl em
condicGes de campo.

Coleta EF Parénquima Epiderme
EPP EPL ADA ABA
Nov/12 215,24+4,67° 75,13+1,97¢ 99,96+2,47bcd 15,940,773 14,32+0,55
Abr/13  337,70+3,48? 180,61+5,05° 115,2545,43° 17,06+1,01% 13,94+0,60%
Nov/13  228,01+9,01° 85,56+7,28% 104,68+3,21" 15,37+0,79° 14,49+0,70°
Jan/14  219,79+1,68° 87,88+4,58% 86,73+3,48% 14,85+0,40° 16,21+0,59%¢
Mar/14  248,13+3,96" 108,29+3,95 93,71+3,26% 18,21+0,46° 13,13+0,70¢

Médias + o0 erro padrdo. Letras representam diferencas significativas entre os meses de coleta.
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CAPITULO 2

Sera submetido a Tree Physiology
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Aclimatacao do metabolismo foliar a disponibilidade hidrica da espécie lenhosa Annona

leptopetala em uma Floresta Tropical Sazonalmente Seca
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Resumo

Perda das folhas no periodo seco € uma estratégia de escape a deficiéncia hidrica adotada por
inimeras espécies de Florestas tropicais sazonalmente secas, como a Caatinga. O objetivo desse
trabalho foi compreender quais atributos asseguram o crescimento e desenvolvimento de
Annona leptopetala durante cada ciclo de seca e chuva, em area semiarida. Foram avaliados o
Status hidrico foliar e do solo, Trocas gasosas, bioquimica, anatomia foliar e fito-hormonios.
Foi observado que a interacdo de fatores ambientais influencia fortemente mudancas nas trocas
gasosas, bioquimica e fito-hormdnios. Maiores taxas de condutancia estomatica e assimilacédo
foram observadas nos periodos chuvosos. Enquanto maior eficiéncia do uso da agua (EUA)
ocorreu na transicdo seca-chuva que pode ter sido favorecida pela presenca de tricomas,
cameras subestomaticas e localizacdo dos estbmatos na face abaxial das folhas. Também, a
sobrevivéncia e crescimento dessa espécie parece estar relacionada a dinamica entre acamulo e
consumo de compostos de Carbono e Nitrogénio. Trés hormonios se destacaram regulando
trocas gasosas e de parametros relacionados a fotossintese: precursor do etileno (ACC), ABA
e acido salicilico (AS). Nossos dados sugerem que a interacdo entre ACC e ABA tiveram grande
importancia na regulacdo das trocas gasosas e metabolismo foliar. Enquanto o AS parece ter
sido principalmente importante no periodo de menor disponibilidade hidrica aumentando a

EUA e remobilizacdo de soluto.

Palavras-chave: Decidua, fitorregulador, Anonnaceae, ecofisiologia, PCA
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Introducéo

Em Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) as plantas estdo frequentemente
expostas a forte deficiéncia hidrica e consequentemente tiveram que desenvolver diferentes
mecanismos de tolerancia a essa condicdo (Figueiredo et al 2015; Oliveira et al 2014; Lima et
al 2012). Um deles esta associada ao padrao fenologico, e a estratégia de escape a seca tem sido
associada as espécies deciduas que perdem suas folhas a medida que a disponibilidade hidrica
no solo diminui apds o periodo chuvoso (Lima et al 2012). Dessa forma, para escapar da seca,
as arvores deciduas podem suportar elevada taxa fotossintética em condicGes favoraveis de
disponibilidade hidrica no solo (Tomlinson et al 2013; Eamus et al 1999).

Espécies deciduas lenhosas de ambientes semiaridos respondem rapidamente as variacdes
nas condicdes de umidade do solo a fim de maximizar crescimento durante a estacao favoravel
(Tomlinson et al 2013). Estudos prévios tém demonstrado que durante os periodos de reduzida
disponibilidade hidrica, plantas da Caatinga apresentam maior controle da abertura estomatica,
alteracdes no metabolismo primério e ativacdo de enzimas antioxidante para evitar possiveis
danos causados pelo déficit hidrico no solo (Oliveira et al 2014, Santos et al 2014; Falcéo et al
2015). Alem disso, foram observadas alteracGes na anatomia foliar (Figueiredo et al 2015).

A maioria dos estudos com espécies deciduas em campo tem focado na resposta estomatica
a seca no solo e fatores que podem afetar a abertura estomatica como acido abscisico e
condutividade hidraulica (Thomas e Eamus 2002, Thomas et al 2000). No entanto, ndo foram
avaliadas de forma conjunta a anatomia foliar, balango hormonal e 0 metabolismo fotossintético
foliar primario em resposta a variagdo anual nas condi¢des ambientais.

Annona leptopetala €& uma espécie que possui alta densidade de madeira que tem o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo fortemente correlacionado com a disponibilidade de
agua no ambiente (Limaet al 2012). A. leptopetala é reconhecida por suas atividades bioldgicas,

dada pela diversificada composi¢do de metabolitos secundarios encontrados nas folhas desta
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especie (Costa et al 2012, Feitosa et al 2009), entretanto, tais estudos ndo abordaram aspectos
ecofisioldgicos que influenciam o desenvolvimento e sobrevivéncia dessa espécie, sobretudo
em area com marcada sazonalidade na disponibilidade hidrica. Alem disso, esta espécie
caducifolia e lenhosa da caatinga tem se comportado como tantas outras especies com 0 mesmo
habito fenoldgico foliar, as quais devido a irregularidade climatica podem atravessar periodo
de doze meses sem emitir folhas, e portanto, sem produzir novas sementes (Donohue et al.
2013; Santos et al. 2014).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar, ao longo da variacdo anual da
disponibilidade hidrica no solo, quais alteracdes ocorrem no metabolismo foliar de uma espécie
decidua lenhosa e endémica da Caatinga, bem como as respostas as variacdes do déficit de
pressdo de vapor, para compreender quais atributos sdo essenciais para sobrevivéncia dessa

espécie em cada ciclo de seca-chuva.

Materiais e métodos

Espécie estudada e local de estudo
Annona leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer é¢ uma espécie arbdrea, nativa do Brasil e endémica
da Caatinga, uma FTSS (Lemos e Zappi 2012; Albuquerque et al 2012; Santos et al. 2014). O
estudo foi realizado em um fragmento de Caatinga arborea de 300 ha de extensdo, dentro do
Parque Estadual Mata da Pimenteira (7°59°31”’S e 38°17°59”’W), no municipio de Serra
Talhada-PE. O solo é do tipo franco arenoso e o clima € do tipo BSh segundo a classificagdo
de Kdppen-Geiger (Alvares et al 2013), com precipitacdo média anual de 750 mm.
Foram marcados 10 individuos, dos quais pelo menos cinco individuos foram amostrados
em cada coleta. Os dados foram coletados de janeiro a novembro de 2014. Neste estudo, as

coletas de dados abrangeram o periodo de transi¢do seco-chuvoso (janeiro de 2014); periodo
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chuvoso (marco e maio de 2014); transi¢do chuvoso-seco (julho de 2014); e um evento de chuva
durante a estacdo seca (novembro de 2014). Histdrico de precipitacdo e temperatura para area,
bem como dados precipitacdo mensal de janeiro de 2012 a novembro de 2014 sdo apresentados

(Fig. 1A e 1 B) (IPA 2015).

Status hidrico foliar e do solo

O potencial hidrico foliar () foi mensurado com camara de pressdao de Scholander
(Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) em ramos contendo folhas
totalmente expandidas. As medigdes foram realizadas na parte da manha e na parte da tarde,
em 06:00 e 13:00 h. A umidade gravimétrica do solo calculada segundo a formula: US = [ (MF-
MS) / MS] *100, onde MF e MS séo as massas fresca e seca do solo, respectivamente (Fig.

1D).

Trocas gasosas

A troca gasosa foi medida utilizando um analisador de gas por infravermelho portéatil (IRGA,
ADC, modelo LCi-pro; Hoddesdon, UK). As medidas foram realizadas as 13h, em folhas
maduras, utilizando-se PPFD constante, adaptado as condi¢cdes ambientais do dia da medida. O
equipamento forneceu dados de condutancia estomatica (gs), assimilacdo liquida do CO2z (A).
A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada dividindo-se a assimilacdo de CO2 (A) pela
transpiracdo (E). e o déficit de pressdo de vapor (DPV) que foi calculado usando dados de
umidade relativa do ar e temperatura coletados em cada data de mensuracdo Campbell e

Normam, 1998.
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Andlises bioguimicas

Apds as medidas de trocas gasosas, amostra de folhas, aproximadamente 3g de massa fresca,
foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenado em freezer -80°C até andlise. As folhas foram usadas para determinar carboidratos
sollveis totais (CST), proteinas solUveis totais (PST), aminoacidos livres totais (ALT) e total
de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b) e carotenoides (CAR). As folhas frescas foram
analisadas segundo as metodologias de Dubois et al. (1956), Bradford (1976), Moore and Stein
(1948) and Lichtenthaler e Buschmann (2001), respectivamente. A fracdo insoltvel da extracéo
dos carboidratos foi usado para determinar o conteddo de amido, segundo metodologia de
Dubois et al (1956). O conteudo de frutose e sacarose, foram analisados segundo Foreman et al

(1973) e Handel et al (1968), respectivamente.

