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RESUMO

ALLAGOPTERA ARENARIA: ANALISE PROTEOMICA E ANATOMICA DO
SISTEMA RADICULAR E SUAS RELACOES COM ASPECTOS DAS CONDICOES
EDAFOCLIMATICAS DO PARNA DE JURUBATIBA

Ramon Ermida Fontes

Orientador: Dr. Marco Anténio Lopes Cruz
Coorientadoras: Dr2. Elane da Silva Ribeiro

Dr2. Naiara Viana Campos

Resumo de dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagao em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, Campus UFRJ-Macaé Professor Aloisio Teixeira, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a obtengao
do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e Conservagao.

A restinga é um espaco geografico formado por depdsitos arenosos paralelos
a linha da costa, produzido por processos de sedimentacao e que apresenta cobertura
vegetal em mosaico. A restinga do PARNA de Jurubatiba localiza-se ao norte do
estado do Rio de Janeiro e é caracterizada por ilhas de vegetacao intercaladas por
areia nua, onde foram descritas espécies pioneiras ou facilitadoras tais como a
Allogoptera arenaria, Aechmea nudicaulis e Clusia hilariana. A. arenaria é uma
monocotiledénea pertencente a familia Arecaceae, popularmente conhecida como
guriri. Esta é apontada como principal reservatério nutricional na restinga por acumular
ao seu redor matéria organica proveniente de suas folhas senescentes. Apesar de
sua importancia, pouco se sabe sobre os mecanismos bioquimicos e moleculares
envolvidos nas suas respostas adaptativas a este ambiente. O objetivo desse projeto
foi avaliar o perfil proteico e a anatomia do sistema radicular, o solo e o clima desse
ambiente, buscando entender como essa planta responde a diferentes aspectos das
condicdes edafoclimaticas. Poucos trabalhos sao voltados para o sistema radicular de
plantas de restinga, assim esse trabalho teve uma abordagem pioneira na
compreensao de algumas respostas desta planta ao ambiente, fornecendo dados que

possam indicar possiveis adaptacdes dessa espécie ao ambiente de restinga. Seja



pela grande reserva energética na forma de amido, pela camada proeminente de
epiderme que pode ser substituida por diversas camadas de exoderme
proporcionando maior protecéo para a raiz, pela formagao de aerénquima para difuséo
longitudinal de gases. Por apresentar 45,3% do total de proteinas identificadas na
forma de aquaporinas voltadas para a resposta ao déficit hidrico e 22,1% desse total
voltadas para o estresse oxidativo, dentre outras em menores quantidades, mas
também de resposta a estresses em geral. Todas essas caracteristicas adaptativas
permitem que A. arenaria habite no ambiente de restinga, podendo ainda facilitar a

entrada de outras espécies no ambiente.

Palavras-chave: 1. Allagoptera arenaria. 2. Prote6mica. 3. Morfoanatomia. 4.
Sistema Radicular. 5. PARNA Jurubatiba.

Macaé
Julho, 2018.



ABSTRACT

ALLAGOPTERA ARENARIA: ROOT SYSTEM PROTEOMIC AND ANATOMIC
ANALYSIS THROUGH EDAPHOCLIMATIC ASPECTS IN PARNA DE JURUBATIBA

Ramon Ermida Fontes

Orientador: Dr. Marco Anténio Lopes Cruz
Coorientadoras: Dr2. Elane da Silva Ribeiro

Dr2. Naiara Viana Campos

Dissertation Abstract subjected to Environmental Science and Conservation Program,
Campus UFRJ-Macaé Professor Aloisio Teixeira, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

as a requirement to obtain master degree in environmental science and conservation.

The restinga is a geographic space formed by sandy deposits parallel to the coastline,
produced by sedimentation processes, and that presents mosaic plant cover. PARNA
da Restinga de Jurubatiba is located in the north of the state of Rio de Janeiro and
characterized by vegetation islands interspersed with bare sand where pioneering or
facilitating species such as Allogoptera arenaria, Aechmea nudicaulis and Clusia
hilariana have been described. A. arenaria is a monocotyledon from Arecaceae family
that is popularly known as guriri. This is indicated as the main nutritional reservoir in
the restinga for accumulating surrounding organic matter coming from its senescent
leaves. Despite its importance, little is known about the biochemical and molecular
mechanisms involved in its adaptive responses to this environment. The aim of this
project was to evaluate the protein profile and anatomy of the root system, soil and
climate of this environment; trying to understand how this plant responds to different
aspects of edaphoclimatic conditions. Few studies are aimed at the root system of
restinga plants, so this work had a pioneering approach in the understanding of some
responses of this plant to the environment, providing data that may indicate possible
adaptations of this species to the restinga environment. Whether due to its large energy
reserves in the form of starch, due to a prominent layer of epidermis that can be

replaced by several layers of exoderm providing greater protection for the root, due to



the formation of aerenchyme for longwise spreading of gases. Due to present 45,3%
of the total identified proteins in the form of aquaporins responsible to water deficit
response and 22,1% of total proteins responsible to oxidative stress response, among
others proteins in smaller quantities but still responsible to different stress responses.
All the adaptive characteristics allow A. arenaria to survive in the restinga environment,

and still beeing able to facilitate the entry of other species in the restinga environment..

Key-Words: 1. Allagoptera arenaria. 2. Proteomics. 3. Morfo-anatomy. 4. Root
System. 5. PARNA Jurubatiba.

Macaé
Julho, 2018.



Everything Changes (SOJA)

“‘Maybe we need more
Shoes on our feet
Maybe we need more
Clothes and TV's

Maybe we need more
Cash and jewerly
Or maybe we don't know
What we need

Maybe we need
To want to fix it
Maybe stop talking
Maybe start listening

Maybe we need
To look at this world
Less like a square
And more like a circle

Maybe just maybe
God's not unfair
Maybe were all his kids
And he's up there

Maybe he loves us
For all our races
Maybe he hates us
When were all so racist

Maybe he sees us
When we don't care
And it's Heaven right here
But is Hell over there

And maybe the meek
Will inherit tis earth
Cuz it was written before



So everything changes
And nothing stays the same

And everything changes
And if you feel ashamed

Maybe you should change this

Before it gets too late
Maybe you should change this
My brother, we're standing at the gate.”

“There is nothing permanent except change” - Heraclitus
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1.INTRODUGCAO

1.1 Arestinga

A mata atlantica apresenta diferentes fisionomias (RIZZINI, 1997), com uma
maior diversidade no seu interior € menor em suas comunidades periféricas
(SCARANO, 2002). Sendo a restinga uma dessas comunidades periféricas (PEREIRA
et al., 2009).

Segundo ROCHA (2012) a palavra restinga tem dois sentidos, o fitogeografico
gue entende restinga como sendo uma formagao de vegetais que cobrem planicies
arenosas litoraneas; e o sentido ecoldgico que entende restinga como o conjunto de
fatores abidticos e bidticos que interagem formando um ecossistema peculiar.

A restinga foi gradualmente moldada por regressdes e transgressdes marinhas
(MARTIN et al., 1993), as quais produziram drasticas modificagbes em seu nivel e
intenso transporte de areia, construindo planicies marinhas, corddes litoraneos
pleistocénicos e holocénicos juntamente a corddes lagunares (SUGUIO & TESSLER,
1984).

Trata-se de um ambiente unicamente brasileiro, que ocupa cerca de 79% da
costa do nosso pais (ESTEVES, 2011). O ambiente de restinga € composto por
diferentes tipos de vegetacdo: formacdes herbaceas, formagdes arbustivas e
pequenas florestas (com dossel de até 20 metros de altura). A restinga agrupa
ecossistemas variados, tanto fisionomicamente quanto geomorfologicamente,
apresentando climas e etapas sucessionais diferentes (GOMES, 2005) (Figura 1).
Esse mosaico de ambientes expde a condi¢cdes extremas os organismos que ali vivem
(LACERDA et al., 1993).



GEOLOGIA E GEOMORFOLOGIA
—— Depositos arenosos marinhos e edlicos atuais
| ".1| (praias), holocénicos (Formagdo [Tha Comprida)
¢ depositos fluviais recentes associados

FISIONOMIAS DE VEGETACAQ/ FAUNA CARACTERISTICA

(1)-
(2) -
(3)-

Praia (microalgas, fungos, herbicea)/aves migratorias
Dunas (herbacea e arbustiva)’ aves migratorias
Escrube ou vegetagdo sobre corddes arenosos (arbustiva e

—— Depdsitos arenosos marinhos plestocénicos e herbicea; SfT'dF"]h‘-‘"fll" aves migratotias ¢ 1_‘C-“-1dCI1IlC-‘i : .
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Figura 1: Exemplificacao da distribuicdo dos tipos de vegetacao de restinga (extraido de SOUZA et al.,
1997).

A diversidade, produtividade primaria e complexidade estruturais deste
mosaico de ambientes é baixa, devido as drasticas variagdes de temperatura, secas,
ventos constantes, alta salinidade e escassez de nutrientes (SCARANO, 2002). Outra
caracteristica € a superficialidade do lengol freatico, gerando locais de intercorddes
inundaveis e corddes arenosos nao inundaveis (PEREIRA, 2002).

No Estado do Rio de Janeiro existem 1.194,3km? de area onde ocorre
vegetacdo de restinga (ASSUMPCAO & NASCIMENTO, 2000). Ao norte do estado
podemos encontrar a Restinga de Jurubatiba, a qual compreende uma série de praias
pleistocénicas paralelas ao continente (1200 anos) e que foi formada pelo
assoreamento de sedimento marinho. Esta restinga possui diversas lagoas formadas
a partir da obstrucdo de deltas de rios antigos (HENRIQUES et al., 1986). Sua
vegetacao é caracterizada por ilhas de vegetagéao intercaladas por areia nua, onde ja
foram descritas plantas consideradas como pioneiras ou facilitadoras, dentre elas:
Allagoptera arenaria, Aechmea nudicaulis e Clusia hilariana. Essas plantas tém a
capacidade de proporcionar condigdes favoraveis para a germinagdo e
desenvolvimento de outras espécies no ambiente de restinga (SCARANO, 2002;
ZALUAR & SCARANO, 2000).



A Restinga de Jurubatiba tem como caracteristica um lencgol freatico superficial
que aflora durante os periodos de chuva em depressdes topograficas da planicie.
Durante as chuvas, que ocorrem entre Julho e Agosto, as planicies costeiras, que tem
solos arenosos, ficam saturados com agua e em pouco tempo essa agua € perdida
voltando a um estado de déficit hidrico (MANTUANO, 2008).

Mesmo tendo um solo pobre em nutrientes, as plantas que sobrevivem na
restinga tem alta eficiéncia na utilizagdo dos nutrientes disponiveis (MELO JUNIOR,
2015), exercendo um papel-chave no funcionamento desse ecossistema (DIAS,
2005). As plantas atuam na estabilizagao do substrato e principalmente na regulagéo
do regime hidrico, aumentando o tempo de estadia da agua no solo superficial
(ESTEVES, 1998). A vegetacdo da restinga Influencia também a integridade e
fertilidade do solo, transferindo minerais e matéria orgénica para a sua superficie
(BONADIMAN, 2007).

Um ambiente tdo extremo como o de restinga pode induzir diferentes padrdes
fenotipicos nos organismos que ali vivem, principalmente em plantas que tem que se
adequar rapidamente ao ambiente (SCHLICHTING, 1986). Para sobreviver no
ambiente da restinga, as plantas precisam de mecanismos eficazes para a absorgéao
de agua e de nutrientes, podendo ser mecanismos moleculares, fisiolégicas e
estruturais. A formagéo de moitas € um mecanismo estrutural capaz de proporcionar
um microambiente menos severo para o crescimento vegetal, pois 0 sombreamento e
o0 acumulo de matéria organica facilitam o desenvolvimento das plantas (RIBAS, 1993;
SCARANO et al., 2005).

O desenvolvimento de um conjunto de adaptagdes morfologicas, anatémicas e
fisiologicas (SILVA & AZEVEDO, 2007) permitem a sobrevivéncia de plantas na
restinga, tais como: folhas mais grossas e suculentas com cuticulas, para evitar a
perda de agua (AOYAMA & MAZZONI-VIVEIROS, 2006), produgao de xantofila e
antocianinas nas folhas protegendo-a da alta luminosidade (PALACIOS et al., 2013).
Além destas, existem as adaptagdes fisiologicas como o metabolismo CAM que
possibilita a fixagdo de CO2 durante a noite (ROCHA, 2012).

De todos os érgaos vegetais, as folhas séo as que apresentam a maior variagao
morfolégica (DICKISON, 2000), sendo esta parte da planta a mais utilizada nos
estudos sobre a adaptacao das plantas ao ambiente. Embora a folha seja considerada



um dos 6rgaos mais plasticos do corpo vegetal (GRATANI et al., 2006), a raiz tem um
papel primordial para sobrevivéncia da planta em ambientes aridos.

O sistema radicular, representa uma importante interface entre as plantas e o
ambiente, passando por modificagdes na sua estrutura para ajudar na aclimatagéo
desta ao ambiente. As raizes possuem diversas fungdes, sendo a mais marcante a
absorcao de nutrientes e agua. A regido as raizes e o solo entram em contato é
denominada rizosfera e esta forma um microambiente que auxilia na absorcédo de
nutrientes (WATT et al., 1994; WATT et al., 1999).

1.2 A familia Arecaceae

A familia Arecaceae, pertencente ao grupo das monocotiledéneas (CHASE,
2004), é alvo de constante exploragdo do homem (SOUZA & LORENZI, 2012). Com
5 subfamilias, 28 tribos, 19 subtribos e 183 géneros (ARAUJO, 2012), abrange um
total de 2.700 espécies (LORENZI, 2010). Das 296 espécies encontradas no Brasil,
131 sdo endémicas (LEITMAN et al., 2015).

As plantas da familia Arecaceae s&o popularmente conhecidas como coqueiros
e palmeiras e, apresentam uma morfologia similar entre elas, o que pode dificultar a
sua identificagdo (PINEDO, 2015). Facilmente encontrada na natureza por se destacar
na paisagem com sua forma conspicua (ARAUJO, 2012), apresenta um grande
potencial ornamental (PINEDO, 2015), medicinal, na industria alimenticia, na
producdo de combustiveis, na produgdo de madeira e industrial (DRANSFIELD et al.,
2005). Esta foi muito importante para a sobrevivéncia de povos indigenas na América
(PLOTKIN & BALICK, 1984; BATES, 1988; MACIA, 2004). De acordo com MACIA
(2004), cerca de 37 espécies de palmeiras serviam como alimento ou para produgao
de abrigo para a populagdo da Amazdnia equatorial.

