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RESUMO

SANTANA-ROSA, Tiago, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2018. Variagoes morfoanatomicas e fisiolégicas de duas espécies
hiperacumuladoras de aluminio em diferentes fitofisionomias do
Cerrado. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Coorientadores: Adriano
Nunes Nesi, Carlos Ernesto Reynald Gongalves Schaefer e Pedro Anténio
Oliveira Mangabeira.

A vegetacdo do Cerrado apresenta um grande numero de adaptagdes a
fatores bidticos e abidticos, sendo a capacidade de excluir ou acumular
aluminio (Al) em seus tecidos uma das principais. Sabe-se que diferengas na
absorcgao e translocacado de metais podem estar relacionadas a varios fatores
entre esses as taxas transpiratérias, que dependem da condutancia
estomatica, que por sua vez é influenciada pela disponibilidade de luz.
Recentemente, em area de Cerrado, as plantas acumuladoras foram
separadas em dois subgrupos funcionais: tolerantes e nao tolerantes ao
sombreamento, evidenciando a necessidade de estudos que demonstrem
como ocorre a absor¢cao e acumulo de aluminio nas espécies, quando em
fitofisionomias que diferem quanto a intensidade luminosa. As espécies
Rudgea viburnoides (Rubiaceae) e Qualea grandiflora (Vochysiaceae) foram
selecionadas por sua ampla ocorréncia nas fitofisionomias e solos do Cerrado
da Floresta Nacional de Paraopeba, area de realizagao deste projeto. Este
estudo teve como objetivos identificar as estratégias de acumulo de Al e as
respostas morfofisioldgicas de duas espécies de Cerrado hiperacumuladoras
de Al em fitofisionomias que apresentam variagao da intensidade luminosa e
teor de Al nos solos. Para alcangar esses objetivos foram analisados: a
morfologia foliar (area, massa, area especifica, densidade, comprimento e
largura da folha) micromorfometria foliar (espessuras da epiderme adaxial,
abaxial, parénquimas paligadico e esponjoso e espessura total), os teores de
Al, Ca, Fe, K, Mg, N, P e S no solo e nos 6rgaos vegetativos; as trocas gasosas
(fotossintese liquida, conduténcia estomatica e transpiragdo); o teor dos
pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e carotenoides); o teor de compostos
fendlicos, de aminoacidos, de proteinas e de amido; as variagdes
morfoanatdmicas promovidas pela luz; e os sitios de acumulo do Al a nivel

celular e subcelular, utilizando microscopia de luz e eletrénica de varredura
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com espectroscopia de energia dispersiva (MEV/EDS). R. viburnoides quanto
Q. grandiflora apresentaram caracteristicas morfolégicas tipicas de individuos
que ocorrem em ambiente de sol e sombra. No entanto, a micromorfometria
mostrou que, enquanto R. viburnoides apresentou variagdes somente na
espessura dos tecidos, Q. grandiflora apresentou grandes variagdes
estruturais nos diferentes ambientes, indicando maior plasticidade fenotipica
desta ultima espécie. O acumulo de aluminio em ambas espécies foi maior
nos ambientes a pleno sol, estando possivelmente relacionado com a elevada
transpiracdo, uma vez que o aluminio é transportado até a parte aérea via
corrente transpiratéria. Diferente do encontrado na literatura para espécies de
sol e sombra, as duas espécies apresentaram maiores taxas fotossintéticas
no ambiente sombreado, possivelmente relacionadas com temperaturas mais
amenas do ambiente de sombra e microclima mais adequado. Além disso, os
parametros de fluorescéncia da clorofila a indicaram que nos individuos do
ambiente a pleno sol e dos ambientes sombreados nao ocorreram prejuizos
no processo fotossintético e os dois fotossistemas funcionam
adequadamente. Os pigmentos fotossintéticos também contribuem para o
ajuste fotossintético nos individuos, pois no ambiente de sombra a
concentracao destes € maior, proporcionando captura mais eficiente da luz
aliada a maior area foliar. Os resultados do presente estudo permitem inferir,
com base nas anadlises de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e
composi¢ao bioquimica, que as duas espécies ndo apresentam sinais de
estresse devido a acidez e excesso de aluminio no solo ou em razdo da

radiacao incidente.
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ABSTRACT

SANTANA-ROSA, Tiago, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2018. Morphoanatomical and physiological variations of two
hyperaccumulators of aluminum species in different Cerrado
phytophysiognomies. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-Advisers: Adriano
Nunes Nesi, Carlos Ernesto Reynald Gongalves Schaefer and Pedro Anténio
Oliveira Mangabeira.