Extracéo e analise hormonal

Acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS), 4cido jasmdnico (AJ), e o precursor do etileno,
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), foram analisados de acordo com Albacete et
al. (2008) com algumas modificacdes. Resumidamente, 0,1 g de material liofilizado foi
submetido a extracdo hidro-alcodlica (metanol/agua 80:20 v/v). Solidos foram separados por
centrifugacéo (20 000 g, 15 min) e re-extraido por 30 min a 4°C com 0,5 ml da mesma solugéo
de extracdo. A fracdo sobrenadante foi passada através de colunas Sep-Pak Plus $C18 (SepPak
Plus, Waters, USA) para remover interferéncia de lipidios e parte dos pigmentos foliar e
evaporado a 40°C sobre vacuo até remocéo do solvente organico. O residuo foi solubilizado em
1 ml de metanol:agua (20:80 v/v) usando banho ultra-sonico. As amostras dissolvidas foram
filtradas em filtro Millex com 13 mm de diametro e membrana de 0,22 um (Millipore, Bedford,

MA, USA).
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Dez pl do extrato filtrado foram injetados em U-HPLC-MS e o sistema consistia de uma
série Accela U-HPLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado em
espectrometro de massas (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) usando uma interface
de ionizacdo eletrospray aquecida (HESI). Espectro de massas foi obtido usando software
Xcalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Para quantificacdo dos
horménios, curvas de calibracdo foram construidas para cada componente analisado (1, 10, 50,

e 100 ug 1Y) e corrigido para 10 ug I de padrdo interno deuterado.

Analises anatdmicas

Para o estudo anatémico foram coletadas folhas completamente expandidas e fixadas em
FAA 50% por 72h e posteriormente passado para alcool 70% até analise sob Microscopio de
Luz (ML). Amostras também foram imersas em fixador Karnovisk para analise em Microscopio
Eletrénico de Varredura (MEV). O material fixado em FAA foi emblocado em parafina e cortes
transversais foram obtidos segundo metodologia proposta por Johansen (1940), em micrétomo
rotativo (Reichert-Jung 2040 auto cut, Cambridge Instruments, Germany), com 20 um de
espessura. No total foram feitas 200 laminas e foto-documentados 500 imagens para analise da

anatomia foliar dessa espécie.

Analise estatistica

Todos os dados foram testados para normalidade e homogeneidade e submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas usando o teste de Student Newman Keul’s a
5% de significancia. Além disso, anélise de correlagdo de Pearson foram feitas para avaliar a
interacbes fito-hormonios x status hidrico foliar; fito-horménios x trocas gasosas; fito-
hormdnios x bioguimica. Enquanto regressao multipla foi usada para verificar as relacdes entre

parametros ambientais e parametros fisioldgicos. Os dados foram analisados usando o Statistica
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8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104, USA). Também foi feita uma analise de componente
principal (PCA) para verificar se a sobrevivéncia de A. leptopetala em diferentes
disponibilidades hidrica do solo esta associada a atributos particulares. Os dados foram
transformado pelo ‘ranging’ para reduzir problema de escala e foi seguido 0 modelo de Broken-
stick As analises foram feitas usando o Fitopac 2.1.2.85 (®G.J. Shepherd, Dpto. de Botanica,

UNICAMP 2010).

Resultados

Status hidrico foliar e do solo

Diferentes condi¢cGes ambientais foram observadas ao longo dos meses de coleta (Fig.1). A
precipitacdo nos meses de transicdo foi inferior a 50 mm, com menor indice pluviométrico
observado na transicdo entre seca-chuva (Janeiro/14) (19 mm), enquanto os meses mais Umidos
(marco a maio) somam 340 mm (Fig. 1B). No entanto, ndo houve excedente de d&gua no solo em
nenhum periodo de coleta, dado pelo balango hidrico negativo no solo (Fig.1C). A umidade do
solo (US) foi inferior a 3% (v/v) nos periodos de transicao (janeiro e julho/14) e superior a 9%
(v/Vv) nos periodos chuvosos (marco e maio/14) (Fig.1D). Também o DPV foi maior nos periodos
de transicdo com 1,5 kPa observado durante a transicdo seca-chuva e 1,85 kPa na transicéo
chuva-seca (julho/14), enquanto nos periodos chuvosos de marco e maio o DPV foi inferior a
0,65 kPa (Fig. 1D). Também, a densidade do fluxo de fétons fotossintetizantes (DFFF) foi em
média de 1400 (mmol.m?2.s) nos periodos de transi¢do e 1300 (mmol.m?2.s) nos periodos
chuvosos. Ja 0 més de novembro foi caracterizado por baixa umidade no solo (3,7%) e elevado
DPV (1,62 kPa) e DFFF (1700 mmol.m?2.s). A variacdo sazonal e interagdo entre fatores
ambientais, tais como DPV, DFFF e US, tiveram efeitos sobre trocas gasosas, metabolismo

fotossintético, bioquimica e hormonios (Tabela 1).
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Foram observadas varia¢des sazonais no potencial hidrico foliar (‘W) de A. leptopetala com
reducdo de aproximadamente 70% na transicdo entre chuva-seca (julho) e de 30% na transi¢ao
seca-chuva (Janeiro) (P<0,0001) (Fig.2C). Durante o periodo de seca com evento de chuva
(novembro), essa espécie foi capaz de manter o Wt em niveis semelhantes aos demais periodos
chuvosos (Fig.2C), mesmos com menor US e superior DFFF e DPV, mas com balanc¢o hidrico

no solo semelhante aos periodos chuvosos (Fig 1 C e 1D).

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram fortemente influenciadas pela disponibilidade hidrica (Fig.2).
Condutancia estomatica (gs) foi 80% menor durante a transi¢do seca-chuva, correspondente ao
inicio do desenvolvimento de A. leptopetala (janeiro), e 62% menor na transi¢do chuva-seca
(Julho) (Fig.2A) (P<0,0001). No entanto, reducdes na taxa de assimilacdo de CO2 (A) nesses
periodos foi de 40% (Fig.2B) (P<0,0001). A eficiéncia do uso da agua (EUA) néo diferiu entre
o0s periodos chuvosos e a transicdo chuva-seca (julho), mas foi 37% maior durante a transicédo

seca-chuva (janeiro) e 27% menor em novembro (Fig.2D) (P=0,0001).

Andlises bioguimicas

O teor de clorofila total foi 70 e 75% menor em maio/2014 comparado com 0S meses de
transicdo seca-chuva (janeiro/14) e chuva-seca (julho/14), respectivamente (P<0,0001) (Fig.3A
e 3B). No entanto, a relacdo Clo a/b em maio/2014 foi semelhante aos demais meses (Fig.3D).
Em maio/14 tambem foi observada menor relacdo Clo (a+b)/Car, reducdo de 21 e 27%,
comparado ao periodo de transicéo (janeiro/14) e novembro/2014, respectivamente (P=0,002)
(Fig.3E) devido a diminuigéo nos contetidos tanto de clorofila a e b quanto carotenoides.

Carboidratos soluveis apresentaram forte variacdo sazonal, com maior concentracao

observada no inicio da rebrota, periodo de transi¢do seca-chuva (janeiro/14), com reducdo de
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45% no periodo mais umido (maio/2014) (P<0,0001) (Fig.4A). A concentragdo de aminoacidos
também foi maior no inicio da rebrota, 67%, comparado aos meses mais chuvosos e ao de
transicdo chuva-seca (P<0,0001) (Fig.4C). Ja a concentracdo de proteinas sollveis manteve-se
baixa desde o inicio da rebrota até o fim da estacdo chuvosa, apresentando aumento de 42% em
novembro/14, inicio da nova rebrota. (Fig.4B). Maior concentracdo de amido (52%) foi
observada na transicdo seca-chuva (janeiro/14), bem como novembro/14, com gradativa
reducdo até o final da estacdo chuvosa e transi¢do chuva-seca (julho/14) (P<0,0001) (Fig.4D).
Reducédo de 78% no teor de frutose foi observada apenas no periodo chuvoso de maio/2014
(Fig.4E). Portanto, as folhas que surgiram ap6s um curto evento de chuva durante a estacéo
seca apresentaram baixa concentracao de carboidratos (35%), maior concentracdo de proteinas
(42%) e sacarose (60%) e semelhantes concentracGes de aminoacidos e amido, comparadas as
folhas do inicio de rebrota na transi¢do seca-chuva (Fig.4).
Analise hormonal