A familia Arecaceae possui diversas espécies com relevancia gastronémica e
farmacéutica, como Euterpe edulis (palmito), Cocos nucifera (coqueiro), Euterpe
aoleracea (acai) (PINEDO, 2015); além de espécies utilizadas para tratar problemas
gastrointestinais (CARVALHO et al., 2006) e com propriedades anestésicas
(SOSNOWSKA & BALSLEV, 2008). Em Macaé (RJ), ha relatos do uso dessas plantas
para consumo pela populagdo nativa, sendo um dos possiveis motivos da escolha do
nome do municipio. A espécie Acrocomia aculeata, utilizada como simbolo na
bandeira da cidade, é facilmente encontrada na regido e produz um coco doce

vulgarmente chamado de macaba doce ou maca-é€.



Arecaceae é amplamente distribuida no Brasil, ocorrendo em 13 estados
(Bahia, Maranhao, Piaui, Sergipe, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana) que
abrangem os biomas caatinga, cerrado e mata atlantica (DEFAVERI et al., 2015;
LEITMAN et al., 2015). Sua ampla distribuigdo indica a capacidade de suas espécies
de se adaptarem a diversos tipos de habitat (GENOVESE-MARCOMINI et al., 2013).

O género Allagoptera (Nees) é um dos 183 géneros dentro de Arecaceae,
considerado como um dos géneros com maior capacidade adaptativa (SEUBERT,
1998), restrito a América do Sul, apresentando registros na Bolivia, Paraguai e
Argentina (HENDERSON, 1990; MORAES, 1996). De acordo com LEITMAN et al.
(2015) o género é representado por 6 espécies: Allagoptera arenaria (Gomes) Kuntze;
Allagoptera brevicalyx M. Moraes; Allagoptera campestres (Mart.) Kuntze; Allagoptera
caudencens (Mart.) Kuntze; Allagoptera leucocalyx (Drude) Kuntze e Allagoptera
robusta R. C. Martins & Kalunga.

As seis espécies apresentam frutos comestiveis, porém apenas Allagoptera
caudencens (Mart.) Kuntze produz palmito comestivel (ROLIM et al., 2006).
Allagoptera arenaria produz grande quantidade de cera em suas folhas, a qual pode
servir como uma fonte alternativa para produgao de cera industrial (DEFAVERI et al.,
2015).

Allagoptera arenaria (Figura 2) é facilmente encontrada no ambiente de
restinga, sendo localmente conhecida pelos nomes populares: “guriri”, “buriri”,
‘canxandd”, “pissandd” (REIS, 2006) e “horyry” (TOMCHINSKY, 2017). Dita como
uma planta facilitadora (SCARANO, 2002). Comumente encontrada em meio a areia
nua, muitas vezes solitaria, podendo chegar até 2 metros de altura

Allagoptera arenaria € comumente encontrada em meio a areia nua, muitas
vezes solitaria. Apresenta um estipe subterraneo encurtado ou cespitoso, com raizes
adventicias de organizagao fasciculada. Sua coroa foliar apresenta de 2 a 30 folhas
pinadas que podem chegar até 2 metros de altura, de organizagéo espiralada envolto
por cera. (CARVALHO et al., 2014). Apresenta frutos de coloragdo amarelo-
esverdeado de formato oval contendo uma unica semente por fruto. A. arenaria é
apontada como principal reservatoério nutricional em restinga (HAY & LACERDA,
1984), por acumular ao seu redor matéria orgénica proveniente de suas folhas
senescentes (FRANGI et al., 1992; ZALUAR, 2002).



Figura 2: Exemplar de Allagoptera arenaria em meio a areia nua (localizada na parte inferior da
imagem) no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba.

Trabalhos feitos na Restinga de Marambaia por PINEDO et al. (2016), na Barra
da Tijuca por FILHO (2009), ambos no Rio de Janeiro; e na APA de Conceicéo da
Barra no Espirito Santo por COVER et al. (2015) indicam que A. arenaria se encontra
em maior numero que as demais plantas. A abundancia de individuos de A. arenaria
em regides de restinga também foi relatado por SCARANO (2002; 2008). Nos estados
da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro esta espécie pode ser encontrada em até
100 m de altitude em relagéo ao nivel do mar (BONDAR 1939; MORAES 1996).

A grande abundancia desta palmeira pode estar ligada a sua plasticidade,
podendo ser encontrada dentro de moitas ou fora delas (COVER et al., 2015),
conservadas ou alteradas pela agdo do homem (SYLVESTRE et al., 1989). Esta
apresenta uma capacidade de germinar em solos nutricionalmente pobres (HAY &
LACERDA, 1984) e de florescer durante todo o ano (SYLVESTRE et al., 1989). Suas



folhas, quando mortas e aglomeradas ao seu redor, acabam funcionando como um
‘mulch’ que € um tipo de cobertura vegetal seca utilizado para diversos fins (HEADY,
1956), um deles é impedir grandes variagdes de temperatura no solo em contato com
as raizes (WU et al., 2007).

Segundo SCARANO (2002), A.arenaria é capaz de germinar em meio a areia
nua que pode chegar a temperatura de 70 °C em sua superficie, sendo umas das
plantas pioneiras e facilitadoras presentes na Restinga de Jurubatiba. Sua presenca
e colonizagdo na restinga esta ligada a formagao de ilhas de vegetagao favorecendo
a entrada de outras espécies vegetais (SCARANO, 2002). Mesmo sabendo de suas

caracteristicas adaptativas, pouco se sabe como este mecanismo/fenédmeno funciona.

1.3 ProteOmica

A protedmica é uma ferramenta que possibilita quantificar e estudar sistemas
biolégicos complexos, por avaliar diferentes perfis proteicos produzidos durante
diversas etapas da vida do organismo e inclusive em resposta a fatores estressantes
(CHEN & HARMON, 20086).

O estudo do conteudo proteico de plantas é muito utilizado de forma
comparativa, possibilitando entender a resposta da planta refletido em modificacoes
em seu conteudo proteico ao observar organismos da mesma espécie sob condi¢des
diferentes. Como o trabalho feito por BUDAK et al. (2013), que avaliou o efeito da falta
de agua em folhas de trigo comparando o conteudo proteico do vegetal sob estresse
e sob condigbes amenas. Estudos como este, ajudam a entender melhor a resposta
desses organismos diante determinado estresse.

Aquaporina € um exemplo de uma proteina com um importante papel na
resposta diante de um estresse hidrico em plantas. Estas estdo diretamente
relacionadas com o transporte de agua, abertura e fechamento de estébmatos em
folhas e no controle de homeostase citoplasmatico (MAUREL et al., 2015).

Conhecer o perfil de proteinas de uma planta indica conhecer a resposta do
organismo em determinado momento, tornando a protedmica uma étima ferramenta
para o entendimento de determinadas respostas das plantas nesses ambientes
(KOSOVA et al., 2011).



Baseado no exposto acima, A. arenaria apresenta uma grande importancia
para a restinga em geral, principalmente na Restinga de Jurubatiba. Porém nada se
sabe sobre o conteudo proteico envolvido na resposta molecular ao ambiente de
restinga e, menos ainda, sobre sua anatomia radicular envolvida em suas adaptagdes

e estratégias de resposta ao ambiente.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o conteudo proteico do sistema radicular de Allagoptera arenaria, sua
anatomia, o solo e o clima do local, buscando entender como essa planta responde a
diferentes aspectos das condigbes edafoclimaticas no PARNA da Restinga de

Jurubatiba.

2.1. Objetivos especificos

Analisar as condi¢gbes edafolclimaticas da restinga onde ocorre espécies de
Allagoptera arenatria;

Analisar a fertilidade do solo local onde ocorre espécies de Allagoptera arenaria;
Caracterizar a anatomia de raizes de Allagoptera arenaria em seus diferenciados
calibres e fases de desenvolvimento;

Caracterizar a biodiversidade de proteinas presentes no sistema radicular de

Allagoptera arenaria.



3. METODOLOGIA DA PESQUISA
3.1. Area de estudo

O Parque Nacional(PARNA) da Restinga de Jurubatiba compreende cerca de
44 km da costa norte do Estado do Rio de Janeiro abrangendo os municipios de
Macaé, Carapebus e Quissama. E o Gnico parque nacional de preservacao de restinga
do Brasil, sendo dotado de 18 lagoas e aproximadamente 15 mil hectares (PEREIRA
et al., 2004; FREIRE et al., 2016).

A coleta do material biolégico e do solo ocorreu apds a segunda lagoa do
parque, a lagoa Comprida, localizada no municipio de Carapebus, nas coordenadas
22°16’14.7” S 41°38'43.9” W (GOOGLE MAPS. [Restinga de Jurubatiba]. [2017].

Coordenadas. Disponivel em: <https://www.google.com.br/maps>).
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Figura 3: Mapa do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. Algumas das lagoas encontradas no
parque: (1) Cabiunas; (2) Comprida; (3) Carapebus; (4) Paulista; (5) Amarra-Boi; (6) Gargas; (7) Piripiri
II; (8) Piripiri I; (9) Maria-Menina; (10) Robalo; (11) Visgueiro; (12) Pires; (13) Preta e (14) Ubatuba. A
Localizacdo de onde foram coletados os individuos de Allagoptera arenaria esta sinalizado (seta).
Fonte: Modificado de LUZ et al, (2011) e GOOGLE MAPS. (Disponivel em:

<https://www.google.com.br/maps/place/Parque+Nacional+Restinga+de+Jurubatiba/>).
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3.2. Coleta de dados abioticos

Préximo ao local de coleta foi feito o monitoramento e registro das variaveis:
temperatura do ar e do solo, umidade relativa do ar e luminosidade com a ajuda do
aparelho Data Logger (HOBO, modelo U12-012) previamente programado (Figura 3).
O periodo de coleta de dados foi das 10h53min do dia 04/01/2017 até as 11h do dia
09/01/2017, gerando um total de 120 horas de monitoramento em um intervalo de
coleta de 5 minutos. A area de alcance do aparelho é de 50 m2. O Data Logger foi
instalado o mais proximo possivel de individuos de Allagoptera arenaria (Figura 3).

Apods a obtencao dos dados foram elaborados graficos utilizando o programa

Excel, versao 2013.

Temperaturado ar + Umidade Relativa do ar

+'2=
—> Intensidade de luz

3

—> Temperatura do Solo em
contato com o sistema
radicular

Figura 4: Monitoramento de dados abidticos. (A) Dispositivo de coleta de dados, Data Logger (HOBO,
modelo U12-012), colocado no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba ao lado de um exemplar de
A. arenaria; (B) Modelo esquematico do Data Logger. (1) Sensor para medidas de temperatura e
umidade relativa do ar; (2) Sensor para medidas de intensidade luminosa; (3) Fio com sensor para

medidas de temperatura no solo. Individuo jovem de Allagoptera arenaria esta sinalizado (seta).
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3.3. Coleta de amostras vegetal e de solo

No ultimo dia de monitoramento dos parametros abidticos foram coletadas
amostras de material vegetal e de solo. Trés exemplares de Allagoptera arenaria,
préximos ao ponto de instalacdo do Data Logger, foram coletados, observados e
fotografados para caracterizagdo morfoldgica. Foram coletados 500 g de solo ao redor
de cada exemplar, na profundidade de 0 — 10 centimetros. Todas as coletas foram
feitas em triplicata. As amostras radiculares das plantas foram coletadas, congeladas
em nitrogénio liquido e levadas para o Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
(NUPEM/UFRJ).

Outros quatro exemplares de A. arenaria foram coletados para analise
anatdbmica das raizes. Amostras radiculares foram armazenadas em sacos plasticos,
acondicionadas em uma caixa de isopor contendo gelo até o processamento no
Laboratdrio Integrado de Botanica do NUPEM/UFRJ Macaé.

3.4. Analise fisico-quimica do solo

As amostras de solo foram analisadas no Laboratério de Solos da Fundacéao
Norte Fluminense de Desenvolvimento Regional (FUNDENOR) em Campos dos
Goytacazes, RJ. Os seguintes parametros foram analisados: concentragao de
Carbono (C), Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg),
Saodio (Na), Enxofre (S-SO4), Aluminio (Al), Acidez Potencial (H+Al), Matéria Orgéanica
(MO), Capacidade de Troca de Cations (CTC), Soma de Bases Trocaveis (SB), indice
de Saturacdo de Bases (V), indice de Saturacdo de Aluminio (m), Ferro (Fe), Cobre
(Cu), Zinco (Zn), Manganés (Mn) e Boro (B).

3.5. Analise anatomica

Para a analise anatdémica foram feitos cortes transversais a méo livre de raizes
frescas de Allagoptera arenaria. Os cortes foram feitos em diferentes distancias a
partir do apice da raiz e para cada regiao da raiz foram obtidos ao menos 5 cortes,
com intuito de avaliar variagbes estruturais ao longo do sistema radicular (Figura 4).

Parte dos cortes foram clarificados em solug¢ao de hipoclorito de sddio 50% e
posteriormente corados com safranina 0,5% e azul de astra 0,5% (v/v 1:9) por 2 min

(BUKATSCH, 1972). Cortes frescos sem colorac&o foram utilizados para realizagao
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de testes histoquimicos. Para a detec¢ao de amido, as amostras foram submetidas a
uma solugédo de lugol durante 10 minutos (JOHANSEN, 1940). Para a analise de
fendis livres as amostras foram submetidas a uma solugao de cloreto férrico aquoso
por 5 minutos (ARDUIN & KRAUSS, 1997).

Os cortes foram montados em I&minas contendo agua glicerinada (50%), as
quais foram cobertas por laminula e vedadas com esmalte incolor. A observagao e

documentagao fotografica foram realizadas em microscopio 6ptico Olympus CX31

com camera acoplada (AmScope MA1000-CK).