Cerrado vegetation presents a large number of adaptations to biotic and
abiotic factors, and the ability to exclude or accumulate aluminum (Al) in its
tissues is one of the main ones. It is known that differences in the absorption
and translocation of metals may be related to several factors among these
transpiration rates, which depend on the stomatal conductance, which in turn
is influenced by the availability of light. Recently, in the Cerrado area, the
accumulating plants were separated into two functional subgroups: tolerant
and non-tolerant to shading, evidencing the need for studies that demonstrate
how absorption and accumulation of aluminum occurs in species, when in
phytophysiognomies that differ in light intensity. The species Rudgea
viburnoides (Rubiaceae) and Qualea grandiflora (Vochysiaceae) were
selected for their wide occurrence in the phytophysiognomies and soils of the
Cerrado of the National Forest of Paraopeba, area of realization of this project.
The objective of this study was to identify Al accumulation strategies and
morphophysiological responses of two species of Al hyperaccumulating
Cerrado in phytophysiognomies that present variation of light intensity and Al
content in soils. In order to reach these objectives, the leaf morphology (area,
mass, specific area, density, length and width of the leaf) were analyzed by
foliar micromorphometry (adaxial, abaxial epidermis, palisade and spongy
parenchyma and total thickness), Al, Ca, Fe, K, Mg, N, P and S in soil and
vegetative organs; gas exchanges (liquid photosynthesis, stomatal
conductance and transpiration); the content of photosynthetic pigments
(chlorophyll a, b and carotenoids); the content of phenolic compounds, amino
acids, proteins and starch; the morpho-anatomical variations promoted by
light; and Al accumulation sites at the cellular and subcellular level, using light
and scanning electron microscopy with dispersive energy spectroscopy (SEM
/ EDS). R. viburnoides and Q. grandiflora presented typical morphological
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characteristics of individuals occurring in the sun and shade environment.
However, micromorphometry showed that, while R. viburnoides presented
variations only in tissue thickness, Q. grandiflora presented large structural
variations in the different environments, indicating greater phenotypic plasticity
of the latter species. The accumulation of aluminum in both species was higher
sun environments, being possibly related to the high transpiration, since the
aluminum is transported to the aerial part through the transpiratory current.
Different from that found in the literature for sun and shade species, the two
species showed higher photosynthetic rates in the shaded environment,
possibly related to the milder temperatures of the shade environment and the
more adequate microclimate. In addition, the chlorophyll a fluorescence
parameters indicated that in the individuals of the three environments no
losses occur in the photosynthetic process and the two photosystems work
properly. The photosynthetic pigments also contribute to the photosynthetic
adjustment in the individuals, because in the shade environment the
concentration of these is greater, providing more efficient capture of the light
allied to the greater leaf area. The results of the present study allow to infer,
based on gas exchange analysis, chlorophyll a fluorescence and biochemical
composition, that the two species show no signs of stress due to acidity and

excess of aluminum in the soil or due to the incident radiation.
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INTRODUGAO GERAL

O Cerrado é uma formagao vegetacional caracterizada por um estrato
lenhoso e outro herbaceo, constituido por fitofisionomias mais abertas (campo
limpo, campo sujo e campo Cerrado) e fitofisionomias mais fechadas (Cerrado
sensu stricto e Cerradao) (Coutinho 1978). Tal formacéo distribui-se de forma
continua em dez estados e no Distrito Federal, abrangendo as regides Norte,
Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste do pais, e faz divisa com os dominios
floresta amazénica, caatinga, mata atlantica e o complexo pantanal (BRASIL-
MMA 2014). Em Minas Gerais, o Cerrado ocupa cerca de 50% do estado
(Salgado e Oliveira 2012).