A interacdo entre fatores ambientais (DPVXDFFFxUS) promoveu mudancas significativas
(P< 0,0001) nos niveis endogenos de ABA, ACC, Al e AS (Tabela 1). Acumulo de ABA foi
significante no periodo de transicdo seca-chuva (Janeiro/14) e nas folhas crescidas na estacédo
seca apos rapido evento de chuva (novembro/2014) (Fig.5A). As concentracfes enddgenas de
ACC também variou ao longo do ano, sendo maior nos periodos mais Uumidos (marco e
maio/2014) e na transicdo chuva-seca e as menores concentracbes foram observadas na
transicdo seca-chuva (cerca de 50% mais baixa) e em novembro de 2014 (cerca de 85%) (Fig.
5B). Ja a concentracdo enddgena do AJ aumentou do periodo de transi¢do seca-chuva para o
periodo chuvoso (cerca de 30%), reduzindo 77% no final da estacdo chuvosa e inicio da seca
(Fig.5C). Por outro lado, as concentracdes do AS decresceram ao longo do ano, sendo maior na

transicdo seca-chuva (70%) (Fig.5D).
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Anatomia foliar

A regido da nervura central de A. leptopetalla apresenta sistema vascular aberto com
idioblastos tanto no floema quanto no xilema. Sdo observadas também fibras periciclicas,
apenas parénguima fundamental e epiderme em ambas as faces com parede delgada. O sistema
de revestimento € composto por epiderme unisseriada com paredes delgadas contendo cristais
em ambas as faces; estdbmatos localizados apenas na face abaxial com presenca de camera
subestomatica acentuada. Presenca de tricomas filiformes, multicelular, unisseriado e simples,
em ambas as faces. O mesofilo é bilateral e o parénquima palicadico € bisseriado com
idioblastos dispersos aleatoriamente em toda a extensdo; proximo a face abaxial o mesofilo é
constituido por células braciformes, com grandes espacos intercelulares e sem idioblastos. As
nervuras laterais sdo colaterais apresentando bainha de células parenquimaticas (endoderme) e
as maiores ha presenca de fibras periciclicas adjacentes ao floema e xilema (Fig. 6A). A MEV
revelou uma camada de cera epicuticular do tipo filme na face adaxial e na face abaxial ela

forma tubos transversais sulcados, inclusive sobre os estbmatos (Fig. 6 B, C e D).

Discussao

A variacgdo dos fatores ambientais (DPV, DFFF e US) influenciaram o metabolismo foliar
de A. leptopetala. O rigoroso controle da abertura estomatica e elevada EUA foram o destaque
em condicOes de baixa disponibilidade hidrica no solo, enquanto elevadas taxas fotossintéticas
foram registradas nos periodos chuvosos. Houve também fino ajuste na dindmica de consumo
e acumulo de fontes de carbono e nitrogénio. Além disso, trés horménios destacaram-se na
regulacdo do metabolismo de A. leptopetala: etileno, ABA e AS.

Annona leptopetala apresentou maior controle da abertura estomética durante os periodos
de transicdo entre estacdes, com semelhante taxa de assimilagdo de CO2 nesses periodos, porém

com maior eficiéncia do uso da agua no periodo de transi¢do seca-chuva (Fig. 2). A proporgédo
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na reducéo na taxa de A foi menor que reducdes na gs, na transicédo entre seca-chuva (Fig. 2A,B).
O forte controle estomatico foi compensado pela anatomia foliar de A. leptopetala que pode ter
influenciado as trocas gasosas e favorecido a assimilacdo de CO,, mesmo em condicdes de
baixa disponibilidade hidrica. Essa espécie investe em estruturas capazes de reduzir a perda de
agua e ao mesmo tempo oferece protecdo contra o0 excesso de radiagdo, tais como tricomas e
cera epicuticular (Fig. 6) (Riederer 2006; Figueiredo et al 2015). Além disso, nas folhas dessa
decidua foi observado que os estbmatos estdo preferencialmente localizados na face abaxial da
folha e presenca de expressivas cameras subestomaticas (Fig.2C). Embora esta anatomia foliar
possa favorecer a reducdo da evolucdo do vapor de agua para atmosfera, ela poderia dificultar
a difusdo do CO, atmosférico para dentro do espaco foliar (Burkhardt and Pariyar 2016).

Outro importante fator para manutencao da fotossintese € a concentracao e as relacdes entre
os pigmentos cloroplastidicos. AlteracGes nas concentracfes desses pigmentos podem evitar
danos fotoquimicos e aumento no nimero de espécies reativas de oxigénio (Rivas et al 2013).
Os resultados mostraram que no periodo chuvoso houve reducédo no contetdo total de clorofila
(Fig.3), sem, no entanto, haver mudancas na relacdo Clo a/b e Clo (a+b)/car e isso pode ter
assegurado o bom funcionamento do fotossistema e maximizado a fotossintese nesse periodo
(Fig. 2B). Por outro lado, nos periodos com menor disponibilidade hidrica o teor de pigmentos
aumentou, tal resposta ja foi observada em plantas de regido semiarida ou arida (Rivas et al.
2013). Eventos de seca reduzem a gs que por sua vez compromete a absorcao de CO2.Ao mesmo
tempo em ambiente tropical a incidéncia de luz sobre as folhas continua intensa, apesar do baixo
consumo dos produtos a partir desta parte do maquinario fotossintético (Souza et al. 2010).

No inicio do desenvolvimento de novas folhas (transicdo seca-chuva) foi observado maior
concentracdo de CST e ALT (Fig. 4A, C). Acumulo de carboidratos soltveis pode ocorrer em
resposta a déficit hidrico no solo, desempenhando importante papel na regulacéo da expressao

génica e regulacdo pos-traducdo (Muller et al 2011), alem de ter importante papel no combate
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a ROS (Keunen et al 2013). J& maior concentracdo de ALT nesse periodo pode estar associada
a formacao de moléculas osmoprotetoras, como prolina e glicina betaina (Ashra e Foolad 2007).

Nossos dados também sugerem que o AS pode estar envolvido na realocacdo desses solutos,
apresentando forte correlacdo com as concentracfes de CST, e correlagdo moderada com as
concentracdes de amido e frutose (Tabela 2). Durante os meses mais Umidos (marco e maio)
foram observadas maiores taxas de A (Fig. 2B), no entanto, foram observadas reducdo nas
concentracdes de CST, ALT, amido, frutose e sacarose nas folhas, principalmente em maio.
Como espécie decidua, A. leptopetala investe em crescimento rapido durante a estacdo chuvosa,
para que a producdo e dispersao de sementes ocorram antes de um novo periodo de seca e por
isso 0s solutos produzidos durante o processo fotossintético podem estar sendo rapidamente
utilizados pela planta para crescimento.

O 4cido abscisico tem importante papel no controle da abertura estomética (Aasamaa et al
2002; Dodd 2003; Acharya e Assmann 2009) e da expressdao de genes relacionados a
fotossintese (Rook et al 2006), muitas vezes promovendo fechamento estomatico e reduzindo
a assimilacdo de CO. em condicOes de baixa disponibilidade hidrica. Entretanto, 0 ABA
também regula os niveis de etileno e essa interacdo pode em vez de inibir, promover
crescimento aéreo e radicular (Sharp, 2002). Os resultados sugerem que o ‘crosstalk’ ABA-
ACC foi um importante regulador do metabolismo em A. leptopetala uma vez que foi observada
forte correlagdo negativa entre 0 ABA e o ACC e ambos foram correlacionados, positiva e
negativamente, respectivamente, com as concentragdes de PST, ALT, Clo (a+b), Clo (a+b)/car,
amido e sacarose (Tabela 2).

A andlise de componente principal (PCA) (Fig. 7) mostrou quais atributos sdo evidenciados
nos diferentes tempos de coleta. A maior parte das variagdes foram explicadas no eixol (45%)
e eixo 2 (25%). No inicio da rebrota, em janeiro, a planta investe principalmente em CST, EUA,

AS e Frutose. Ao passo que a disponibilidade hidrica do solo aumenta (margo a maio), com
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aumento do potencial hidrico foliar, a planta investe, principalmente, na producédo de ACC e
aumento nas taxas fotossintéticas (A) e maior consumo dos solutos organicos, o que possibilita
rapido desenvolvimento durante a estacdo favoravel para que suas sementes sejam dispersas
antes da chegada de um novo periodo de seca. Em julho, quando inicia a transicdo para um
novo periodo de seca, evidenciadas pelas diferencas no Ws, as trocas gasosas sdo reduzidas e
ocorre acumulo de CST, PST e frutose, que podem ser remobilizados para 6rgéos de reserva e
serem utilizados na esta¢do seguinte (Tomlinson et al 2013).