Figura 5: Exemplar de A. arenaria. As regides utilizadas para preparo das laminas histolégicas estao
em evidéncia. (1 e 2) Raiz de segunda ordem. Cortes transversais feitos a 0,8 cm (Regido 1) e 9,2 cm
(Regido 2) do apice; (3 e 4) Raiz de primeira ordem. Cortes transversais feitos a 8,0 cm (Regido 3) e
25 cm (Regiéo 4) do apice.
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3.6. Analise protedmica

Para analise protedbmica seguiu-se a metodologia descrita por HERINGER et
al., 2017, com algumas modificagdes. Este protocolo teve que ser adaptado porque
neste projeto a amostra utilizada, raizes in natura, tem baixa concentragdo de
proteinas, as quais sao de dificil extracdo. Assim, foi feita a adicdo de mais uma etapa
de maceracao utilizando Tioureia/Ureia para aumentar o rendimento e eficiéncia da

extragao proteica. Conforme o esquema a seguir:
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3.6.1. Extracéo proteica e quantificacdo de proteinas

As raizes foram coletadas, armazenadas em nitrogénio liquido e
posteriormente maceradas utilizando nitrogénio liquido até obtencdo de um fino po.
Em seguida, foi feita uma nova maceragao na proporgao de 200 mg de pé para 1 mL
da solugao Tioureia/Ureia (ureia 8 M, tioureia 2 M, de ditiotreitol (DTT) 1%, triton X-
100 2%, pharmalyte 0,5%, Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) 1mM e pepstatina 5
MM), de acordo com o protocolo de BALBUENA et al. (2009). Apos esta etapa, o
material foi transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 12.000 x g por 5
minutos a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi recuperado e suas proteinas foram
precipitadas com uma solu¢do de TCA/Acetona (acido tricloroacético 10% em
acetona) contendo DTT a 20 mM (DAMERVAL et al., 1986). Para esta precipitagcéo, o
sobrenadante foi deixado por 1 h a 4°C, e posteriormente, por 1 h a -20°C.

Finalizado este periodo, a amostra foi centrifugada a 16.000 x g por 30 min a
4°C. Apos a centrifugacéo, descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado por
3x com 500 pL de acetona gelada (vortex por 30 segundos) e posteriormente
recuperado por centrifugacéo (16.000 x g a 4°C). Uma vez recuperado, o precipitado
foi colocado para secar e posteriormente ressuspenso em 1 mL da solugdo de
Tioureia/Ureia (sob agitagdo por 1 h a 4°C). Ap6s a ressuspensdo, a amostra foi
centrifugada por 15 min a 16.000 x g (4°C) e o sobrenadante coletado para a
quantificacdo de proteinas utilizando o 2-D Quanti kit (GE-Healthcare®). Albumina de

soro bovino foi utilizada como padrao para esta quantificagdo (Figura 5).

3.6.2. Digestéo proteica

Apos a quantificagdo proteica, foi padronizado uma solucdo estoque de
concentragao de 100 pg de proteina em 0,5 mL de solugéo de Tiouréia/Uréia. Para a
etapa de digestao proteica, foram retirados 50 uL da solugao estoque e acrescentados
em 50 pL de tampé&o bicarbonato de aménio 50 mM pH 8,5 e centrifugado a 12.000 x
g por 5 min a 8 °C. Posteriormente, 100 pyL do sobrenadante foi filtradonuma
membrana Amicon (GE-Healthcare®) e em seguida foram feitas 2 lavagens da
membrana com 400 pL de bicarbonato de ambnio 50 mM pH 8,0. Durante as etapas
de lavagens, foram feitas centrifugagdo a 12.000 x g por 10 minutos a 8 °C. Ao final,
50 pL da amostra foram utilizados para a digest&o proteica (Figura 5).
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Para a digestao proteica, aos 50 yL da amostra foram adicionados 25 uL de
RapiGEST 0.2% v/v (Waters, USA) e, posteriormente, a amostra foi vigorosamente
agitada por 5 segundos e aquecida a 80 °C por 15 minutos em banho seco (Eppendorf
Thermomixer Comfort). Feito isso foram adicionados 2,5 pL de dithiothreitol (DTT) 100
mM e a amostra novamente foi levada ao banho seco a 60 °C por 30 minutos. Apos
este periodo, esta foi colocada em banho de gelo por 30 segundos e em seguida
adicionou-se 2,5 pL de iodoacetamide (IAA) 300 mM. A amostra foi entdo agitada
vigorosamente por 5 segundos e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente
protegida de luz. Passado este periodo, foram adicionados a amostra 20 pyL de tampao
bicarbonato de aménio 50 mM pH 5,0 contendo tripsina (50 ng.uL™") (Promega, USA)
e esta foi levada ao banho seco a 37 °C por 16 h. No dia seguinte, foram adicionados
10 uL de acido trifluoracético para precipitar o surfactante Rapigest SF (vortex por 5
segundos e incubagao por 90 minutos a 37 °C sem agitagao). Apds este procedimento,
a amostra foi centrifugada a 4.000 x g por 30 minutos a 8 °C. Entéo, foram coletados
100 pL do sobrenadante e colocados no Total Recovery Vial (Waters, USA) para entao
ser feita a analise proteémica do tipo shotgun no espectrobmetro de massas Synapt
G2-Si HDMS (Waters).

3.6.3 Analise de espectrometria de massas

O espectrometro de massas conta com uma nanoUPLC tandem bidimensional
nanoESI-HDMSe (‘Nano Electrospray High Definition Mass Spectrometry’), para
analise de dados independentes, onde o experimento foi conduzido usando duas
fases: Fase de gradiente reverso por uma hora de 7% para 40% (v/v) de acetonitrila
(0.1% v/v de acido formico) e fase do sistema de tecnologia nanoACQUITY UPLC 2D
500 nL.min-1.

A coluna nanoACQUITY UPLC HSS T3 (1.8 ym x 15 cm, pH 3,0) foi usada em
conjungao com uma coluna de fase reversa XBridge BEH130 C18 5 pm nanoFlow
(300 um x 50 mm pH 10,0). Foram utilizados aproximadamente 10 ug de proteinas
digeridas para cada teste. O espectrometro foi operado em modo de resolugdo com
(‘typical m/z’) de poder de resolugédo de 35000 FWHM e uma (‘ion mobility cell’) que é
preenchida com nitrogénio gasoso.

As analises foram feitas utilizando um nano-eletrospray ionizado em positivo

(nanoESI (+) e nanoLock-Spray) (Waters, Manchester, UK) com fonte de ionizagdo. O



17

espectrédmetro foi calibrado usando MS/MS com espectro da solucdo de [Glu1]-
Fibrinopeptide B humano (Glu-Fib) a 100 fmol.uL"). Foi feita outra calibragio usando
MS/MS fragmentando ions de Glu-Fib usados para obter a calibrag&o final. Em adicao,
um dispositivo especifico e nao linear (‘T-wave ion mobility’) (HDMSe) foi usado
simultaneamente com o espectrdmetro de massas SYNAPT G2-HDMS (Waters,
Manchester, UK), que é automaticamente programado para sair de MS (3 eV) para
elevada colisdo de energia em HDMSe (19-45 eV), estando pronto para a adi¢ao de
(‘T-wave CID’) (colisdo induzida por dissociagdo) com gas argonio. As (‘trap collision
cells’) foram ajustadas para 1 eV, usando um scaner de 1 milissegundo que foi
previamente ajustado baseando-se na velocidade de picos de cromatografia que
passaram pelo nanoACQUITY UPLC para gerar no minimo 20 pontos de scans para
cada pico (baixa e alta transmissdo), em uma aceleragéo ortogonal de TOF (time of
flight) e de area de massa de m/z 50 para 2000. As amostras foram injetadas na
mesma quantidade na coluna e foram feitas medidas estequiométricas baseadas nas
corridas exploratorias, assegurando uma melhor eficiéncia, buscando melhores

valores em todas as condigoes.

3.7. Ferramentas de bioinformatica utilizadas na leitura de dados

Todas as ferramentas utilizadas no trabalho sdo de carater livre para uso,
podendo ser encontradas gratuitamente online. A principal ferramenta utilizada nesse
estudo foi o Blast2GO (GOTZ et al., 2008) que permite a produgéo de tabelas
contendo informagdes sobre a identidade e funcionalidade de cada proteina
baseando-se em um banco de dados escolhido. O Blast2GO esta disponivel em <
https://www.blast2go.com/>.

Foi utilizada ainda o banco de dados UNIPROT (WASMUTH et al., 2016)
disponivel em < http://www.uniprot.org/>, utilizada para identificagdo ontolégica das
proteinas, funcionando como um banco de dados de toda a informacao referente as
proteinas alvo.

Também foi utilizado o ‘The Arabidopsis Information Resource’, que € um banco
de dados de Arabidopsis thaliana (TAIR) (RHEE et al., 2003), encontrado em
<https://www.arabidopsis.org/>, o qual funcionou como um guia para buscar proteinas
com sequencias semelhantes em A. thaliana através de BLAST das proteinas

encontradas em A. arenaria
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3.8. Producgao de redes de interagao proteina-proteina para visualizagao
global de suas interagoes

Para a producdo de redes de interagcdo proteina-proteina foi utilizado o
(‘Arabidopsis interaction Viewer) (GEISLER-LEE et al.,, 2007), disponivel em
<http://bar.utoronto.ca/>. Esta ferramenta foi utilizada para produzir redes de interagao
proteina-proteina das proteinas alvo com proteinas secundarias, propondo assim
certa funcionalidade a partir de suas interagdes.

A ferramenta Cytoscape (CHRISTMAS et al, 2005), disponivel em
<http://www.cytoscape.org/>, foi utilizada para fazer um mapa de interagado global
envolvendo todas redes de interacao proteina-proteina encontradas. Esta ferramenta

propicia uma melhor compreensao da interagédo global entre proteinas.

4. RESULTADOS
4.1. Analise de dados abioticos

Foi observado que a temperatura do ar sofreu uma maior alteracdo em
comparagao a temperatura do solo, tendo chegado ao maximo de 43 °C, préximo as
12 h e ao minimo de 22 °C, préximo a 0 h. Quanto ao solo, foi observado o maximo
de 36 °C as 19 h e o minimo de 31 °C as 9 h (Grafico 1). Com relacdo a umidade
relativa do ar, observou-se que esta & inversamente proporcional a intensidade
luminosa, com valores maiores durante a noite (comegando a aumentar por volta das
19 h) e valores menores durante o dia (comegando a diminuir por volta das 7 h),
apresentando maxima de 93% e minima de 30% (Grafico 2). Os maiores valores de
intensidade luminosa ocorrem entre 6 € 12 h e em outros horarios seus valores caem
drasticamente, com maxima de 322 mil lux durante o dia e minima de 118 lux durante

a noite (Grafico 3).



19

ey
(28]
Q

s
(=4
Q

e
R
>

Umidade Relativa (% )
'

20
0 'll""llrl'IT'lllY"!'l\'il'f"'ll'i[f'(i'1I
oOwWwowoOLuwouwmOoOuwouwmOoOuwOouwWwoOLuwowouwoLwmo
A NN OO = DWW ONSMSODO OO O oy
o A A A
Tempo (h) E
35000
30000 [l ]
—
5
< 25000 1 |
[}
8
2 20000 —
E \
a2
- 15000
P 1
$ 5
| 10000 |
[
ESOOO
0 L IS ITIII[I'II'IIIII I!Tllillll
oMo LMOoOMOoOmMmMOoOmoOmaowmouwmoumouwmoiunouwmo
H e NMNMMM S TN OOUNSNMNSON0NDNO O - N
o -
Tempo (h) .
3

Figura 7: Grafico 1: Variagdo da temperatura do ar (linha azul) e do solo (0 — 10 cm de profundidade)
(linha vermelha) préximo a um exemplar de A. arenaria do PARNA da Restinga de Jurubatiba. Grafico
2: Variagao da umidade relativa do ar préximo a um exemplar de A. arenaria do PARNA da Restinga
de Jurubatiba. Grafico 3: Variagédo de intensidade luminosa préximo a um exemplar de A. arenaria do
PARNA da Restinga de Jurubatiba. Dados coletados durante 5 dias utilizando o Data Logger HOBO

U12-012. As marcagdes (tragos em preto) indicam um periodo de 24 h.
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4.2. Analise fisico-quimica do solo

A camada superficial dos solos coletados no intervalo de 0 a 10 cm de
profundidade séo altamente arenosos, apresentando um pH médio de 5,3 levemente
acido. Em relagéo a sua composi¢cdo quimica (Tabela 1), quando comparada com os
parametros ideais propostos pelo Guia Pratico para Interpretacdo de Resultados de
Analises de Solo da EMBRAPA, foi possivel concluir que a analise das amostras
apresentou um solo pobre em nutrientes chegando as quantidades a seguir:
Nitrogénio (N) com média de 0,102 g/kg, Enxofre (S-SO4) com meédia de 3,33
mg/dm3, Fésforo (P) com média de 3,0 mmol./dm?3, Potassio (K) com média de 0,1
mmol./dm3, Calcio (Ca) com média de 2,7 mmol./dm3, Magnésio (Mg) com média de
6,23 mmol./dm3, Aluminio (Al) com média de 0,96 mmol./dm3, Acidez Potencial
(H+Al) com média de 10,67 mmol./dm3, Sédio (Na) com média de 0,3 mmol./dm3,
Carbono (C) com média de 5,0 g/dm?, Matéria Organica (MO) com média de 8,62
g/dm3, Capacidade de Troca de Cations (CTC) com média de 20,03 mmol./dm?,
Soma de Bases Trocaveis (SB) com média de 9,36 mmol./dm?, indice de Saturagido
de Bases (V) com média de 42,6 %, indice de Saturagdo de Aluminio (m) com
média de 10,67 %, Ferro (Fe) com média de 6,3 mg/dm?, Cobre(Cu) com média de
0,073 mg/dm?, Zinco (Zn) com média de 0,406 mg/dm?, Manganés (Mn) com média
de 0,97 mg/dm?3,Boro (B) com média de 0,276 mg/dm*®* e Condutividade Elétrica
(C.E.) com média de 0,07 dS/m.
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Tabela 1: Analise fisico-quimica do solo proximo a um exemplar de A. arenaria do PARNA da Restinga de Jurubatiba. (pH) Potencial Hidrogeniénico, (N)
Nitrogénio, (S-SO4) Enxofre, (P) Fésforo, (K) Potassio, (Ca) Calcio, (Mg) Magnésio, (Al) Aluminio, (H+Al) Acidez Potencial, (Na) Sédio, (C) Carbono, (MO)
Matéria Organica, (CTC) Capacidade de Troca de Cations, (SB) Soma de Bases Trocaveis, (V) indice de Saturagdo de Bases, (m) indice de Saturagdo de
Aluminio, (Fe) Ferro, (Cu) Cobre, (Zn) Zinco, (Mn) Manganés, (B) Boro e (C.E.) Condutividade Elétrica. Padrao proposto pelo Guia Pratico para Interpretagédo

de Resultados de Analises de Solo da Embrapa. A letra x significa que o guia nao possuia dados a respeito do parametro apontado.

pH N S-S0, P K Ca | Mg | Al | H+Al | Na Cc MO | CTC | SB \' M Fe Cu Zn | Mn B C.E.
(H20) | (9/Kg) (mg/dms3) (mmol./dm3) (g/dm3) | (mmol./dm3) % (mg/dms3) (dS/m)
X 0,77- 16- |4-10| 5,0- X 2040 | X 50- X
Padréo 5,0-6,0
1,53 30 10,0 70
Jurubatiba 5,3 0,1 3,33 3 0,1 2,7 16,23(097| 10,7 |0,33| 5 [862| 20 |9,37|42,7|10,7|6,33| 0,07 |0,41|0,97 | 0,28 0,07




4.3. Caracterizagao morfoanatéomica

Allagoptera arenaria € comumente encontrada em meio a areia nua, muitas
vezes solitaria (Figura 6-A), e pode chegar até 2 metros de altura. Apresenta um estipe
subterraneo encurtado ou cespitoso, de onde saem suas raizes adventicias, podendo
chegar até 3 metros de comprimento (Figura 6-C). Sua coroa foliar apresenta de 2 a
30 folhas pinadas, de organizagao espiralada envolto por cera, com bractea

peduncular lenhosa (Figura 6-B). Apresenta frutos de coloragdo amarelo-esverdeado

de formato oval contendo uma semente (Figura 6-D).