O Cerrado € o segundo maior dominio fitogeografico do Brasil,
ocupando aproximadamente 25% do territorio nacional (Sano et al. 2008), e
um dos 34 hostpots estabelecidos para conservacdo da biodiversidade do
planeta (Galindo-Leal et al. 2005). Entre as savanas mundiais, o Cerrado
apresenta uma rica flora com cerca de 12.000 espécies e elevado endemismo
(Mendonga et al. 2008). Porém, o uso extensivo deste dominio para
agropecuaria, produgcdo de carvao e urbanizagdo, associado a pequena
quantidade de unidades de conservacgao, fazem com que os esforgos para a
conservagao desse dominio sejam insuficientes (BRASIL-MMA, 2014).

A sobrevivéncia das espécies no Cerrado implica em uma série de
adaptacoes aos diferentes fatores bidticos e abidticos (Walter et al. 2008),
dentre os quais destacam-se: o fogo (Simon et al. 2009), as variagcbes da
temperatura; a seca sazonal (Walter et al. 2008). Além disso, os solos, em
geral sado &acidos e distréficos com baixos teores de calcio, fosforo e
micronutrientes, que se encontram adsorvidos aos oOxidos de ferro e de
aluminio (Neri et al. 2012). Estes ions estdo disponiveis em altos teores, e
promovem a reducdo na absor¢cao de anions potencialmente fitotoxicos
(Vitorello et al. 2005).

O aluminio (Al) € o metal mais abundante da crosta terrestre (Kochian
1995) e, geralmente, ocorre em formas n&o fitotdxicas, tais como
aluminossilicatos e 6xidos de Al (Kochian 1995; Grevenstuk e Romano 2013).
Ha cerca de 114 anos foi reconhecido que em solos acidos, como no Cerrado,

o aluminio é solubilizado a forma i6nica (Al(H20)6%*), mais comumente
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conhecido como AI** (Veitch 1904), téxico, principalmente para as plantas
cultivadas, mesmo quando as concentragbes desse ion sao baixas (Vitorello
et al. 2005).

As espécies que se desenvolvem no Cerrado nao apresentam
limitagbes em sua capacidade de absorver os nutrientes essenciais, crescer
e se reproduzir em presenga do Al (Haridasan 2008). As espécies podem
apresentar dois mecanismos de resposta ao Al: exclusao, quando o Al nao
entra no simplasto; e acumulo ou tolerancia interna, quando o Al € imobilizado
e acumulado no simplasto das células de raizes e da parte aérea, porém a
predominancia de um mecanismo nao exclui a ocorréncia do outro em menor
intensidade (Kochian et al. 2015).

As espécies exclusoras sdo aquelas que nao translocam o Al para a
parte aérea por apresentarem mecanismos que impedem a absorgcéo do ion
pela raiz ou o seu acesso ao simplasto (Kochian et al. 2015). Estes
mecanismos sao: a ativacdo de canais anidnicos da membrana plasmatica
com eliminacdo de acidos organicos, elevacdo do pH da rizosfera e
consequente indisponibilizagdo do AI®* (Horst et al. 2010); a inibicdo de
transportadores para o Al (Ryan e Delhaize, 2010); e o grau de metilagdo das
pectinas que determina a ligagao e imobilizagao do Al na parede celular (Tolra
et al. 2011; Gonzalez-Santana et al. 2012).

As espécies acumuladoras absorvem grandes quantidades de Al,
podendo direciona-lo para diferentes compartimentos das células da raiz e
transloca-lo até a parte aérea, imobilizando-o nos diferentes tecidos (Jansen
et al. 2002). Este ion pode interagir com lipidios e proteinas da membrana
plasmatica, induzindo alteragdes nas propriedades estruturais, na fluidez e na
permeabilidade, o que resulta no enrijecimento dessa estrutura (Horst et al.
2010). Além disso, a entrada de Al ativa mecanismos celulares de
destoxificacado, ocorrendo a sua complexagao com ligantes no citosol, como
compostos fenolicos, acidos organicos, fosfatos, sulfatos e compostos
tiolados, formando compostos de baixo peso molecular (Watanabe et al.
2005), que resultam na quelagao e armazenamento nos vacuolos (Kochian et
al. 2002; Negishi et al. 2013).