A partir do final da estacdo chuvosa e a seca aumentando gradativamente as plantas
perderam suas folhas. Em novembro, apds uma chuva de 144 mm (Fig. 1B) a parte aérea da A.
leptopetala reinicia um ciclo vegetativo. Neste periodo a planta investiu na bioquimica,
producdo de pigmentos e ABA. A menor quantidade de folhas e a area foliar reduzida pode ter
favorecido a manutencdo do status hidrico, uma vez que apesar de apresentar umidade do solo
abaixo de 4% (Fig. 1D), A. leptopetala manteve W semelhante ao periodo chuvoso. Sob estas
condicdes o conteudo foliar no meio da tarde de CST, PST, ALT e amido foram elevados, o
gue pode ser um indicativo de intenso investimento no crescimento. Ja a maior concentracdo
de Clo tot acompanhada do aumento da relacdo Clo (a+b)/Car pode ter sido um fator chave
para o intenso metabolismo fotossintético foliar.

Os dados obtidos mostram que o desenvolvimento de A. leptopetala é fortemente
influenciado por alteracGes nos parametros ambientais (DPV, US, DFFF) e que essa espécie
usa diferentes ajustes no metabolismo de acordo com o periodo do ano. A retomada intensa do
metabolismo foliar apds as primeiras chuvas sugere que reservas foram remobilizadas para o
desenvolvimento inicial, entretanto, este estudo ndo permitiu avaliar a partir de quais pontos
partiram essas reservas. Acreditamos que no final do periodo chuvoso, esses solutos sdo
novamente retranslocados antes da queda foliar (Tomlinson et al 2013). Além dos fatores

ambientais trés hormonios se destacaram regulando trocas gasosas e parametros relacionados a
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fotossintese: ACC, ABA e AS. Nossos dados sugerem que a interacdo entre ACC e ABA
tiveram grande importancia na regulacéo das trocas gasosas e metabolismo foliar. Enquanto o
AS parece ter sido importante no periodo de menor disponibilidade hidrica, o qual poderia atuar
no aumento da EUA e remobilizacdo de solutos. No entanto, sdo necessarios estudos em
condicgdes controladas para melhor compreender o papel desses fitorreguladores e de suas

interacdes na regulacdo do crescimento de A. leptopetala.
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ANEXOS CAPITULO 2
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Figura 1: Variaveis ambientais em Serra Talhada (Pernambuco, Brasil). (A) Médias histéricas
de precipitacdo e temperatura; (B) Precipitacdo mensal acumulada nos trés anos de medidas
(setas indicam os meses de coleta); (C) Balango hidrico do solo; (D) Variacdo sazonal do
Déficit de Presséo de Vapor (DPV) e Umidade do Solo (US). Barras representam a média erro
padrdo (n=5). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com
nivel de significancia de 5 por cento entre as varidveis. Os dados histéricos de precipitacdo e

temperatura representa o ano de 2009-2015. (Http://www.ipa.br/indice_pluv.php#calendario_indices)
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Figura 2: Alteracdes nas trocas gasosas e status hidrico foliar na decidua, Annona leptopetala
(R. E. Fr.) H. Rainer, em uma floresta tropical seca no Brasil ao longo das estacfes: (A)
condutancia estomatica (gs); (B) assimilacdo de CO2 (A); (C) Potencial hidrico foliar (¥s); (D)
eficiéncia do uso da agua (EUA=A/E). Valores representam a média erro padrdo (n=5). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com nivel de significancia de

5 por cento entre as variaveis.
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561 Figura 3: Variacdo sazonal na concentracdo de pigmentos foliar na decidua, Annona
562 leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer, em uma floresta tropical seca no Brasil: (A) Total de Clorofila
563 a(Cloa); (B) Total Clorofila b (Clo b); (C) Total de Carotenoides (Car); (D) Relacao Clorofila
564 a/b (Clo a/b), (E) Relacdo Total de Clorofila/ Carotenoides (Clo (a+b)/ Car). Valores
565  representam a média terro padrdo (n=5). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas por
566  teste Newman-Keul com nivel de significancia de 5 por cento entre as variaveis.
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Figura 4: AlteracOes na bioquimica foliar na decidua, Annona leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer,

em uma floresta tropical seca no Brasil ao longo das estagdes: (A) Carboidratos soltveis (CST);
(B) Total de proteinas soltveis (PST); (C) Aminoéacidos livres totais (ALT); (D) Amido; (E)

Frutose; (F) Sacarose. Valores representam a média erro padrdo (n=5). Letras diferentes

indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com nivel de significancia de 5 por

cento entre as variaveis.
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579  Figura 5: Variacdo sazonal nas concentracdes foliares enddgenas de fito-hormdnios na
580 decidua, Annona leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer, em uma floresta tropical seca no Brasil. (A)
581 acido abscisico (ABA); (B) acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); (C) acido
582  jasmonico (A.J.); (D) acido salicilico (A.S.). Valores representam a média erro padrdo (n=3).
583  Letras diferentes indicam diferencas estatisticas por teste Newman-Keul com nivel de
584  significancia de 5 por cento entre as variaveis.
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Figura 6: Seccdes transversais da regido mediana foliar e Microscopia eletronica de varredura

(MEV) de fragmento foliar da decidua, Annona leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer, em uma
floresta tropical seca, Serra Talhada, Pernambuco, Brasil, ao longo das estacfes (A) Seccédo
transversal da regido mediana foliar : (1) Epiderme unisseriada; (2) Estdmato; (3) Camera
Subestomatica; (4) Parénquima pali¢adico bisseriado; (5) Células braciformes do parénquima
lacunoso; (6) Espaco intercelular; (B) Destaque para Ultraestrtura da cera epicuticular na face
abaxial (8); (C) Face Adaxial com presenca de tricomas(7) e auséncia de estdmatos; (D) Face

abaxial evidenciando os tricomas (7) e estbmatos abundantes (2).
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Figura 7: Andlise de componente principal (PCA). Dados sdo apresentados para primeiro e
segundo eixos. Simbolos representam os periodos de coleta de dados de Annona leptopetala
(R. E. Fr.) H. Rainer, e os vetores todos os parametros analisados. A: Assimilacdo liquida de
COo; gs: condutancia estomatica; ACC: acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (precursor
do Etileno); AJ: &cido jasmonico; Wr : potencial hidrico foliar; Clo a/b: clorofila a/b; EUA:
eficiéncia no uso da &gua; CST: carboidratos solUveis; AS: acido salicilico; ALT: aminoacidos
livres; Clo(atb)/car: clorofila total/carotenoides; Clo tot: clorofila total; ABA: &cido
abscisico; PST: total de proteinas sollveis.
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Tabela 1: Coeficiente de regressdo multipla (R2) e valores de P (mostrados em parénteses)
entre pardmetros ambientais, como déficit de pressdo de vapor (DPV), densidade do fluxo de
fotons fotossintetizantes (DFFF) relacionados e umidade de solo (US), e parametros relativos
ao status hidrico, trocas gasosas, bioquimica e concentra¢des endogenas de fito-hormonios em
Annona leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer, sobre condi¢cdes de campo. Valores de R? maiores
que 0,80 sdo mostrados em negrito.

PARAMETROS DPV x DFFF x US

Status hidrico

Py 0,841 (<0,001)

Os 0,864 (<0,001)

A 0,849 (<0,001)

WUE 0,775 (0,001)
Bioquimica

SS 0,923 (<0,001)

TPS 0,920 (<0,001)

FAA 0,404 (0,033)

Clo tot 0,898 (<0,001)

Clo a/b 0,349 (0,052)

Clo (at+b)/car 0,567 (0,006)

Amido 0,476 (0,017)

Fruose 0,873 (<0,001)

Sacarose 0,880 (<0,001)

Fitohdrmonios

ABA 0,864 (<0,001)

Al 0,654 (0,001)

AS 0,549 (0,007)

ACC 0,753 (<0,001)
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666
667 Tabela 2: Coeficiente (r) e valores de P (mostrados em parénteses) da analise de correlacdo
668 linear simples (Pearson r) entre parametros relacionados ao status hidrico, trocas gasosas,
669  biogquimica e concentra¢des enddgenas de fito-hormonios relacionados ao estresse, em Annona
670 leptopetala (R. E. Fr.) H. Rainer, sobre condi¢des de campo. Valores de P significantes (<0,05)
671  s&o mostrados em negrito.
672
PARAMETROS ABA Al AS ACC
Status hidrico
Ws 0,332 (0,225) 0,706 (0,003) -0,051 (0,854) -0,075 (0,789)
9s -0,275 (0,319) 0,583 (0,022)  -0,459 (0,085) 0,537 (0,038)
A -0,640 (0,010) 0,662 (0,007) -0,173 (0,536) 0,851 (<0,001)
EUA -0,469 (0,077) 0,007 (0,979) 0,698 (0,003) 0,165 (0,555)
Bioquimica
CST -0,204 (0,465) 0,008 (0,975) 0,861 (<0,001) -0,047 (0,865)
PST 0,859 (<0,001) -0,576 (0,024) -0,398 (0,141) -0,784 (<0,001)
ALT 0,701 (0,003)  -0,208 (0,456) 0,503 (0,055) -0,869 (<0,001)
Clo Tot 0,816 (<0,001) -0,635(0,010) 0,068 (0,808) -0,828 (<0,001)
Cloa/b 0,034 (0,901) -0,181 (0,518) -0,226 (0,416) -0,019 (0,946)
clo (a+b)/car 0,756 (0,001)  -0,285 (0,301) 0,301 (0,275) -0,877 (<0,001)
Amido 0,650 (0,008) 0,158 (0,578) 0,585 (0,021) -0,739 (0,001)
Fruose 0,056 (0,841)  -0,450 (0,092) 0,557 (0,030) -0,265 (0,339)
Sacarose 0,949 (<0,001) -0,371(0,172) -0,116 (0,680) -0,906 (<0,001)
Fitohrmonios
ABA - -0,287 (0,298)  -0,131 (0,639) -0,907 (<0,001)
Al - - 0,273 (0,324) 0,391 (0,149)
AS - - - -0,142 (0,612)
ACC - - - -
673