Figura 8: Exemplar de Allagoptera arenaria do PARNA de Jurubatiba. (A) Imagem representativa do
exemplar em meio a restinga; (B) Parte aérea com estrutura reprodutiva (seta amarela) e frutos
maduros ao chao (seta vermelha); (C) Sistema radicular com cerca de 3 m de cumprimento; (D) Imagem
de frutos frescos e secos.

Allagoptera arenaria apresenta uma anatomia radicular peculiar, com variagdes
conforme a distancia do apice e o nivel de ramificagao.
No corte transversal da regido mais apical da raiz de segunda ordem (regido 1)

observa-se uma epiderme uniestratificada composta por células volumosas e
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aparentemente sem tricomas (Figura 7B). O coértex € composto por células
parenquimaticas com parede primaria com excecao da exoderme e acamada cortical
mais externa é formada por células esclerificadas de menor didametro. A raiz apresenta
estrutura poliarca, com os elementos condutores ainda em diferenciagdo e possui uma
medula cuja regido mais interna é esclerificada (Figura 7C).

Na regiao da raiz de segunda ordem mais distante do apice (regiao 2), observa-
se uma faixa subepidérmica de células esclerificadas com cerca de 8 camadas,
constituindo uma exoderme multiextratificada (Figura 7 E). Nas camadas mais
internas do cortex sdo observadas lacunas simetricamente espagadas entre as células
parenquimaticas (Figura 7 D). Ao redor do cilindro vascular é possivel observar uma
camada de células com paredes espessas em formato de U que constitui a
endoderme. Os elementos condutores do xilema e do floema encontram-se
diferenciados e a medula esta totalmente esclerificada.

Na regiao mais apical da raiz de primeira ordem (regiao 3), ndo se observa mais
a epiderme e a exoderme passa ser a camada mais externa (Figura 7 H). As lacunas
presentes no cortex apresentam maior diametro e maior comprimento evidenciando a
estrutura aerenquimatosa (Figura 7 G). Externamente a endoderme observa-se uma
camada de células esclerenquimaticas do tipo braquiesclereide. (Figura 7 1).

Em regides mais desenvolvidas da raiz de primeira ordem (regido 4) observa-
se na parte mais externa do cortex faixas de células com parede espessa intercaladas
com faixas de células com parede delgada (Figura 7 J-K). Na regido cortical interna
as lacunas do aerénquima estdo completamente formadas ocupando grande parte da
area do cortex (Figura 7 J). Os elementos condutores do xilema apresentam maior
calibre e observa-se a presenga de células com parede celulésica na regido central
da medula (Figura 7 L).
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2° Ordem

1° Ordem

Regido 1: 0,8 cm do apice

2° Ordem—

Regido 2: 9,2 cm do apice

o

Reqido 3: 8,0 cm do apice

1° Ordem —

Regido 4: 25 cm do apice

Figura 9: Cortes transversais da raiz de A. arenaria em diferentes regides. Regido 1 (A - C); Regido 2
(D - F); Regido 3 (G - I); Regido 4 (J - L). Na primeira coluna (A, D, G e J), visdo geral dos cortes
transversais, com setas apontando aerénquima em diferentes fases de desenvolvimento. Na segunda
coluna (D, E, H e K), visdo das camadas mais externas do cértex e epiderme, com setas e barras
apontando nos cortes B e E a epiderme, e nos cortes H e K apontando a auséncia da epiderme e
diversas camadas de exoderme. Na terceira coluna (C, F, | e L), visdo do cilindro vascular e camadas
mais internas do cértex, com barras vermelhas apontando nos cortes F, | e L a endoderme e seta e
barra vermelha no corte | indicando a presenga de células esclerenquimaticas externamente a

endoderme.
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O teste histoquimico para deteccédo de amido apresentou resultado positivo
para regido do cortex evidenciando o acumulo de graos de amido especialmente na
regidao do aerénquima (Figura 8 C-D), tanto em raizes de primeira ordem como de

segunda ordem. N&o foi observado acumulo de fendis livres na raiz de A. arenaria

(dados nao mostrados). Cortes sem coloragao foram utilizados como controle (Figura
8 A-B).

Figura 10: Corte transversal da raiz de A. arenaria. (A-B) Raiz sem coloragao; (C-D) teste histoquimico

positivo para detecgdo de amido, corado em roxo na regido do cértex apenas. Barra = 0,25 mm.
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4.4. Analise protedmica

Através de uma analise inicial utilizando a ferramenta Blast2GO com base no
banco de dados UniProt foram identificadas 307 proteinas de A. arenaria (Tabela 1 e
Figura 11). Uma analise comparativa destas proteinas com o banco de dados UniProt
mostrou que 36,8% destas proteinas ainda ndo foram caracterizadas.

Dentre as 307 proteinas identificadas na espectrometria, cerca de 27,1% deste
total foi representada pela familia de proteinas transmembrana Aquaporina, seguida
de proteinas pertencentes a familia Superéxido Dismutase (20,3%). Ainda, verificou-
se menores porcentagens em relagéo as proteinas de atividade estrutural da familia
‘Clathrin Heavy Chain’ com 3,6%, entre outras proteinas de diferentes fung¢des (0,3%
do total) (Tabela 1 e Figura 11).

Tabela 2: Relagao de proteinas identificadas pela espectrometria de massa da amostra de A. arenaria.

N2 de Acesso Descrigao da Proteina Quantidade Localizagdao Subcelular

Metabolismo de Carboidrato e Energia

(ATP9_ORYSI) ATP synthase subunit 9 7 Membrana mitocondrial
Oxirredutase

(SODC1_ORYSI) Superoxide dismutase [Cu-Zn] 66 Citoplasma

Superoxide dismutase 9

(K7VIB2_MAIZE) isoform 1 1 Citoplasma
(R7W850_AEGTA) Alcohol dehydrogenase 3 1 Complexo de Golgi
Transportador Transmembrana

(QO08IH5_HORVU) Aquaporin 26 Membrana Plasmatica
(Q2QBA1_9LILI) Aquaporin PIP 1 33 Membrana Plasmatica
(AOAOA9TNO4_ARUDO) Aquaporin PIP 1e 1 Membrana Plasmatica
(M8A623_TRIUA) Aquaporin PIP1-1 7 Membrana Plasmatica
(A6NOM3_ORYSI) Aquaporin PIP 1-2 4 Membrana Plasmatica
(PIP13_ORYS)) Aquaporin PIP 1-3 2 Membrana Plasmatica
(PIP13_MAIZE) Aquaporin PIP1-3/PIP1-4 2 Membrana Plasmatica
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Tabela 2: Relagao de proteinas identificadas pela espectrometria de massa da amostra de A. arenaria.

N2 de Acesso

Descri¢ao da Proteina

Quantidade Localizagdo Subcelular

(AOAOK9PZD3_ZOSMR) Aquaporin PIP 1-4 1 Membrana Plasmatica
(M7YSX3_TRIUA) Aquaporin PIP1-5 5 Membrana Plasmatica
(Q9M4S9_ALLCE) Aquaporin 2 1 Membrana Plasmatica
(G3E8E2_WHEAT) Aquaporin 8 1 Membrana Plasmatica
(F2D616_HORVD) Predicted protein 1 Membrana Plasmatica
(Q01H94_ORYSA) B0103C08-B0602B01.9 1 Membrana Plasmatica
Atividade Estrutural
(M1H500_ELAGV) ggsBac'd'c ribosomal protein 1 Ribossomo
(Q6K5K0_ORYS)) Myosin-like protein Citoplasma
(QODZU3_ORYS)) 0s02g0598300 Citoplasma
(Q337X8_ORYS)) Transposon protein Nucleo
Complexo de
(Q2QSN2_ORYS)) Retrotransposon protein 3 Golgi/Membrana do
Endossomo
(A3CE45_ORYS)) Clathrin heavy chain 9 Cltqplasma/Membrana
Vesicular
(CLH1_ORYS)) Clathrin heavy chain 1 1 Cltqplasma/Membrana
Vesicular
(CLH2_ORYS)) Clathrin heavy chain 2 1 Cltqplasma/Membrana
Vesicular
Ligante de DNA/RNA
(F2DH58 HORVD) Predicted protein 1 Nucleo
(B6TUHS_ MAIZE) ygAC domain-containing protein 1 NUcleo
(Q6ZBP8_ORYS)) 0s08g0490300 Nucleo
(Q6K280_ORYS)) s09g0122000 Nucleo
Atividade de Fosfatase Acida
(Q9LG77_ORYS)) 0s01g0191200 1 Cloroplasto
Atividade de Hidrdlise
(QIEM99_SECCE) GIucarT endo-1,3-beta-D- 3 Parede Celular/Membrana
glucosidase Vacuolar
Ligante de ATP
(F2DL38_HORVD) Predicted protein 1 Membrana Plasmatica
(N1R4Q5_AEGTA) LRRreceptor like 1 Membrana Plasmatica
serine/threonine
Atividade de Glicosiltransferase
Membrana intracellular
Q9FU69_ORYS!) Glycosyltransferase 1

Atividade de Liase de Carbono/Enxofre

Ligado a Organela
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Tabela 2: Relagao de proteinas identificadas pela espectrometria de massa da amostra de A. arenaria.

N2 de Acesso Descri¢ao da Proteina Quantidade Localizagdao Subcelular

(M8BN45_AEGTA) Putative Alliin lyase 1 Membrana Plasmatica
Proteinas Desconhecidas

X Uncharacterized protein 113 X

*A letra x significa que n&o existe dados a respeito da proteina encontrada.

ATP sintasesub 9

(2,3%) Superdéxido dismutase
Proteinasnéao / {20,3%)
caracterizadas .

(39%)

Aquaporina

Clathrin heavy chain (27'_1%)
(3,6%) '
Alliin lyase
(0,3%)
Glicosiltransferase
{1,6%) E— Myosin-like ptn
=)
Alcool desidrogenase — —— (0,3%)
(0,3%) ) _ ‘ ~ —— Transposon ptn
B 0,3%
Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase | _ ( )
{1%) T i RNA cytidine acetyltransferase
it Retrotransposon ptn {2,3%)
Dominio NAC (1%)

(0,3%)

Figura 11: Relagdo simplificada das proteinas identificadas qualitativamente nas amostras de A.
arenaria. Referente a Tabela 1.

Como visto acima, a analise dos resultados utilizando o banco de dados UniProt,
forneceu um total de 39% de proteinas desconhecidas. Na tentativa de refinar estes
dados, as sequencias de proteinas encontradas foram comparadas por BLAST no
banco de dados TAIR de Arabidopsis thaliana, um banco de dados de uma espécie
modelo que tem seu conteudo proteico mais conhecido e estudado (Tabela 2 e Figura

12). Nesta nova andlise, foi possivel a identificacdo de homdlogos de 98% das
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proteinas encontradas, sendo, possivelmente, as demais 2% proteinas com fungao
ainda desconhecida. Dentre as 307 proteinas identificadas, cerca de 45,3% sao de
proteinas pertencentes a familia das Aquaporinas, seguida de proteinas pertencentes
a familia Superdxido Dismutase (22,1%). Ainda, verificou-se menores porcentagens
em relagao as proteinas de atividade estrutural da familia de ‘Clathrin Heavy Chain’

(4%) e outras proteinas de diferentes fungdes (apenas 0,3% do total).

Tabela 3: Relagao das proteinas encontradas na amostra de A. arenaria contrastadas por BLAST no
banco de dados de A. thaliana.

N2 de Acesso Gl Descricao da Proteina  Quantidade Localizagao Subcelular

Metabolismo de Carboidrato e Energia

(ATP9_ORYSI) (AT2G07671) ATP synthase subunit 9 7 Membrana mitocondrial
Uncharacterized . .
(AOAOASTVC1_ARUDO) (AT2G07671) orotein 1 Membrana mitocondrial

Oxirredutase

Superoxide dismutase

(SODC1_ORYSI) (AT1G08830) [Cu-zn] 57 Citoplasma

(SODC1_ORYSI) (AT1Gosg30) Jncharacterized 5 Citoplasma
protein

(AOAON7KP0O8_ORYSJ) (AT1G08830) 0s07g0665200 1 Citoplasma

(SODC2_MAIZE) (AT1GOsg30) SuPeroxide dismutase 2 Citoplasma
[Cu-Zn] 2

(SODC5_MAIZE) (AT1GOsg30) SuPeroxide dismutase 1 Citoplasma

- [Cu-Zn] 4AP P
(SODC4_MAIZE) (AT1GOsg30) SuPeroxide dismutase 1 Citoplasma
- [Cu-Zn] 4A P

Superoxide dismutase .

(SODC1_ORYSI) (AT1G08830) 2 Citoplasma
[Cu-Zn] 1
Superoxide dismutase .

(K7VIB2_MAIZE) (AT1G08830) . 1 Citoplasma
9 isoform 1

(R7W850_AEGTA) (AT1G77120) ~lcohol 1 Citosol/Membrana
dehydrogenase 3 Plasmatica

Transportador Transmembrana

(QO8IH5_HORVU) (AT4G00430) Aguaporin 32 Membrana Plasmatica

(M7YSX3_TRIUA) (AT4G00430) Aguaporin PIP1-5 5 Membrana Plasmatica

(AOAOEOGF26_ORYNI)  (AT4G00430) g:‘octr;?r:a“e”zed 57 Membrana Plasmatica
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Tabela 3: Relagao das proteinas encontradas na amostra de A. arenaria contrastadas por BLAST no
banco de dados de A. thaliana.

N2 de Acesso Gl Descricao da Proteina  Quantidade Localizagdo Subcelular
(M8A623_TRIUA) (AT4G00430) Aquaporin PIP1-1 7 Membrana Plasmatica
(Q2QBA1_9LILI) (AT4G00430) PIP1 aquaporin 16 Membrana Plasmatica
(048518 _HORVU) (AT4G00430) Aquanporin PIP 1-3 2 Membrana Plasmatica
(ABNOM3_ORYSI) (AT4G00430) Aquaporin PIP 1-2 6 Membrana Plasmatica
(AOAOA9TNO4_ARUDO) (AT4G00430) PIPle 1 Membrana Plasmatica
(Q40047_HORVU) (AT4G00430) liz:zmembra”e 2 Membrana Plasmatica
(S5E2M2_MISSI) (AT4G00430) PIP-type aquaporin 3 Membrana Plasmatica
(G3E8E2_WHEAT) (AT4G00430) Aquaporin 8 1 Membrana Plasmatica
(Q01H94_ORYSA) (AT4G00430) B0103C08-B0602B01.9 1 Membrana Plasmatica
(AOAOK9PZD3_ZOSMR)  (AT4G00430) Ell‘;i_tz""e aquaporin 1 Membrana Plasmatica
(Q8GUR1_9POAL) (ATAGO0430) ©\asmamembrane 1 Membrana Plasmatica
MIP protein
(K7U754_MAIZE) (ATAGO0430) Aduaporin PIP1- 2 Membrana Plasmatica
3/PIP1-4
(F2D616_HORVD) (AT4G00430) Predicted protein 1 Membrana Plasmatica
Retrotransposon
(Q2QSN2_O0ORYS)J) (AT1G70300) protein (K+ UPTAKE 1 Membrana Plasmatica
PERMEASE 6)
Atividade estrutural
(M1H500_ELAGV) (AT3Ga4590) ©0° acidic ribosomal 1 Ribossomo
protein P2B
TGN SYP41 Citoplasma/Membrana
(K3YP83_SETIT) (AT1G24460) |\ TERACTING PROTEIN 23 do Golgi
(B9G5US_ORYS)) (AT5G47430) PQT3 1 Membrana
Plasmatica/Nucleo
(Q6K5K0_ORYS)J) (AT1G24460) Myosin-like protein 1 Citoplasma
(QODZU3_ORYSJ) (AT1G24460) 0s02g0598300 Citoplasma
(Q337X8_ORYS)) (AT5G47430) Transposon protein 1 Nucleo
(CLH2_ORYS)) (AT3G11130) Clathrin heavy chain 2 1 Membrana Vesicular

Citoplasmatica
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Tabela 3: Relagao das proteinas encontradas na amostra de A. arenaria contrastadas por BLAST no

banco de dados de A. thaliana.

N2 de Acesso Gl Descricao da Proteina  Quantidade Localizagdo Subcelular
(A3CE45_ORYS)) (AT3G11130) Clathrin heavy chain 10 Membrana Vesicular
Citoplasmatica
(CLH1_ORYS)) (AT3G11130) Clathrin heavy chain 1 1 Membrana Vesicular
Citoplasmatica
(MOUK66_HORVD) (AT4G10940) RING/U-box protein 4 Nucleo
RING/U-box
(J3N3K5_ORYBR) (AT3G19950) Superfamily (ATCRTL) 1 X
DNA binding
(M7ZPI7_TRIUA) (AT1G10490) TNAcytidine 6 Ndcleo
acetyltransferase
Uncharacterized
(W5DX14_WHEAT) (AT1G10490) protein (RNA cytidine 1 Nucleo
acetyltransferase)
(Q2R099_ORYS)) (ATMG00860) DNVA/RNA polymerases 1 Mitocondria
superfamily protein
(B6TUH8_MAIZE) (ATSG4530) VACdomain- 1 Ntcleo
containing protein 78
F-BOX STRESS .
(J3KVJ8_ORYBR) (AT4G0S010) |\~ o orotein 1 Citoplasma
(Q6ZBP8_ORYS)) (ATSGs5670) DA binding family 1 Nucleo
protein
(Q6K280_ORYS)) (AT5G04390) 2nc Finger Family 1 Ntcleo
protein
Receptor Transmembrana
Membrana
(Q2QPR8_ORYS)) (AT5G38280) EFNSALSIEKE RECEPTOR 1 Plasmatica/Plasmodesm
a
ATP Binding
(N1R4Q5_AEGTA) (AT5G56040) LRR receptor like 8 Membrana Plasmatica
REGULATOR OF CBF , ,
(AOA0Q3J7F4_BRADI) (AT1G20920) GENE EXPRESSION 1 1 Nucleo/Nucléolo
(J3LMT5_ORYBR) (AT5G01310) APRATAXIN-LIKE 1 Nucleo
Acid phosphatase activity
(IANLO9_ORYGL) (AT4G29260) HAD superfamily 2 Membrana Vacuolar
(IINLO9_ORYGL) (AT4G29260) 0s01g0191200 protein Membrana Vacuolar
Atividade de hidrdlise
Parede
(QLEM99_SECCE) (AT4G16260) C'ucan endo-1,3-beta- 3 Celular/Membrana

Atividade de glucosyltrasnferase

D-glucosidase

Vacuolar
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Tabela 3: Relagao das proteinas encontradas na amostra de A. arenaria contrastadas por BLAST no
banco de dados de A. thaliana.

N2 de Acesso Gl Descricao da Proteina  Quantidade Localizagao Subcelular

(Q9FUB9_ORYS)) (AT2G36780) Glycosyltransferase 7 Cloroplasto
Atividade de Liase de Carbono e Enxofre

(M8BN45_AEGTA) (AT1G34060) Alliin lyase 1 Membrana Plasmatica
RNA Binding

(JBNA92_ORYBR) (AT1G60900) ATU2AF65B 1 Nucleo
(J3MU17_ORYBR) (AT5G55670) MEI 2 Like protein 2 Ndcleo
Transportador

(AOAOEOQLI3_ORYRU) (AT1G22540) NPF5.10 1 Membrana Plasmatica

Proteinas Desconhecidas

Uncharacterized

X* X . 2 X
protein

X X 0s10g0431150 1 X

X X 0s07g0665200 1 X

*A letra x significa que ndo existe dados a respeito da proteina encontrada.

Aquaporina
Superéxido dismutase (45,3%)
(22,1%)

60S acidic ribossomal

ATP sintasesub 9 ptn P2B
Proteinasndo [2,6%) By
caracterizadas
(1,6%)
Zinc Finger Family ptn
(0,3%) Transposon PQT3 ptn
(0,65%)

APRATAXIN ptn RNA cytidine acetyltransferase

(0,3%) (2,6%)
it vy-Shisiln Ring U-Box ptn
{0,98%)
s ) NAC domain
DNA biding family ptn (0,3%)
{0,98%) .
Alliin lyase
(0,3%) LRR receptor-like

Glicosiltransferase Glucan (2,6%)
Alcool  Superfamilia HAD {2,3%)  endo-1,3-beta-D-glucosidase
0,
desidrogenase (0,98%) (0,98%)
(0,3%)

Figura 12: Relagdo qualitativa das proteinas, agrupadas por familia, identificadas na amostra de A.
arenaria contrastadas por BLAST no banco de dados de A. thaliana referente a (Tabela 2).
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4.5 Producgao de redes de interagao proteina-proteina para visualizag¢ao global
de suas interagoes

Com os dados protedmicos contrastados ao banco de dados TAIR, a rede de
interacado (Figura 9) produzida para A. arenaria detém um total de 617 proteinas e 691
interagdes, sendo dividida em 22 grupos, onde cada grupo € composto por uma
proteina chave a qual todas as proteinas do grupo interagem diretamente, levando em
consideragao a fungéo da proteina chave como a fungao central do grupo. O grupo 1
tem como proteina chave a proteina PIP-1 (‘Plasma Membrane Intrinsic Protein’),
referente ao gene (AT4G00430), uma proteina transmembrana localizada na
membrana plasmatica, responsavel pela entrada de agua na célula servindo como um
canal de passagem de agua. O grupo 2 tem como proteina chave a proteina SMK 2
(‘Sterility-Regulating Kinase Member 2°), referente ao gene (AT5G56040), proteina
localizada na membrana plasmatica, tendo fungcdo de ligante de ATP e atividade
quinase, responsavel pela fosforilacdo de outras proteinas, pela sinalizagcao de
proteinas tirosinaquinase (servindo de receptor transmembrana) e por regular o
crescimento do meristema radicular. O grupo 3 tem como proteina chave a proteina
PR5K (‘PR5-LIKE Receptor Kinase’), referente ao gene (AT5G38280), proteina que
pode estar presente tanto na membrana plasmatica como também no plasmodesma,
com funcao de receptor transmembrana de serina/treonina quinase, responsavel pela
resposta a qualquer processo andmalo na célula referente a um estimulo provocado
por fungos. A proteina chave do grupo 4 é a proteina KUP6 (‘K+ Uptake Permease
6’), referente ao gene (AT1G70300), presente na membrana plasmatica funcionando
como um transportador transmembrana de ions de potassio. Ja o grupo 5 tem como
proteina chave a proteina CHC 1 (‘Clathrin Heavy Chain 1°), referente ao gene
(AT3G11130), podendo estar presente em diferentes organelas, porém, mais
precisamente no vacuolo; € uma proteina de atividade estrutural, ligante de proteinas
‘clathrin light chain’, responsavel pelo movimento estomatico. No grupo 6, a proteina
chave é a proteina ‘Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1°, referente ao gene
(AT1G08830), podendo estar localizada dentro da célula no citoplasma, nucleo e
mitocdndria como também no espago extracelular, proteina ligante de ions de cobre
e zinco e proteinas de superoxido dismutase, responsavel pela resposta a qualquer
processo andmalo na célula referente a um estimulo provocado por luminosidade,

espécies reativas de oxigénio, ozénio, sal, sacarose, bactérias, silenciamento por
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miRNA e ions de cobre e zinco. O grupo 7 corresponde a proteina RCF 1 (‘Regulator
of CBF Gene Expression 1°), referente ao gene (AT1G20920), podendo estar
localizada no citoplasma ou no nucleo, funciona como um ligante de ATP ou RNA e é
responsavel pela correta juncédo de éxons dos transcritos de mRNA via spliceossomo
e regulacédo de expressao genica. O grupo 8 tem como proteina chave a proteina
‘GNAT Acetyltransferase’, referente ao gene (AT1G10490), localizada no nucleo, é
ligante de ATP, com sua fungao ainda pouco conhecida. O grupo 9 tem como proteina
chave a proteina ‘CCHC-type Zinc Finger, referente ao gene (AT5G47430),
geralmente esta localizada no nucleo, mas pode ser encontrada também na
membrana plasmatica, funciona como um ligante de acido nucléico e de ions de zinco,
tem atividade de transferase, mas sua fung&o ainda pouco conhecida. O grupo 10
tem como proteina chave a proteina ‘60s Acidic Ribosomal Family’, referente ao gene
(AT3G44590), localizada majoritariamente no nucleo, podendo ser encontrada no
citosol e ribossomo, que funciona como um constituinte estrutural do ribossomo,
atuando na adigdo de aminoacidos sucessivamente na cadeia de biossintese de
proteinas. Ja o grupo 11 corresponde a proteina ‘C2H2-type Zinc Finger Family’,
referente ao gene (AT5G04390), localizada no nucleo, é ligante de zinco e acido
nucleico, com fung¢ao ainda pouco conhecida. O grupo 12 tem como proteina chave
a proteina ‘HAD superfamily’, referente ao gene (AT4G29260), localizada
majoritariamente no interior do vacuolo ou em sua membrana, podendo ser localizado
também no citosol, atuando como um catalisador de reagdes, com funcéo de liberar
fosfato e deixar o pH local mais acido. No grupo 13 a proteina chave € a proteina
APTX (‘Aprataxin-Like’), referente ao gene (AT5G01310), localizada no nucleo, atua
como ligante de ATP, ions de metal e DNA, catalisador de reag¢des de adenililsulfatase
além de producgao de dimeros proteicos, funcionando como um replicador de DNA e
regulador de transcrigdo. O grupo 14 tem como proteina chave a proteina ‘TGN-
Localized SYP41 Interacting’, referente ao gene (AT1G24460), localizada na
membrana de Golgi ou no citoplasma, funciona interagindo com a proteina SYP41,
responsavel pelo desenvolvimento da raiz, transporte vacuolar e da resposta ao
estresse salino. A proteina chave do grupo 15 é a proteina NPF5.10, referente ao
gene (AT1G22540), localizada na membrana plasmatica, um transportador
transmembrana, com fungao de transporte de di e polipeptideos, e nitrato. No Grupo
16 a proteina ORF158 é a proteina chave, referente ao gene (ATMGO00860), localizada

na mitocdndria, com fungdes pouco conhecidas. O grupo 17 é o grupo da proteina
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ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase 1’), referente ao gene (AT1G77120), localizada no
Golgi, atua como um ligante de nucleotideo e de ions de zinco, e também como
catalisador da reagcdo de quebra de ‘alcohol dehydrogenase’, responsavel pela
resposta a qualquer processo anémalo na célula referente a um estimulo provocado
por hipdxia, acido abscisico, ions de cadmio, cafeina, frio, estradiol, excesso de agua,
peroxido de hidrogénio, sal, sacarose, falta de agua, além de ser responsavel por
processos metabdlicos liberando energia para a respiragao celular e para processos
de redugéo e oxidagao. O grupo 18 ¢ centralizado na proteina ‘ATP synthase subunit
C’, referente ao gene (AT2G07671), localizada na membrana plasmatica, que
funciona como um transportador transmembrana, utilizando a energia da quebra do
ATP para transportar prétons entre células. No grupo 19 a proteina chave € uma
proteina ‘RNA-binding’, referente ao gene (AT5G55670), localizada no nucleo, cuja
funcao ainda é pouco estudada. O grupo 20 tem como proteina chave a proteina
ATU2AFG65B, referente ao gene (AT1G60900), localizada no nucleo, no ‘U2-type
prespliceosome’ ou no ‘nuclear speck’, € um ligante de DNA e proteina, com fungao
de maturagcdo de mRNA para a tradugéo. Ja o grupo 21 tem como proteina chave a
proteina RING/U-box, referente ao gene (AT3G19950), que € localizada no Golgi, atua
como ligante de ions de zinco. Finalmente o grupo 22 que corresponde a proteina
‘UDP-Glycosyltransferase’, referente ao gene (AT2G36780), localizada no cloroplasto,
com fungéo de catalisador da transferéncia do grupo glicosil de um agucar UDP para
uma molécula hidrofébica, responsavel por reag¢des de catabolismo e anabolismo,

transformando tanto macro quanto micromoléculas.