674
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CONSIDERACOES FINAIS
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Este estudo trouxe uma nova abordagem para cong@eei fisiologia de plantas
de Caatinga, uma vez que estudos de campo nesia liggtaram-se as avaliacbes das
trocas gasosas e parametros relacionados a faesssinmetabolismo primério e
antioxidante e suas interacbes com variaveis arnagenNeste estudo além dessas
variaveis foram consideradas as alteracdes nos latmies de resposta a estresse

abidtico: os hormonios vegetais.

Embora o ABA seja comumente relacionado ao contlalebertura estomatica,
nossos resultados sugerem AJ como o principal adguldagsem C. flexuosa. Além
disso, menores concentracdes de AJ durante perideloseca podem indicar um
importante mecanismo no atraso da senescéncia. fdtdia AS apresentou relagdo com
manutengdo d&r durante seca severa, sugerindo que o seu acUumddéoser um dos
principais mecanismos de tolerancia a déficit badnessa espécie sempre verde lenhosa.
Por outro lado, o fornecimento de energia pareceeg@lado principalmente por tZ, que

apresentou correlacdo moderada com as variacGespeantracédo de CST.

A espécie decidua, por sua vez, usa diferenteteajuos metabolismo de acordo com
as diferencas nas condi¢cdes de DPV, DFFF e UStolegla intensa do metabolismo
foliar apos as primeiras chuvas sugere que resdvasn remobilizadas para o
desenvolvimento inicial e que no final do periolovoso, esses solutos sdo novamente
retranslocados antes da queda foliar. Bmleptopetala os principais hormdnios
envolvidos na regulacdo enddégena das trocas gasosatbolismo foliar foram o ABA
e 0 ACC, enquanto o AS parece ter sido importanfeeniodo de menor disponibilidade

hidrica, o qual poderia atuar no aumento da EUé&nebilizacdo de solutos.

No entanto, sdo necessarios estudos em condicdesoladas para melhor
compreender o papel desses fitorreguladores e ae isteracbes na regulacdo do
crescimento, através do controle de trocas gasosasdulacdo do metabolismo foliar
emC. flexuosa e A. |eptopetala.

Além disso, esses resultados sugerem que periceeah prolongados podem
diminuir substancialmente a producao de biomadsa de afetar o sucesso reprodutivo
das espécies aqui estudadas. Apesar de materamase verem retomado o crescimento
em alguns meses onde a escassez de agua foi mesa| essas espécies nao foram

capazes de iniciar ciclo reprodutivo durante ossai® coleta (2012-2014), mostrando
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que 0 sucesso reprodutivo dessas espécies estd sertdmente afetado pelo

prolongamento dos periodos secos nesse fragmemtto dia regido semiarida brasileira.



FIGUEIREDO, K.V.-Ecofisiologia de duas espéciediesas, sempre-verde e decidua...
90

ANEXO

Normas da Revista Tree Physiology



Oxford Journals | Science & Mathematics | Tree Blygy | Instructio...

l1deb5

Oxford Journals Science & Mathematic Tree Physiology For Authors Instructions to Authors

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Please note that the journal now encourages authors to compéetheir copyright licence to publish form online.

Oxford open and colour charges are optional, you may choose to pighl free of charge if you wish.

TOPICS COVERED BY TREE PHYSIOLOGY

Articles published may deal with any aspect of physiology, includingthtanorphogenesis, photosynthesis, nutrition, pathology,
reproduction, evolution, environmental adaptation, symbioses, heredighatism, molecular biology and relationships between structure
and function. Also published are articles dealing with physiologaéets of biotechnology, environmental management and the econom
use of woody species, and their genetic transformation and micrgptigra and with responses of forest, crop, ornamental tree fzerd ot
woody species to acid rain, air pollutants, ultraviolet radiatimhggobal warming.

SCOPE OF THE JOURNAL

Tree Physiology promotes research in a framework of hierarchically organizeerags measuring insight by the ability to link adjacent
layers: thus, investigated tree physiology phenomenon should seek meclapistiation in finer-scale phenomena as well as seek
significance in larger-scale phenoméRassioura 1979A phenomenon not linked downscale is merely descriptive; an oliseraat
linked upscale might be trivial. Physiologists often refer qualittito processes at finer or coarser scale than the stieir observation,
yet studies formally directed at three, or even two adjacergssaes rare. To emphasize the importance of relating megisausoarser
scale functionTree Physiology will highlight papers doing so particularly well as Commentaries.

Tree Physiology welcomes submissions of manuscripts on research of non-tree woodypareseent species (shrubs, vines, tree ferns,
palms, bamboo). It invites submissions on new methods designed avégstimates of quantities of structural components and flux of
matter, energy and information relevant to the structure and thediuétihese species.

Manuscripts that use somatic embryogenesis to report novel aspentbryo development or other biological process are welcome.
Similarly, manuscripts in which somatic embryogenesis is usegt&te transgenic plants for subsequent analyses of gene functions or
biological processes are also welcome. Manuscripts that cbizactomatic embryo attributes or embryogenic processes wiphininry
objective of improving somatic embryo production fall outside the scope@Physiology.

Tree Physiology also welcomes those manuscripts on genomics demonstrating ankleard relevance to tree physiology.

Authors who prepared short, hard-hitting manuscripts are encouragigiohtit them a3ree Physiology Letters that will be fast tracked
through the review process with the help of the Editorial Revieard®

Tree Physiology now offers free online publication of colour figures.

TYPES OF ARTICLES PUBLISHED IN TREE PHYSIOLOGY

Tree Physiology is intended primarily as a medium for reporting original negeaoth theoretical and experimental, although technical
reviews are also included. Preliminary reports, or reports piegeasults of only one aspect of a larger study, will normaligdmdined.

Articles must be written clearly, concisely and in cortgglish. Articles of excessive length are returned for condensatigho® whose
knowledge of English is limited should obtain the assistance of gificaly qualified English-language editor before submitting their
work to Tree Physiology. Manuscripts in need of extensive editing or rewriting aremetlwithout review.

Each issue ofree Physiology may include:

1. Research Papers

2. Methods Papers

3. Letters

4. Tree Physiology Reviews and Invited Reviews
5. Commentaries

6. Book Reviews

In the letter accompanying their submission, authors are requestiedtiéy the scales directly addressed by the study (e.g., molecules
organ physiology, whole plant physiology, ecophysiology, and Integration/synthesis ).

Research Papers

1. Most papers that appearTiree Physiology areResearch PapersThese report on (1) work investigating a newly formulated problem
using new (but tested) tools specifically suitable to addhesprbblem; and (2) manuscripts that address newly formulated pralsérgs
established methods.

Reviewers and Editors will be asked to identify observational maptssire. describing an interesting phenomenon without studying
underlying mechanisms or significance), and confirmatory manuscript@réhdbne well and are interesting for a particular reasgn (e.
observing a known phenomenon in an interesting or rarely investigaied)séi be considered for publication, these studies, dealing with
a single scale, should best contain some experimental manipulagoresn provide mechanistic insights. Strictly observational papers
should focus on new or poorly described phenomena. In either case hitves ahbuld discuss possible explanations for and significance of
their observation. If space allows, these manuscripts can behmsbiisbbreviated form (maximum of 6 pages), with the remaining
information available only online.

Tree Physiology mandates a concluding section that explicitly requires consideddtjpncesses below and above the main level of focus o
the paper. Authors should include a paragraph explicitly addressinggbedantext of their study, suggesting relevance (e.g.,
implications), and another discussing finer-scales constraints,stingggenerality (e.g., mechanisms). Some papers might beswailir

in focus, in which case this section would not be needed, or coukkjwstas a recap.

Methods Papers

2. Methods Papersdescribe the development and application of new tools, where the sdoééi tested against known standards, and its
use demonstrated by addressing a physiological question. Methods Rapaisogresent development of a new or significantly improved
method, for example, new applications of advanced statistical mdtratta analysis, methods to parameterize existing modetslorgs
quantities across levels of biological systems. This categorynalsales synthesis or discussion papers on current methodological
challenges.