Figura 13: 'Network’ global de interagao perante todas as proteinas encontradas na amostra de A. arenaria. O grupo 1: Proteina PIP-1 (‘Plasma Membrane
Intrinsic Protein’), gene (AT4G00430); grupo 2: Proteina SMK 2 (‘Sterility-Regulating Kinase Member 2°), gene (AT5G56040); grupo 3: Proteina PR5K (‘PRS-
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LIKE Receptor Kinase’), gene (AT5G38280); grupo 4: Proteina KUP6 (‘K+ Uptake Permease 6’), gene (AT1G70300); grupo 5: Proteina CHC 1 (‘Clathrin
Heavy Chain 1°), gene (AT3G11130); grupo 6: Proteina ‘Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1’, gene (AT1G08830); grupo 7: Proteina RCF 1 (‘Regulator of
CBF Gene Expression 1°), gente (AT1G20920); grupo 8: Proteina ‘GNAT Acetyltransferase’, gene (AT1G10490); grupo 9: Proteina ‘CCHC-type Zinc Finger ,
(AT5G47430); grupo 10: Proteina ‘60s Acidic Ribosomal Family’, gene (AT3G44590); grupo 11: Proteina ‘C2H2-type Zinc Finger Family’, gene (AT5G04390);
grupo 12: Proteina ‘HAD superfamily’, gene (AT4G29260); grupo 13: Proteina APTX (‘Aprataxin-Like’), gene (AT5G01310); grupo 14: Proteina ‘TGN-
Localized SYP41 Interacting’, gene (AT1G24460); grupo 15: Proteina NPF5.10, gene (AT1G22540); grupo 16: Proteina ORF158, referente ao gene
(ATMG00860); grupo 17: Proteina ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase 1°), gene (AT1G77120); grupo 18: Proteina ‘ATP synthase subunit C’, gene (AT2G07671);
grupo 19: Proteina ‘RNA-binding’, gene (AT5G55670); grupo 20: Proteina ATU2AF65B, gene (AT1G60900); grupo 21: Proteina ‘RING/U-box’, gene
(AtTG19950); grupo 22: Proteina ‘UDP-Glycosyltransferase’, gene (AT2G36780).
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5. DISCUSSAO

Segundo SCARANO(2002), mudancas de temperatura, secas, ventos
constantes, alta salinidade e escassez de nutrientes, sao apenas alguns dos diversos
tipos de condicbes ambientais encontradas na restinga que podem dificultar a
diversidade e produtividade das comunidades vegetais. Para as plantas, o estresse
abiotico pode levar a diversas alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares, prejudicando o crescimento e a produtividade (WANG et al., 2001).
Dentre os estresses abidticos, a temperatura € um fator que atua diretamente nas
taxas de processos bioquimicos das plantas, sendo importante para seu
desenvolvimento (DIAZ-PEREZ, 2009). A temperatura da restinga ja foi analisada por
MONTEZUMA & ARAUJO (2007) e PEREIRA et al. (2009), que chegaram a média de
25°C de temperatura do ar no més de janeiro, porem neste trabalho foi encontrado
uma temperatura que variou entre a maxima de 43 °C as 12 horas e minima de 22 °C
a 00 hora (Grafico 1).

No solo ocorreu a variagao de temperatura diaria de apenas 5 °C, em torno das
raizes de A. arenaria. Essa baixa variagdo de temperatura no solo diretamente ligado
as raizes, promove processos fisiologicos benéficos para a planta, como uma melhor
absorg¢ao de agua e nutrientes (DODD et al., 2000).

Na Restinga de Jurubatiba a umidade relativa do ar é inversamente
proporcional a intensidade luminosa e temperatura (Graficos1, 2 e 3), apresentando
valores maiores durante a noite (comegando a aumentar por volta das 19 h) e valores
menores durante o dia (comegando a diminuir por volta das 7 h), com maxima de 93%
e minima de 30%. Segundo GRAMMATIKOPOULOS & MANETAS (1994), uma
atmosfera saturada de umidade em ambientes aridos pode levar as plantas a
absorverem agua pelas folhas por meio de diferenga de potencial entre uma atmosfera
saturada e a folha. Além disso, esta agua pode ser realocada até as raizes onde
possibilitara a melhor absorgdo de nutrientes (BREAZEALE et al.,1950). Segundo
SCHULZE et al. (1972), plantas de deserto tendem a abrir os estdmatos durante
momentos de alta umidade do ar e fechar durante momentos de baixa umidade do ar,
por estarem em um local com grande variagao diaria de umidade relativa do ar. Diante
dos dados encontrados neste trabalho, existe uma grande variagdo de umidade do ar
do dia para a noite, onde a abertura e fechamento dos estdbmatos talvez possa

funcionar da mesma maneira que em plantas de deserto, tendo ainda que ser testado.
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O solo da restinga (profundidade de 0 - 10 cm) é altamente arenoso, podendo
apresentar granulometria variada de acordo com sua profundidade (MARDEGAN,
2013). Segundo o Guia Pratico para Interpretacado de Resultados de Analises de Solo
da EMBRAPA, a analise do solo como um todo pode ser considerada com todos os
atributos abaixo do minimo para a sobrevivéncia de qualquer organismo vegetal.
Segundo as caracteristicas apresentados neste guia, o solo da Restinga de Jurubatiba
pode ser considerado um solo pobre em nutrientes, apresentando todos os atributos
abaixo do minimo. Com exceg¢do do pH e Magnésico (Mg), considerados como
médios, e também da sua capacidade de troca de cations (CTC), que se encontra em
excesso, acima da categoria considerada como alta (SOBRAL et al., 2015).

Os solos de restinga, em geral, apresentam uma alta acidez. Segundo
MARDEGAN (2013), essa acidez é devido a pobreza de bases, a matéria organica
em decomposicao e a caracteristicas intrinsecas de solos arenosos. O valor de acidez
potencial (H+Al) encontrada no PARNA da Restinga de Jurubatiba foi de 10,6
mmol./dm? (Tabela 1), um valor menor quando comparada a valores encontrados por
outros autores em outras restingas, por exemplo: SILVA et al. (2016) encontrou para
este parametro o valor de 21,67 mmol./dm? na restinga do Parque Estadual do Acarai
de Santa Catarina; j4 ROCHA (2012) encontrou o valor de 28,4 mmol/dm? na restinga
do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha no Espirito Santo; e MARDEGAN (2013) o
valor de 30,8 mmol/dm? na restinga de Massambaba no Rio de Janeiro;. A capacidade
de troca de cations (CTC) encontrada foi de 20,03 mmol./dm? (Tabela 1), um resultado
préximo a 30,47 mmol./dm?® encontrado na restinga de Santa Catarina (SILVA et al.,
2016) e menor ao da restinga de Massambaba, 60,04 mmol./dm3, (MARDEGAN,
2013). Segundo GOMES (2002), os solos de restingas sao geralmente acidos e com
baixa capacidade de troca de cations (CTC), diferente dos resultados encontrados.
Além disso, quanto mais perto do mar, maior é a capacidade de cations trocaveis, pois
sua fonte vem do spray marinho (GOMES et al., 1998). A capacidade de troca de
cations esta diretamente relacionada com a fertilizagdo (CHAVES et al., 2004),
indicando que a restinga € um ambiente ndo muito favoravel ao desenvolvimento de
espécies vegetais, no entanto, quanto mais préoximo a linha do mar, mais favoravel é
o ambiente (MARDEGAN, 2013; SILVA et al., 2016).

O pH encontrado nas amostras do PARNA da Restinga de Jurubatiba foi
levemente acido, com valor médio de 5,3 (Tabela 1). Um valor préximo ao encontrado

na restinga do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha no Espirito Santo (pH 5,2)
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(ROCHA, 2012) e na Restinga de Massambaba no Rio de Janeiro (pH 4,7)
(MARDEGAN, 2013), porém diferente do encontrado na restinga do Parque Estadual
do Acarai em Santa Catarina (pH 3,53) (SILVA et al., 2016). Os valores mais baixos
de pH geralmente encontrados na restinga, podem ser explicados pelas vegetagoes
arbustivas que atuam como acidificadoras do solo (MILES, 1985).

Com relacdo aos macronutrientes, aqueles utilizados em concentracbes
elevadas pelas plantas, foram identificados elementos enxofre (S), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg) e carbono (C), (Tabela 1). A quantidade média de enxofre livre
(S-SO4) encontrada foi de 3,33 mg/dm?3, uma concentragdo muito baixa quando
comparada com solos mais argilosos (8 mg/kg™) (BISSANI, 1985), mas compativel
com solos de restinga. A baixa concentragdo deste elemento em Jurubatiba pode ser
explicada pela sua alta capacidade de perda por lixiviagdo (ENSMINGER, 1954).
Assim como observado para o enxofre, a concentragdo de potassio (K), 0,1
mmol./dm?, foi dez vezes menor quando comparado as restingas do Parque Estadual
do Acarai de Santa Catarina e a do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha no Espirito
Santo (SILVA et al., 2016; ROCHA, 2012) e seis vezes menor em comparagao a
restinga de Massambaba (MARDEGAN, 2013). De acordo com SOBRAL et al. (2015),
a baixa quantidade de potassio encontrada pode indicar intemperizacéo do solo.

Outros macronutrientes também foram encontrados em concentragdes baixas,
tais como o calcio (Ca) e médias, tais como o magnésio (Mg) (Tabela 1). A
concentragdo de célcio encontrada foi de 1,82 mg/dm3, em comparagéo aos valores
de 5,67 mg/dm? no Parque Estadual do Acarai (SILVA et al., 2016); 28,45 mg/dm3 no
Parque Estadual Paulo César Vinha (ROCHA, 2012) e 19,4 mg/dm?3 na restinga de
Massambaba (MARDEGAN, 2013). Para as plantas, o calcio € essencial para a
divisao celular e funcionalidade da membrana celular, estando presente diretamente
em pontos de crescimento (RAIJ, 1991); Enquanto que a concentragédo encontrada de
magnésio foi de 6,23 mmol/dm3, quando comparados com as concentragdes de 1,0
mmol/dm® no Parque Estadual do Acarai (SILVA et al., 2016), 0,34 mmol/dm? no
Parque Estadual Paulo César Vinha (ROCHA, 2012) e 9,2 mmol/dm? na restinga de
Massambaba (MARDEGAN, 2013). Com relagdo ao magnésio, mesmo apresentando
um solo intemperizado, o local da coleta, (0-10 cm de profundidade) do solo proximo
aos individuos coletados pode ter influenciado na quantidade de magnésio encontrada
(FAQUIN, 2005). A matéria organica no local da coleta, proveniente de A. arenaria

pode ter contribuido com Mg trocavel.
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Levando em consideragdo os elementos limitantes, o nitrogénio (N) é
considerado um elemento essencial para o crescimento de plantas em ambientes
naturais (AERTS & CHAPIN, 2000). De acordo com os resultados aqui apresentados,
(Tabela 1), o nitrogénio foi encontrado em baixissimas quantidades (0,102 g/kg), bem
menor até do que o encontrado por MARDEGAN (2013), em Massambaba (0,48 g/kg).
O baixo teor de nitrogénio encontrado na restinga de Jurubatiba e o sucesso de
algumas plantas em sobreviver a este ambiente, pode ter relagdo com uma possivel
associagao de plantas com fungos micorrizicos, que podem auxiliar na fixagdo do
nitrogénio (ANDRADE, 2012; BRAGA, 2008). A presencga da proteina (‘PRS5-LIKE
Receptor Kinase’), a qual é descrita, em A. thaliana, como uma proteina de resposta
a processos andmalos na célula induzidos por fungos (WANG et al., 1996), indica uma
possivel relagao entre fungos e a raiz do guriri, embora n&o seja conhecida a natureza
dessa interagao (Figura 9). Por outro lado, uma menor quantidade de nitrogénio, pode
ser explicada pelo fato de que durante periodos de intensa chuva, além dos nutrientes
serem lixiviados em maior quantidade, também ocorre o preenchimento dos poros do
solo com agua produzindo um ambiente anaerdbio, impedindo a agdo desses
microrganismos, possivelmente diminuindo as taxas de nitrogénio no solo da restinga
(MARDEGAN, 2013).