Letters
3. Letters - These are short, hard-hitting, research papers that we wstitdafek for publication. Letters are limited to four printed gage
Additional information can be included online.

Tree Physiology Reviews

4. The purpose 6free Physiology Reviewsis to help define what is known in each subfield of tree physiolbgyely guiding the decision
on whether a problem has been sufficiently addressed, or a methoéthitslimits. The purpose is also to identify questions tha hat
been studied and where we could be making profound and useful discoMegi@simber of reviews published by other journals is rapidly
increasing; our aim is to contribute only few reviews per year waneltlistinctly useful in guiding research of tree (and ottoerdy

species) physiology or improving the representation of tree physiolpgaasses in large scale models. Proposal&éerPhysiology

http://www.oxfordjournals.org/our_journals/treeplgs_authors

About this journal
Rights & permissions
We are mobile — find out more

This journal is a member of the Committee on Publication
Ethics (COPE)

Journals Career Network

o Misit
Tree Physiology_ f

on Facebook

KEVIN
O'HARA,
University of
California,
Berkeley

Impact factor: 3.587
5-Yr impact factor: 3.891

Ram Oren, Editor-in-Chief

Torgny Nasholm, Associate Editor-
In-Chief

Sari Palmroth, Managing Editor

View the full editorial board

Instructions to authors
Services for authors

Online submission instructions
Submit Now!

Author Self Archiving Policy

OXFORD

sral is fully compliant
with tF

infonm

Open access options available for authors - visit Oxford
Open

Looking for your next opportunity?

Assistant or Associate Professor of Respiratory
Biology AND/OR Assistant/Associate Professor
Toxicology

Davis, California

BULLARD FELLOWSHIPS IN FOREST
RESEARCH

Petersham, Massachusetts

Assistant Professor or Associate Professor
Stanford, California

Biostatistics Faculty Position
St. Louis, Missouri
View All Jobs

06/10/2016 13:2



Oxford Journals | Science & Mathematics | Tree Blygy | Instructio...

2deb5

Reviews should be submitted to the Editor-in-Chiede Physiology also publishetnvited Reviewsas part of Invited Issues edited by an

http://www.oxfordjournals.org/our_journals/treeplgs_authors

authority in a subfield of tree physiology research; the Editor dhtiited Issue solicits such reviews. OXFORD  Journals Career Network

UNIVERSITY PRESS

Commentaries

5. Commentariesare invited or unsolicited responses to other papers. These comegentauld be published as independent papers but
with links to and from the paper to which they relate. Thiegmaty also includes perspectives/opinions/speculations that are nataniéges
tied to previously published papers, providing an opportunity to get songeddethere which otherwise would not have a good venue.
Commentaries are limited to three printed pages. Additional infamean be included online.

Book Reviews
6. Tree Physiology welcomesBook Reviewsthat summarize, critically assess, and provide context of booksmeshgublished in the
journal. Suggestions for book reviews should be sent to the Editor-f-Chi Advertising sales

What we offer

Book Reviews should include an overview of contents and potential fonginesearch or improving education. The review should Reprints
concentrate on the main premises and conclusions, identify strengthséev or surprising aspects of tree physiology), and caution of or
debate weaknesses (e.g., trivial or problematic aspectsjoRtaxt, the review should comment on whether the book resolved angexist
discourse or is likely to generate a new one.

Supplements

The format of the Book Review should be as follows: book title, nafiasthors or editors, name and address of publisher, year of
publication, number of pages and ISSN, text of the review (up to 1@y notes and references, reviewer complete contact itforma
(including organizational affiliation and email address).
Email table of contents

PREPARATION OF MANUSCRIPTS XML RSS feed

General

PLEASE NOTE A PDF FILE OR DOC FILE OF YOUR MANUSCRI PT IS ACCEPTABLE FOR THE INITIAL REVIEW
PROCESS. HOWEVER, THE SEPARATE ORIGINAL FILES WILL BE REQUIRED AT THE REVISION STAGE, FOR ;
PRODUCTION PURPOSES IF YOUR MANUSCRIPT IS ACCEPTED FOR PUBLICATION. IF YOU HAVE ANY QUERIES, AOB P | AN TS
PLEASE REFER TO THE EDITORIAL OFFICE. oo f

Each submission should be accompanied by a Covering Letter. Thehetiéd include (1) the title and authorship of the paper, (2) a Next-generation
statement indicating that the paper is a first submission, sevisia resubmission, and (3) a short summary (~60 words) of the nowlty a publishing in the
scientific contributions of the paper.

plant sciences ‘
All articles are in English. Foreign words and phrases thatrae¢he body of the dictionary should not be italicized. !

Please also include the files for any other supplementaryieidtebe submitted with your manuscript. Note that supplementasrialat
may or may not be reviewed.

Please prepare your Covering Letter and typescript text using gpnaressing package, ideally Microsoft Word (save in .doc or .rtf
format). Typescripts should be double-spaced. Please do not embes, figure legends, or tables in the text. Figure legends should be
listed separately at the end of the main document. Pleadgeneach page and include continuous line numbering.

Please use short, simple filenames when saving all your documedtsyoid special characters, punctuation marks, symbols (sugh as &
and spaces. If you are a Macintosh user, you must also type the@x@irisie end of the file name you choose (.doc, .rtf, .jpg, i§ifxls,
.pdf, .eps, .ppt, .mov or .qt).

Other helpful hints are: (i) use the TAB key once for paragnagénis; (ii) where possible use Times New Roman for the texafmht
Symbol for any Greek and special characters; (iii) use thé processing formatting features to indicate Bold, Italic, krigkaths,
Superscript and Subscript characters; (iv) please avoid usingdinaedfor cases use italic; for emphasis use bold; (v) Igiédentify
unusual symbols and Greek letters; (vi) differentiate betweetetter O and zero, and the letters | and | and the number 1.

The first page of the manuscript must give: title of paper, danor names, key words and the full address (including email) efuther
designated to receive proofs/correspondence. The authorship of thelpaedrbe confined to those who have made a significant
contribution to the design and execution of the work described.

Place authors' first name and initials before family nameiaaduperscript numerals to link authors' names to addresses. thelude
telephone number and e-mail address of the corresponding author, a rumawirg tie to 50 characters and spaces, and any necessary
footnotes.

Headings should be to journal style. Type unjustified, hyphenating only compound words

A concise abstract and a list of key words describing the worklmeystovided. The abstract should not exceed 300 words in length. Start
the abstract with a short background and objectives and end it witbiteaqhclusions. Do not include detailed methods. You are
encouraged to include quantitative results in the abstract and toorefee key figure of your paper. For review articles, the atisthacid
clearly indicate that the article is a review. To maxindizeoverability of the article, the key words should include synomfragnificant
words used in the title or abstract (e.g. desiccation/dryniei/arDuplication between title/abstract/keywords is unnecessary

Authors are responsible for checking the accuracy of all footnotesfemndnces.

Submission of LaTeX files

Manuscripts can be submitted as LaTeX files but a classsfilot available at present. If you would like to submit your papéraTeX,
when sending the source files for submission please ensurel thatmiacros used to write your paper accompany the manuscript. A pdf
version of the paper must also be submitted.

Language Editing

If English is not your first language, you may wish to have your manusdiietd for language before submitting it. This is not a mandatory
step, but may help to ensure that the academic content of youripaghrunderstood by journal editors and reviewers. Language editing
does not guarantee that your manuscript will be accepted for pulnlicaliere are many specialist language editing services!zeadiad

you can find these easily by searching online. Authors are liabél fowsts associated with such services. Please note theat edit
manuscripts will still need to undergo peer-review by the journal.

Units and abbreviations

Systéme International (Sl) units of measure and their abbreviatimu$d normally be used; although certain non-Sl units are also
acceptable including litre (I), minute (min), day, week and,ytearlast three of which should be spelled out in full. Non-standard
abbreviations should be defined at the first occurrence and introdugedteere multiple use is made.

When applicable, please use well-established abbreviationsrfoepts and variables. Otherwise, please construct a non-standard
abbreviation by using one capitalized letter accompanied with sulssasipeeded.

Whole numbers less than 10 are spelled out unless followed byaf measure. Otherwise, numbers are represented by numeratieprovi
that they do not occur as the first word in a sentence.

The accuracy of a calculated result is limited by the leastrate measurement in the calculation. Please make sutkeimaesentation of
the results in the text, tables, and figures reflects thigipte. When presenting results from statistical testsnates of probability

(P-value) should be given. Estimatesretialue and coefficient of determinatioR?) should be expressed using no more than two and three
decimal places, respectively.

Italics
Italicize letters representing statistical parametegs, @ andF).

Italicize abbreviations comprising a single letter of the Roatabet, although any subscript or superscript will not normalliabeized
(e.g.,la orAmax).

Do not italicize Greek symbols or multi-letter abbreviatifesg.,¥ or LAI).

Italicize Latin binomials, e.gNothofagus nitida.