Assim como o nitrogénio, o fésforo (P) também é um elemento importante para
o funcionamento do maquinario molecular de plantas e organismos vivos em geral
(VITOUSEK et al., 2010), estando ligado a processos do metabolismo energético
(ALVES & DELATORRE, 2009). Apesar disso, a quantidade encontrada deste
elemento foi baixa na Restinga de Jurubatiba (3,0 mg/dm?), porém maior do que na
restinga do Parque Estadual do Acarai estudada por SILVA et al. (2016), em Santa
Catarina que foi de 1,0 mg/dm?; e na Restinga do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha
no Espirito Santo (0,34 mg/dm?®) (ROCHA, 2012). No entanto, a concentracdo de
fésforo foi bem menor do que a encontrada na restinga de Massambaba (4,8 mg/dm?3)
no Rio de Janeiro por MARDEGAN (2013) . A baixa quantidade de fésforo (P)
encontrada pode ser explicada pelo local da coleta, o qual pode ndo apresentar fosforo
livre e sim fésforo na forma de matéria organica (MO), que por meio da ciclagem de
nutrientes sera devolvido ao solo (PEREIRA et al., 2012). De acordo com MARDEGAN
(2013), a quantidade de fosforo disponivel para as plantas pode ser influenciada por
caracteristicas fisico-quimicas do oxido de ferro e aluminio, sendo um dos fatores

limitantes mais problematicos para a restinga.
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Um outro macronutriente bem comum e muito importante, € o carbono (C). A
quantidade de carbono encontrada na Restinga de Jurubatiba foi de 5,0 x 10 g/kg,
um valor muito menor do que o encontrado em Massambaba (12,17 g/kg),
(MARDEGAN, 2013). O carbono ¢é o principal constituinte da matéria organica (MO) e
por isso, a concentracdo desta foi analisada em Jurubatiba. Foram encontrados
valores de concentragdo de matéria organica baixos (8,0 g/dm3) em comparagao aos
14,67 g/dm?® e 3,8 x 102 g/dm? das restinga do Parque Estadual do Acarai em Santa
Catarina e do Parque Estadual Paulo César Vinha no Espirito Santo, respectivamente
(ROCHA, 2012; SILVA et al., 2016). A quantidade de carbono esta diretamente ligada
a quantidade de matéria organica livre no solo. Um solo arenoso esta sujeito a intensa
lixiviagdo, o que leva toda matéria organica junto com carbono para a camada
superficial do lencol freatico (CASAGRANDE, 2003). E de se esperar, que um dos
grandes fatores que tornam A. arenaria uma planta considerada “facilitadora” é a sua
capacidade de gerar matéria organica a sua volta, decorrente se suas proprias folhas,
aumentando naquele local a retencéo de agua (FRANGI et al., 1992; ZALUAR, 2002).
Em seu estudo ROCHA (2012) concluiu que a matéria organica na camada de 0-20
cm de profundidade tem um papel importante para a retengao de agua local.

Analisando os micronutrientes, aqueles utilizados pelas plantas em pequenas
quantidades, identificamos no solo coletado a presenca dos elementos Fe, Cu, Zn, Mn
e B (Tabela 1). A quantidade de ferro (Fe) encontrada foi de 6,3 mg/dm?, a maior
quando comparada com os outros metais, resultado ja esperado uma vez que o Fe é
o micronutriente mais abundante na crosta terrestre, (FAQUIN, 2005). Assim como
Fe, Mn, Cu e Zn sdo metais indispensaveis que atuam como cofatores enzimaticos,
essenciais para o bom funcionamento das vias bioquimicas. Ja o elemento boro (B),
ndo atua como cofator enzimatico, mas, segundo FAQUIN (2005) € um elemento
importante para a sobrevivéncia vegetal.

Também foram analisados outros elementos quimicos, tais como o aluminio e
sédio. Segundo BONILHA(2011), o aluminio é considerado um elemento toxico que
dificulta a absorcéo de outros nutrientes e consequentemente dificulta o crescimento
de raizes, porém, este foi encontrado em quantidades baixas no PARNA da Restinga
de Jurubatiba (0,96 mmol/dm3), valor idéntico ao encontrado por ROCHA (2012), no
Espirito Santo. O aluminio encontrado na restinga n&o prejudica o crescimento das
plantas, pois diante de um pH 5,3 este elemento esta perto de sua insolubilidade

maxima, nao causando danos as raizes (SOBRAL et al., 2015). Ja a concentragao de
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sodio (Na) encontrado na regido de estudo foi de 11,7 mg/dm?3, valor este bem maior
do que o encontrado na restinga do Parque Estadual Paulo César Vinha (0,46 mg/dm?3)
(ROCHA, 2012). Segundo GOMES (2002), por ser um dos elementos mais abundante
no ambiente de restinga, as plantas tendem a usar o sodio no lugar do potassio,
substituindo-o em fungdes osmadticas ou metabdlicas. Além disso, este elemento é
considerado essencial para o crescimento de algumas plantas haldfitas (FAQUIN
2005). A alta concentragéo de sodio encontrada na Restinga de Jurubatiba pode ser
explicada pela constante influéncia do spray marinho, pois os sais tendem a ser
facilmente lixiviados pela agua da chuva (ROCHA, 2012) chegando rapidamente ao
lengol freatico superficial encontrado na regiao.

A vegetacgao de restinga se desenvolve longe de locais onde a saturagao por
aluminio é alta (SATO, 2007), sendo a relagdo da fertilidade dos solos inversamente
proporcional a saturagdo por aluminio (GOODLAND, 1971). Por se apresentar de
forma toxica, muitas plantas de restinga apresentam exsudados que promovem a
complexacdo do aluminio, aumentando sua tolerancia ao mesmo, e também
agregando em sua rizosfera graos de areia (FAQUIN, 2005; ROCHA, 2012).

A Soma de Bases Trocaveis (SB) encontrada foi de 9,36 mmol./dm? (Tabela 1),
sendo menor que o valor encontrado nas restingas de Santa Catarina (30,47
mmol./dm?) (SILVA et al., 2016) e Espirito Santo (3,8 x 103 g/dm3) (ROCHA, 2012).
Segundo SOBRAL et al. (2015), as bases trocaveis sao calcio, magnésio, potassio e
sédio. Sua quantidade determina o grau de intemperismo do solo, sendo alto para
solos jovens (menos intemperismo), e baixo para solos antigos (mais intemperismo).
Indicando um solo altamente intemperizado na Restinga de Jurubatiba.

O valor de Saturagdo de Bases (V) encontrada no solo da Restinga de
Jurubatiba foi de 42,6 %, (Tabela 1) maior do que a encontrada na restinga do Parque
Estadual do Acarai em Santa Catarina por SILVA et al. (2016), com 29,0 %. Esse
maior valor do teor de bases é explicado pelos elevados valores de Ca?* e Mg?*.
Apesar disso, o solo de restinga possui um valor de saturagdo de bases abaixo do
ideal (70%), isso se deve ao carater acido do solo (SOBRAL et al., 2015). Ja o indice
de saturagao de aluminio (m) encontrado foi de 10,6 %, menor do que o valor de 32,34
%, encontrado no Parque Estadual Paulo César Vinha no ES por ROCHA et al. (2012).

Na restinga de Jurubatiba os individuos de A. arenaria podem ser encontrados
dentro e fora de moitas, mas em geral apresentam um estilo de vida solitario. O guriri

apresenta caracteristicas capazes de minimizar diversos tipos de estresses abidticos
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locais, como altas temperaturas (GURNEY & LAWTON, 1996; VALIENTE-BANUET &
EZCURRA, 1991), facilitando a entrada de outras espécies no ambiente. Visto isso,
A. arenaria pode ser considerada, segundo SAMPAIO et al., (2005), uma ‘nurse plant’.
Estudos indicam que existem diversos tipos de ‘nurse plants’ na restinga (SAMPAIO
et al., 2005), juntamente a A. arenaria, esse grupo de plantas é essencial para a
estrutura e funcionalidade de comunidades de plantas na restinga (SCARANO, 2002).

A matéria organica agrupada ao redor dos individuos de guriri favorece o
acumulo de nutrientes na superficie do solo (CALLAWAY, 1995), diminui a velocidade
da perda de agua por infiltragdo (JOFFRE & RAMBAL, 1993), e ameniza a variagao
de temperatura do solo proximo as raizes (WU et al., 2007).

Allagoptera arenaria apresenta um caule encurtado subterrdneo e cespitoso
(Figura 6). Diante de um ponto de vista competitivo, o guriri que € uma planta pioneira
do ambiente de restinga, n&o encontra competicdo por espacgo ou luz, excluindo a
necessidade de investimento no desenvolvimento de um caule robusto. O caule
encurtado otimiza também o transporte de agua entre sua area foliar e radicular e
reduz a area da planta exposta a altas luminosidades e temperaturas, deixando a
mostra apenas suas folhas.

Sua coroa foliar &€ formada por folhas pinadas bem desenvolvidas (Figura 6),
proporciona uma maior area de contato com a luz, favorecendo a fotossintese. Mesmo
que constantemente expostas a altas luminosidades suas folhas sédo protegidas por
uma camada de cera, tanto abaxial quanto adaxialmente, o que confere uma protecao
mecanica para folha, reduz a perda de agua por transpiragao, reflete o excesso de
luminosidade e protege contra microrganismos (HEREDIA, 2003; BARGEL et al.,
2004; SHEPERD & GRIFFITHS, 2006; BUSCHHAUS & JETTER, 2011). Além disso,
o fato das folhas serem recortadas auxilia o resfriamento da superficie foliar pela acao
do vento.

Segundo MORAES (1996), A. arenaria apresenta raizes adventicias longas que
chegam até 50 cm, porem em dados obtidos neste trabalho foram encontradas raizes
de até 3 m de comprimento em um individuo pequeno (Figura 6). O padrdao de
crescimento das raizes de A. arenaria possibilita cobrir grandes areas em busca de
nutrientes e agua. As raizes apresentam pequeno calibre, sendo seu crescimento e
renovagao menos custosos para a planta, possibilitando a exploragdo de uma maior

area.
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Anatomicamente, a raiz de A. arenaria apresenta uma epiderme proeminente,
cujas células possuem um maior didmetro em relagao as células do cortex (Figura 7).
Essa caracteristica indica a importancia da epiderme para a prote¢cdo mecanica e
térmica da raiz. Entretanto, em regides mais desenvolvidas da raiz e menos ativas na
absorcao, a epiderme é substituida pela exoderme.

As células da exoderme apresentam parede espessa e esclerificada (Figura 7),
em funcdo da deposigéo de suberina ou lignina, proporcionando uma maior protegcéo
para a raiz. Como visto por STASOVSKI & PETERSON (1991), raizes que apresentam
células esclerificadas conseguem manter o conteudo interior intacto e permanecem
funcionais por mais tempo. A deposicdo de lignina junto a suberina promove
impermeabilizagdo da parede celular impedindo a entrada de patogenos ou
substancias indesejaveis (ENSTONE et al., 2002).

Na regidao do cértex, foi observada uma progressiva formacédo de lacunas,
conforme ocorre a maturagédo do 6rgao. A presenca de restos de células no interior
das lacunas indica que, possivelmente, o aerénquima € do tipo liségeno, formado a
partir da lise celular, que caracteriza a formagcdo do aerénquima (Figura 7). O
aerénquima, geralmente encontrado em plantas aquaticas, desempenha fung¢ao de
melhorar o suprimento de oxigénio para os tecidos da raiz (COLMER, 2003a;
COLMER, 2003b). Acredita-se que em A. arenaria, 0 aerénquima esteja relacionado
ao armazenamento de gases e a difusdo longitudinal do oxigénio e gas carbdnico ao
longo da raiz, de modo a evitar a anoxia. Por apresentar um lencol freatico superficial,
individuos de A. arenaria estao sujeitos a alagamento em épocas de chuva. Sabe-se
também que em plantas C3, como A. arenaria, a produ¢ao de aerénquima pode ter
beneficios fotossintéticos, facilitando a difusdo do COz produzido pela respiracédo da
raiz até a folha (CONSTABLE et al., 1992).

Em arroz (Oryza sativa L.), a formagao de aerénquima, do tipo lisdgeno, é
induzida por diversos fatores como estresse salino (KRISHNAMURTHY et al., (2009),
deficiéncia parcial de oxigénio (hipdxia), deficiéncia de N ou P e por elevada
concentragao de etileno endogeno (DREW et al., 1989). A formagéo de aerénquima
diante de fatores estressantes também foi observada em Metroxylon sagu por NITTA
et al. (2002) e milho (Zea mays L.) por DREW et al. (1989).

Em ambientes pobres em P, a formagao de aerénquima contribui para reducéo

do gasto energético com respiragao através da diminuigdo do numero de células, o
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que reduz também a demanda de P e o consumo de energia na exploragao do solo
(LYNCH & BROWN, 1998).

A identificacado da proteina ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase 1°) de resposta a
hipoxia (HOEREN et al., 1998) nas amostras de raizes de A. arenaria corrobora com
o papel do aerénquima na difusdo de gases. A formacédo de aerénquima também
pode ser explicada pela deficiéncia de N e P observada nos solos da restinga de
Jurubatiba.

A endoderme, a camada mais interna do cértex, apresenta células com parede
espessa em formato de “U”, juntamente com a exoderme ela contribui para a protegéo
das raizes contra diferentes estresses, como a falta de agua, patdégenos,
contaminantes organicos, metais pesados e salinidade (ENSTONE et al., 2002).
Células esclerificadas, do tipo braquiesclereide, foram observadas ao redor da
endoderme formando um anel esclerenquimatico bem definido, assim como o
encontrado na folha de A. arenaria (DEFAVERI et al., 2015). Os braquiesclereides
representam uma protecdo mecénica adicional que garante a funcionalidade do
cilindro vascular.

Em folhas, uma das fungbes do esclerénquima é a de protecdo contra
herbivoria (MATTO et al., 2015), em raizes sabe-se que sua agao esta mais
relacionada com a sustentagao do 6rgao e protecéo de células de camadas interiores
podendo estar relacionado com predacio. A auséncia de compostos fendlicos livres,
sugerem que a raiz de A. arenaria nao foi um alvo de predagéo durante o periodo de
coleta, uma vez que os fendis sdo uma das principais defesas quimicas encontradas
em plantas (BOECKLER et al., 2011).

A regido da medula, assim como a exoderme, apresenta células com parede
espessa, possivelmente lignificadas (Figura 7), conferindo maior robustez e
resisténcia mecanica para o érgao.