06/10/2016 13:2



Oxford Journals | Science & Mathematics | Tree Blygy | Instructio... http://www.oxfordjournals.org/our_journals/treeplgs_authors

Italicize gene names, but not names of proteins.

Do not italicize common Latin phrases and abbreviations whicfoanel in Webster’s dictionary, for example, in vitro, egt cétera), e.g.
(exempli gratia), i.e. {d est), et al. €t alii (m.), et aliae (f.), et alia (n.)). Avoid Latin phrases where equivalent English terms exist.

Species names
Common names of organisms may be used provided that in every caséintgriomial and authority are given in parentheses following
the first use in both the abstract and the body of the paper.

Gene nomenclature

In an effort to standardize nomenclatuhiese Physiology strongly encourage authors of manuscripts on Rosaceae genomicstén tegis
gene data with the Genome Database for Rosaceae (@DRrosaceae.ojat the time of submission. When the paper has been accepted
for publication, the data will be made available publicly.

Materials and methods

The description of experimental procedures should be sufficient to mdfwetition of the work. Details should be omitted where ratere

can be made to published procedures. Except in the case of standaddiesdeowever, methods should be outlined even when reference
is made to a published description. Procedures published in soutoedlthet be readily available to most readerdiae Physiology

should be described in full.

Acknowledgements

Acknowledgements and details of non-financial support must be inclttleel end of the text before references and not in footnotes.
Personal acknowledgements should precede those of institutions or agefeaee note that acknowledgement of funding bodies should be
given in a separate Funding section.

References

Articles cited in the text will be referred to by the narpefghe author(s) with the year of publication in parenthdgbsth are in
parentheses, no punctuation separates the name(s) of the autimat$(® year of publication. Consecutive citations in the text acegln
chronological order and separated by commas. If there are morevthaathors, only the first author's name is given, and this @nfed
by the phrase et al., which should be in roman, not italic, typeeagier 1986, Day et al. 2002).

Beginning on a separate sheet, references should be listed almibet the end of the article thus:

Journal article
Bahn M, Janssens IA, Reichstein M, Smith P, Trumbore SE (ZMiDjespiration across scales: towards an integration &fpatand
processes. New Phytol 186:292—296.

Books
Daily GC (ed) (1997) Nature’s services: societal dependence omnetosystems. Island Press, Washington, DC.

Chapters in books

Wilkens RT, Ayres MP, Lorio PL Jr, Hodges JD (1998) Environmefffiatts on pine tree carbon budgets and resistance to bark bketles.
Mickler RA, Fox S (eds) The productivity and sustainability of sautfierest ecosystems in a changing environment. Springer, New York,
pp 591-616.

Websites
Public Health Laboratory Service. Antimicrobial resistanc20@0: England and Wales. http://www.hpa.org.uk./infections/topics_az
/antimicrobial_resistance/amr.pdf (7 January 2012, date lasssext).

Biological Abstracts should be used as a guide to the abbreviation of journal titles. Persamalinications, unpublished works, or papers
in preparation or submitted for publication should not be listedfeerees, but incorporated in the text.

Tables
Please upload separate table files, for production purposes.

It is imperative that figures submitted are of a high resmiutat least 300dpi and of high image quality). If tables are stezhais

non-editable vector files (eg, PDF files) it is vital ttiaty are linked to an editable format, such as a word documemtescel document.
Failure to do this will result in the delayed publication of younusaript. Tables and figures can be placed wherever the authoristhink
best, but should be large enough to be readable and include a titlesFgauld be accompanied by a legend. Footnotes can be added to
tables if needed. Try to avoid overcrowding in tables and unnecessagy icldigures. Please use a common image format for fignras i
high resolution of at least 300dpi. Vector files such as PDFsusesitandard fonts such as Helvetic or Times New Roman ithegse

need to be edited.

Tables should be typed with double spacing, but minimizing redundant spa@acinshould be placed on a separate sheet. Each table
should be numbered in sequence using Arabic numerals. Tables sisould a title above and an explanatory footnote below, if required.
Units in which results are expressed should be given in paresidethe top of each column and not repeated in each line of theDittale.
signs are not used. Avoid overcrowding the tables and the excessivewmels.

The format of tables should be in keeping with that normally uselebjptirnal; in particular, vertical lines, coloured text and shading
should not be used. Please ensure that the data given in tebtesract.

Figures
Tree Physiology now offers free online publication of colour figures.

When submitting your manuscript, please note, we can proceed vafftagy or a doc file displaying all figures and tables for theainiti
review only. Please check that the figures and tables araybsptlearly in the pdf created online for peer review purposesséensure
separate figure legends are included at the end of the main ducaftee the references.

The original separate figure files will be required at the iewistage, for production purposes if your manuscript is accepted for
publication. Please note we are unable to proceed with processingamusaript, until the original files have been uploaded.

The original figures will be required at a minimum resolution of 6@0.dor line drawings and combination half-tones (images containing
pictures and text labelling and/or thin lines) and 300 d.p.i. for cotmlihalf-tone artwork without text labelling. If you have figures that

will be published in colour online but printed in black and white glesapply both black and white and colour versions of these figures. The
maximum size for uploaded files is 200MB.

For guidelines on how to create good images or to check whettike images work, seéttp://cpc.cadmus.com/da/index.jsp

When reproduced at final size, lettering on figures (which must tiee same style for all figures in a paper) should be 1.5 tmiz 5n
height (capitals and numerals). A multi-part figure must berasked to fit a single page.

Figures should be designed to fit one (8.23 cm), one and a half (11.5-32d tro (17.16 cm) column widths, with a maximum height of
23.4 cm. For the best reproduction, figures should be submitted atahsiZe.

When creating figures, please make sure any embedded text isfatggh to read. Many figures contain miniscule characters such as
numbers on a chart or graph. If these characters are not easigbte, they will most likely be illegible in the final versi@ertain image
formats such as .jpg and .gif do not have high resolutions, so you matoelage your figures as .eps or .tif instead. The prefeorethts
for figure files are .eps or tif for line drawings and greyscahd .tif for halftones, combination images and colour imaggs. that .eps is
preferred for line drawings (e.g. graphs) as this is vector-tsaéedare and allows smaller file sizes. .eps is also rewmded for
SigmaPlot conversion.

For file conversion please go tawww.zamzar.comfor a free tool to convert your figures or documents to anotheformat.

We'd be delighted if you happen to have (a) suitable high-resolution awlage(s), which we might be able to consider for the front cover
of the issue in which your paper will appear. The image(s) shoalt el your article but do not have to appear in it. The minimueresid
resolution are 1600 x 2100 pixels at 300 dpi. If you have one or more such iplagss,upload them to the journal Dropbox by clicking
here Cover image submissionsust be clearly labeled with your manuscript ID as supplied on Sébn&Manuscript Central; incorrectly

3de5 06/10/2016 13:2



Oxford Journals | Science & Mathematics | Tree Blygy | Instructio... http://www.oxfordjournals.org/our_journals/treeplgs_authors

labeled files will not be considered. Please also include with sbmission a suggested cover legend of a reasonable length and the
copyright information for your image as a notepad or word documenthiéléegend should be 3-5 sentences long and, most importantly,
say something explicit about the findings in your paper. Pleagets@editorial officeand theproduction departmerty email of your
submission, including your manuscript ID in the email subject Tihe.final selection of cover images are made by the production
department, so we cannot promise that we'll use yours.

GENERAL POLICIES

Open access

Tree Physiology authors have the option to publish their paper unded#fierd Openinitiative; whereby, for a charge, their paper will be
made freely available online immediately upon publication. After ymamuscript is accepted the corresponding author will be required to
accept a mandatory licence to publish agreement. As part ofémsilig process you will be asked to indicate whether or not you wish to
pay for open access. If you do not select the open access option, yowvifidgepublished with standard subscription-based access and
you will not be charged.

Oxford Open articles are published under Creative Commons licences. Aythblishing inTree Physiology can use the following Creative
Commons licences for their articles:

« Creative Commons Attribution licence (CC-BY)
« Creative Commons Non-Commercial licence (CC-BY-NC)

Please clickherefor more information about the Creative Commons licences.

You can pay Open Access charges using our Author Services sétavilTlenable you to pay online with a credit/debit card, or repres
invoice by email or post. The open access charges applicable are:

Regular charge - £1850/ $3000 / €2450

Reduced rate developing countries charge * - £925 / $1500 / €1225
Free developing country charge* - £0 /$0 / €0

*Vfisit our Developing Countries pader a list of qualifying countries

Please note that these charges are in addition to any colour/pegesdhat may apply.

Orders from the UK will be subject to the current UK VAT gjearfor orders from the rest of the European Union, OUP silinas that the
service is provided for business purposes. Please provide a VAT nfamieurself or your institution, and ensure you account for your
own local VAT correctly.

Third-Party Content in Open Access papers
If you will be publishing your paper under an Open Access licence tuntiins material for which yaip not have Open Access re-use
permissions, please state this clearly by supplying the followadijtdine alongside the material:

Title of content
Author, Original publication, year of original publication, by permission of [rights holder]

Thisimage/content is not covered by the terms of the Creative Commons licence of this publication. For permission to reuse, please contact
therights holder.

Advance access

Advance Access articles are published online soon after they hawebeepted for publication, in advance of their appearance in alprinte
journal. Appearance in Advance Access constitutes official ptioiicaand the Advance Access version can be cited by a unique DOI
(Digital Object Identifier). When an article appears inssué, it is removed from the Advance Access page.

Articles posted for Advance Access have been copyedited and tgpelsay corrections included. This is before they are paginated for
inclusion in a specific issue of the journal. Once an article apprean issue, both versions of the paper continue to be accesgible
citable

Copyright and licence

Upon receipt of accepted manuscripts at Oxford Journals autholevirivited to complete an online copyright licence to publish féris.
a condition of publication for all Oxford Journals that authors grant anséxellicence to Oxford University Press or the sponsoring
Society.

Please note that by submitting an article for publication you cottffiatryou are the corresponding/submitting author and that Oxford
University Press (“OUP") may retain your email address foptinpose of communicating with you about the article. You agreetify no
OUP immediately if your details change. If your article isspted for publication OUP will contact you using the email addreshaoei
used in the registration process. Please note that OUP doetaitotopies of rejected articles.

Editing
Articles may be edited after acceptance, but authors wibleto approve the changes.

Charges for colour figures
Free online publication: All figures submitted to the journal in colour will be publishedatoar online at no cost. This reflects the high
level of online usage, with print readership now forming only 2% ofdtaé journal usage.

Print colour charge: Inclusion of colour figures in the print issue is subject to ageh@350, $600, €525 per figure). If you consider colour
to be essential in the print versidiee Physiology offers you the option of requesting that one or more figures begangreduced cost
(£100/US$190/€150 per figure). There are a limited number of reducedetmst print figures, to be allocated at the discretion of the
Editor-in-Chief.

Ethics

Tree Physiology expects that authors will observe high standards with resppabtication ethics. For example, the following practices are
unacceptable: (1) falsification or fabrication of data, (2) plagiarincluding duplicate publication of the authors' own work, in whola or
part without proper citation, (3) misappropriation of the work of atsech as omission of qualified authors or of information regarding
financial support. With reference to (2); the author’s own workheltonsidered to be previously published where the authors have signed
an exclusive licence or copyright agreement and/or where the astjgliblicly available, in whole or part, as part of a numbenkdne,

book chapter, or blogree Physiology will consider papers that have been posted to preprint seniedwated as part of a PhD thesis,
provided that the submitted version is original to the author andrtpgirer posting or publication of the full paper is carried out in
accordance with the journal self-archiving policy detailed beloandcripts submitted to the journal may be checked for originality using
anti-plagiarism software and the journal reserves the righediing submissions suspected of plagiarism at any time.

Allegations of unethical conduct will be discussed initially viité corresponding author. In the event of continued dispute the miitter
be referred to the author's institution and funding agencies for invéstigaid adjudication. Please refer to the following page to leare mor
about OUP’s ethical policieitp://www.oxfordjournals.org/en/authors/ethics.html

Conflict of interest

The manuscript submission system requires you to declare whetheramusaript includes a potenti@dnflict of interestAny potential
conflict of interest that might constitute an embarrassteeany of the authors if it were not to be declared and were tmerafter
publication should be declared. Such conflicts might include, but aremitetd to, author (or first degree relative) shareholding in oiipece
of a grant or consultancy fee from a company whose product featuhessimlimitted manuscript or which manufactures a competing
product.

If no Conflict of Interest is declared, this will be statedtie article using the following wording: ‘Conflict of Interest: ndeelared'.

Permissions for illustrations and figures

Permission to reproduce copyright material, for print and online ptiblicia perpetuity, must be cleared and if necessary paid for by the
author; this includes applications and payments to DACS, ARSimildrdicencing agencies where appropriate. Evidence in writintg tha
such permissions have been secured from the rights-holder must bavagalgle to the editors. It is also the author's responsitility t
include acknowledgements as stipulated by the particular institu@dfisrd Journals can offer information and documentation to assist
authors in securing print and online permissions: please see Gsdeliuthors ahttp://www.oxfordjournals.org/access_purchase

4 de 5 06/10/2016 13:2



Oxford Journals | Science & Mathematics | Tree Blygy | Instructio... http://www.oxfordjournals.org/our_journals/treeplgs_authors

Irights_permissions.htminformation on permissions contacts for a number of main galkm@gsnuseums can also be provided. Should
you require copies of this then please contact the editorial offite journal in question or the Oxford Journals Rights department on
journals.permissions@oup.com

Authors must:

« obtain permission from the original publisher and, if requestedyrtpmal author (i.e. the corresponding author of the article fubioh
the figure/table has come) for reproducing/modifying figures/tables.

» request the following when seeking to reproduce any kind of third pargriedat

(i) non-exclusive rights to reproduce the material in the spdgdifitcle and journal.

(ii) print and electronic rights, preferably for use in any fammedium.

(iii) the right to use the material for the life of the work.

(iv) world-wide English-language rights. If rights for all langusgan be secured, this is preferable.

(v) the right to use images with a resolution of 150 dpi in the ®$ion of the journal or 72 dpi in the HTML version.

 include a statement indicating that permission has been obtairredrizi¢vant legend/footnote.
« provide the Editorial Office with copies of any relevant paperwork.

For further details, as well as a template permissions setpiter, please contact thditorial office.

Proofs

Authors are sent page proofs by email. These should be checked imipediidteorrections, as well as answers to any queries, rdttone
the publishers as an annotated PDF via email or fax withioring days (further details are supplied with the proof). It is tileca's
responsibility to check proofs thoroughly.

Supplementary data

Supporting material that is not essential for inclusion in thedutlof the manuscript, but would nevertheless benefit the reaebec
made available by the publisher as online-only content, linked to theeantinuscript. The material should not be essential to
understanding the conclusions of the paper, but should contain dataatiditional or complementary and directly relevant to the article
content. Such information might include more detailed methods, extefad® sets/data analysis, additional figures, or moviesstansiard
practice for appendices to be made available online-only as suppéeyneaia. All text and figures must be provided in suitablereleict
formats (file types that that cannot be uploaded are shs; exeybenzjp). All material to be considered as supplementarynoiasa be
submitted at the same time as the main manuscript for peewrdt cannot be altered or replaced after the paper hasabeepted for
publication, and will not be edited. Please indicate cleariyatérial intended as supplementary data upon submission. Also #raute
supplementary data is referred to in the main manuscript wheessay, for example as ‘(see Supplementary data)' or ‘(seerSenmple
Figure 1)

Funding

Details of all funding sources for the work in question should be givarseparate section entitled ‘Funding'. This should appear before the
‘Acknowledgements' section. The following rules should be followed: theffigial funding agency name should be given, i.e. ‘National
Institutes of Health’, not ‘NIH’; grant numbers should be given in ket multiple grant numbers should be separated by a comma;
agencies should be separated by a semi-colon; no extra wording deehdasg for this work was provided by ..." should be used; where
individuals need to be specified for certain sources of funding thevfol text should be added after the relevant agency or grant number
‘to [author initials]'. An example is given here: ‘National Instguté Health (CB5453961 to C.S., DB645473 to M.H.); Funding Agency
(hfygr667789).

Oxford Journals will deposit all NIH-funded articles in PubMed Cérfaeehttp://www.oxfordjournals.org/for_authors/repositories.htanl
details. Authors must ensure that manuscripts are clearbaiedi as NIH-funded using the guidelines above.

Crossref Funding Data Registry
In order to meet your funding requirements authors are required tothaiminding sources, or state if there are none, during the
submission process. For further information on this process (it more about the CHORUS initiative please diiete

Self-archiving policy
For information about this journal's policy, please visitAuthor Self-Archiving policy pagé

Offprints

Authors will receive electronic access to their paper frezhafge. Additional printed offprints may be ordered using the Oxtanhals
Author Services site.

SUBMITTING A MANUSCRIPT

Manuscripts must be submitted online. Once you have prepared your ngtrasmording to the instructions please visit the online
submission web sithttp://mc.manuscriptcentral.com/tmstructions on submitting your manuscript online can be viéwee Manuscripts
submitted to the journal may be checked for originality using aagiafism software.

Please note that when submitting your revised manuscriptou should include a marked-up copy of the manuscript (wit all changes
highlighted), and a clean copy of the manuscript, suitableof production purposes.

If you require assistance, pleadiek hereto contact the editorial office.

Online ISSN 1758-4469 - Print ISSN 0829-318X Copyright ©2016 Oxford University Press

Site Map Privacy Policy Cookie Policy Legal Notices Frequently AdRedstions

Other Oxford University Press sites:

Oxford University Press

5de5 06/10/2016 13:2