A reserva de amido encontrada em células do cértex em raizes (Figura 8), pode
indicar grande capacidade de regeneragao da espécie (BOWEN et al., 1992), sendo
uma fonte energética para reabastecer o maquinario enzimatico e o transporte de
substancias entre membranas (MARSHALL & WARING, 1985). Os resultados
morfoanatomicos demonstram caracteristicas unicas, tais como o tamanho das raizes,
a formacéo de aerénquima e reserva de amido ao longo das raizes. Entender quais
sdo e como funcionam as caracteristicas adaptativas do guriri podem ajudar a

entender como plantas conseguem sobreviver no ambiente de restinga. Mesmo com
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tamanha importancia, a quantidade de trabalhos sobre essa espécie ainda é pequena,
salvo os trabalhos de SEUBERT (1998a, 1998b), ndo existem trabalhos sobre a
anatomia radicular do género Allagoptera, e da espécie A. arenaria. A maioria dos
trabalhos anatdmicos dessa espécie sdo baseados em sua anatomia foliar (MORAES
R.M, 1996; DEFAVERI et al., 2015; PINEDO, 2015; PINEDO et al., 2016).

As plantas respondem ao ambiente baseando-se em uma gama de processos,
0s quais podem provocar mudangas morfologicas, fisiolégicas e moleculares. A
analise do perfil de proteinas pode ser relacionada as respostas do organismo a um
determinado tipo de estresse, onde cada estagio de resposta da planta geraria um
perfil proteico diferente, tornando a protebmica uma &6tima ferramenta para o
entendimento de determinadas respostas das plantas a esses ambientes (KOSOVA
et al., 2011). Neste trabalho, a analise proteémica foi aplicada com o objetivo de
identificar e quantificar as proteinas que sdo expressas nos tecidos de raiz de plantas
crescidas no ambiente natural de restinga. Esse estudo permitiu conhecer um pouco
da resposta molecular de plantas aos estresses abidticos e bidticos, sendo um dos
primeiros trabalhos a ter como modelo a espécie Allagoptera arenaria, popularmente
conhecida como guriri, presente no PARNA da Restinga de Jurubatiba.

Dos 22 grupos encontrados e agrupados utilizando o ‘Cytoscape’, 5 estéo
diretamente ligados a algum tipo de estresse, sendo proteinas referentes ao grupo 1
que correspondem a proteina PIP-1 (‘Plasma Membrane Intrinsic Protein’), o grupo 3
que corresponde a proteina PR5K (‘PR5-LIKE Receptor Kinase’), o grupo 6 que
corresponde a proteina ‘Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1°, o grupo 14 que
corresponde a proteina ‘TGN-Localized SYP41 Interacting’ e o grupo 17 que
corresponde a proteina ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase 1°) (Figura 9). Dentre esses
grupos, somente o grupo 14 nao apresentou interagdes com os outros grupos, tendo
um mecanismo de resposta individual. Os outros grupos apresentam a possibilidade
de interagao entre si, possibilitando a estes a capacidade de resposta a diversos
estresses em conjunto. Procurar identificar as interagbes € um processo fundamental
para entender os processos fisiologicos e celulares (BELLATI et al., 2016).

Além dos grupos apontados acima, ha outros grupos relevantes, tais como o
grupo 2 da proteina SMK 2 (‘Sterility-Regulating Kinase Member 2°), que em conjunto
com os demais, possibilita que A. arenaria responda a estresses enquanto regula o

desenvolvimento de meristemas radiculares, aumentando assim a sua area radicular.
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Ja o grupo 5, da proteina CHC 1 (‘Clathrin Heavy Chain 1°), regula a abertura dos
estdmatos nos momentos em que a planta necessita.

Durante a analise proted6mica foram encontradas proteinas da familia das
aquaporinas, proteinas chave do grupo 1, sendo visualizada na analise de ‘networks’
com diversas possiveis interacdes, mostrando a sua importancia na sobrevivéncia de
A. arenaria no ambiente de restinga. A fosforilagdo de aquaporinas € um importante
componente que representa a resposta de plantas a estresse hidrico (BELLATI et al.,
2016), salino e de baixas temperaturas (AFZAL et al., 2016), como em Arabidopsis
quando submetida a estresses abidticos (DI PIETRO et al., 2013; PRAK et al., 2008).
A fosforilagdo de aquaporinas pode ser feita por RLKs (‘Receptor-Like-
serine/threonine-Kinases’) (MORILLO & TAX, 2006), e por LRRs (‘Leucine-Rich-
Repeat’) (WU et al., 2013), ambas proteinas foram encontradas no trabalho.

Em sua maioria, o estresse abidtico afeta todos os mecanismos da planta
relacionados a agua, levando a planta a responder de maneira celular e fisiologica
para evitar qualquer perda (AFZAL et al., 2016). As aquaporinas sao reguladores vitais
de transporte de agua dentro da planta, sendo elas de grande importancia para a
sobrevivéncia da planta (AFZAL et al., 2016) em ambientes como o de restinga. Essa
grande importancia das aquaporinas para A. arenaria pode ser visualizada na analise
protedmica, a qual mostrou que cerca de 45% do conteudo proteico na forma de
proteinas da familia das aquaporinas (Figura 12).

Em uvas (Vitis vinifera), por exemplo, a expresséo de aquaporinas nas raizes
foi maior diante de um estresse hidrico em cultivares anisohidricos (VANDELEUR et
al., 2009). Em Arabidopsis thaliana, a superexpressao do gene transgénico GoPIP1
proveniente de Galega orientalis, indicou vulnerabilidade ao estresse hidrico porem
demonstrou resisténcia ao estresse salino (LI et al., 2015). Em seu estudo AROCA et
al. (2007) concluiu que a resposta da planta ao estresse hidrico por meio da expressao
de PIPs (‘Plasma Membrane Intrinsic Protein’) podem variar com a sua interagao com
fungos micorrizicos arbusculares.

A principal proteina do grupo 3, PR5K (‘PR5-LIKE Receptor Kinase’), atua
como um homologo da proteina SRK, responsavel pela fosforilagdo de outras
proteinas em resposta ao reconhecimento de corpos estranhos ou patégenos (WANG
et al., 1996). Esta proteina esta relacionada com a familia de proteinas PR
(‘pathogenesis-related’), sendo uma das responsaveis pelo reconhecimento de sinais

bidticos, tais como patégenos (WANG et al., 1996). Em A. thaliana, esta é encontrada
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em maiores concentracdes em tecidos de inflorescéncia e raizes. Sua resposta a
sinais patogénicos foi testada em algumas espécies, sendo a introdugao deste gene
referente a proteina PR5K, testado em cana-de-agucar por SACILOTO (2003).

A proteina chave do grupo 6 Cu/ZnSOD (‘Copper/Zinc Superoxide Dismutase
1°), junto com MnSOD (‘Manganese SOD’) e FeSOD (‘lron SOD’), sdo os trés tipos
proteicos da familia de ‘Superoxide Dismutase’. Sendo umas das primeiras enzimas
da via de sinalizagao antioxidante (PRASHANTH et al., 2008), sua func&o é catalisar
a dismutagao de radicais de superoxido, modificando os niveis de oxigénio e perdxido
de hidrogénio celular, atuando como um mecanismo de resposta a estresses
(BOWLER et al., 1992). Diferentes respostas podem acontecer de acordo com o tipo
de estresse que a espécie é submetida. Um trabalho realizado por TSANG (1991),
mostrou que folhas de Nicotiana plumbaginifolia quando submetidas a calor, tinha
aumentada a expressao do mRNA para enzima Cu/ZnSOD no citoplasma. Ja quando
estas eram submetidas ao frio, 0 aumento da expressao foi para enzima FeSOD em
cloroplastos. Em tomateiros, foi observado o aumento da expressao da Cu/ZnSOD,
quando a planta foi exposta ao herbicida paraquat, assim como ao déficit
hidrico(TSANG, 1991). Resposta semelhante foi vista por MALAN et al. (1990), em
espécies milho quando também submetidos ao déficit hidrico.

Em plantas transgénicas de Medicago sativa, a maior presenga de MnSOD foi
responsavel pela melhor recuperagcdo apds um estresse de baixa temperatura
(MCKERSIE et al., 1993). Ja em plantas transgénicas de arroz transformadas com
SOD, foi observada uma maior tolerancia ao estresse oxidativo, salino e hidrico
(PRASHANTH et al., 2008).

A proteina chave do grupo 14 TGN-SYP41 (‘Trans-Golgi Network-Localized
SYP41 Interacting’), € uma proteina localizada no tubulo-vesicular derivado do
Complexo de Golgi (STAEHELIN & KANG, 2008). Membro da familia SNARE ‘TGN-
Localized SYP4 (41/42/43) Interacting’, faz parte de diversas vias de transporte
vesicular, regula auxina e da resisténcia a planta contra estresses bidticos e abidticos
(UEMURA et al., 2012%; UEMURA et al., 2012°).

Em A. thaliana o grupo de proteinas SYP4 e sua interagdo com TGN esta ligada
a respostas de planta a doengas, estresse salino e osmoético (UEMURA et al., 20123
UEMURA et al., 2012°). Em 2017, ROY & BASSHAM , apds analisar o alongamento

e movimento de rotagdo da raiz crescendo em um meio de cultura “impenetravel”,
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concluiram que proteinas do tipo ‘TGN-Localized’ quando expressas em maior
quantidade, refletem um auxilio no crescimento a raiz.

A principal proteina do grupo 17 é a enzima ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase
1’), esta é expressa em maior quantidade quando a planta enfrenta algum tipo de
estresse abiotico (CHRISTIE et al., 1991; BUCHER et al., 1995), mas um aumento da
sua expressao pode estar relacionada também a altas taxas de atividade do
metabolismo de sacarose, como ocorre em uvas (TESNIERE et al., 2006). Também
foi observada o aumento da sua atividade em espécies de milho e arroz quando se
encontram em condigbes anaerdbicas (HAGEMAN, 1960) e frio (CHRISTIE et al,
1991). Esta enzima esta ainda incluida num grupo chamado de elementos de resposta
a anoxia (ARE) (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2008). Estudos realizados por
HOEREN et al. (1998) ja mostravam que as raizes de plantas respondem a condigbes
de baixo oxigénio, modificando seu metabolismo de carboidrato, saindo do padréao
oxidativo para o fermentativo.

Quando uma planta é exposta a um estresse abidtico, seus genes sado ativados,
produzindo diversas moléculas, dentre estas estdo as proteinas que vao proporcionar
a resposta a estes estresses (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2008). Estudos como o
de HAKE et al. (1985) e KELLEY (1989) concluiram que a expressao de mRNA de
ADH1 era maior em plantas expostas a estresses abiodticos, o que torna a producéao
da proteina ADH1 uma resposta a um estresse abidtico, nesse caso a falta de
oxigénio.

A andlise protedmica revelou, de maneira geral, proteinas relacionadas
diretamente e indiretamente a diversos tipos de estresse e a resposta do organismo
para a sobrevivéncia na restinga. Apesar dos resultados encontrados, mais estudos
protebmicos de carater comparativo precisam ser realizados para auxiliar no
entendimento da resposta do guriri (Allagoptera arenaria) e/ou de outras espécies
diante das quatros estagdes do ano, ou durante o regime de chuva e de seca.
Particularmente, a analise proteémica associada aos estudos anatdmicos podem
ajudar a entender como a mesma espécie responde a diferentes condigdes do
ambiente de restinga. Devido a poucos trabalhos voltados para o sistema radicular de
plantas de restinga, esse trabalho teve em sua abordagem um meio para o inicio do
entendimento de algumas respostas da planta ao seu ambiente, fornecendo dados
que possam indicar possiveis adaptacdes que permitem essa espécie habitar no

ambiente de restinga.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

» Allagoptera arenaria, popularmente conhecida como guriri, consegue sobreviver
e se desenvolver bem no ambiente estressante do PARNA da Restinga de
Jurubatiba. Essa espécie suporta altas variacdes de temperatura, luminosidade e
umidade relativa do ar, todos os dias e ao longo do dia e noite (24h). Consegue
sobreviver diante de um solo nutricionalmente pobre, tanto de micro quanto de
macro nutrientes, além de enfrentar periodos de seca e de muita chuva, sendo
encontrado tanto em ambientes secos quanto em ambientes alagados.

» A analise morfoanatdmica demonstrou grande plasticidade dos individuos de A.
arenaria, que podem ser encontrados dentro de moitas e em meio a areia nua,
com caule e raizes completamente enterrados, tendo unicamente sua coroa foliar
para fora da areia.

» A analise anatdbmica demonstrou caracteristicas adaptativas dessa espécie como
uma camada de epiderme proeminente, a qual pode ser substituida por diversas
camadas de exoderme proporcionando maior protecio para a raiz. A formacao de
aerénquima na regido do cértex para o armazenamento de gases e a difusdo
longitudinal do oxigénio e gas carbdnico. A presenca de células esclerificadas
tanto na endoderme quanto na exoderme, indicando uma protecdo mecanica
adicional para as raizes. Além da grande quantidade de amido encontrada nas
células do cortex que ddo a essa espécie a capacidade de regeneragdo e
suprimento energético.

» A analise protedmica permitiu a identificagao de 307 proteinas, com 45,3% desse
total voltadas para a resposta ao déficit hidrico e 22,1% desse total voltadas para
o0 estresse oxidativo, dentre outras em menores quantidades, mas também
voltadas para estresses em geral.

» A producido de redes de interacdo de proteina/proteina permitiu visualizar e
entender a grande complexidade de interagdo de resposta de A. arenaria ao
ambiente de restinga por meio de 22 grupos, onde 5 estado diretamente ligados a

algum tipo de estresse, sendo proteinas referentes ao grupo 1 que correspondem
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a proteina PIP-1 (‘Plasma Membrane Intrinsic Protein’), o grupo 3 que
corresponde a proteina PR5K (‘PR5-LIKE Receptor Kinase’), o grupo 6 que
corresponde a proteina (‘Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1°), o grupo 14 que
corresponde a proteina (‘TGN-Localized SYP41 Interacting’) e o grupo 17 que
corresponde a proteina ADH 1 (‘Alcohol Dehydrogenase 1°). Além dos grupos 2 e
5, proteina SMK 2 (‘Sterility-Regulating Kinase Member 2°) e proteina CHC 1
(‘Clathrin Heavy Chain 1°), que nao estao diretamente ligados a nenhum tipo de
estresse, mas com fungdes essenciais para a sobrevivéncia da espécie.

Todas essas caracteristicas adaptativas permitem que A. arenaria habite no
ambiente de restinga, podendo ainda facilitar a entrada de outras espécies no
ambiente. Com capacidade de fornecer nutrientes e manter por mais tempo
umidade na superficie do solo com suas folhas senescentes. Sendo essa espécie
pioneira essencial para a estrutura e funcionalidade de comunidades de plantas

de restinga.
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