O aluminio é translocado até a parte aérea via xilema, na forma de Al-

malato ou Al-citrato, sendo imobilizado em diferentes tecidos e



compartimentos celulares (Kinraide et al. 2005). Nas folhas, a parede celular
das células epidérmicas e do mesofilo € um local de acumulo preferencial do
Al, por ser atraido pelas cargas negativas das pectinas da parede celular
(Tolra et al. 2011; Gonzales-Santana et al. 2012; Brunner e Sperisen 2013).
Nos vacuolos de alguns idioblastos, ocorre a complexag¢ado do aluminio com
cristais de oxalato, sendo também uma estratégia que impossibilita que esse
elemento promova alteragdes metabdlicas nas células (Jansen et al. 2002; Ma
et al. 2007). Cabe ressaltar que a maioria dos dados citados foram obtidos em
experimentos com plantas cultivadas, existindo poucas informagdes sobre
plantas nativas.

Estudos tém demonstrado a presenca de Al nos cloroplastos de
algumas plantas nativas (Andrade et al. 2011; Malta et al. 2016). Sabe-se que
o Al reduz o teor dos pigmentos fotossintéticos, as trocas gasosas e a
assimilacédo de CO2 (Andrade et al. 2011). Entretanto, os efeitos do Al na
ultraestrutura e no funcionamento dessa organela nao estao elucidados (Malta
et al. 2016). O Al também pode aumentar a produgéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) acelerando o processo de morte celular (Li e Xing 2011).
Além disso, o Al interfere no funcionamento das proteinas Fe-S, reduzindo o
transporte de elétrons, a producédo de ATP e a atividade da cadeia
transportadora de elétrons (Li e Xing 2011; Ezaki et al. 2013).

Recentemente, no Cerrado da Floresta Nacional (FLONA) de
Paraopeba, MG, a distribuicido das plantas acumuladoras de Al foi avaliada
em fungado das variaveis ambientais. Esse grupo foi dividido em dois sub-
grupos funcionais: tolerantes e nao-tolerantes ao sombreamento (Guevara
2015). A luz promove variagcdes na area, massa, espessura e densidade foliar,
na densidade e indice estomatico e nas proporcoes de tecidos
fotossintetizantes em relagdo aos n&o-fotossintetizantes (England e Attiwill
2006). Altas incidéncias luminosas e altas temperaturas, quando associadas
a presenca de metais, podem interferir na condutancia estomatica, tendo
como consequéncia a reducao das taxas fotossintéticas, de assimilacdo de
CO2 e a alteragao da corrente transpiratéria (Elfadl e Luukkanen 2006).

Varios fatores ambientais, incluindo a presenca de metais pesados,
promovem alteracbes na biossintese de metabdlitos primarios (glicose,

frutose, sacarose, amido, malato, aminoacidos, proteinas e lipidios), em

3



funcdo de modificagdes nas rotas de biossintese destes compostos (Shou et
al. 2007). Estudos sobre a influéncia de fatores ambientais no perfil metabdlico
de plantas nativas do Cerrado sdo ainda incipientes. Assim, analises que
permitam esclarecer se as condi¢gdes de luminosidade, temperatura e teor de
Al nos solos promovem ajustes metabdlicos que modulam as respostas das
plantas ao aluminio sdo essenciais.

Nos ambientes de Cerrado, a luz € um dos principais fatores que
limitam o crescimento das espécies (Marques et al. 2000). Nos ambientes
como Cerraddo ha um estrato arbéreo continuo que intercepta a luz solar
incidente, fazendo com que estas espécies estejam expostas a alta irradiagcao
no decorrer do dia, enquanto os individuos do sub-bosque estido limitados a
luz difusa que chega até eles (Dias et al. 2007). Nos ambientes a pleno sol as
plantas estdo expostas a radiagdo o dia inteiro e quando os mecanismos
internos ndo sao suficientes, as espécies podem apresentar sintomas de
fotoinibicdo (Dias et al. 2007). No entanto, dados que comprovem esses fatos
para espécies de Cerrado sdo poucos.

Diante do exposto, é imprescindivel entender as relacdes existentes
entre as duas espécies nativas de Cerrado e os fatores abioticos (diferengas
na luminosidade, temperatura, baixa disponibilidade de nutrientes e alto teor
de Al), nas diferentes fitofisionomias desta formagao vegetacional. Além
disso, faz-se necessario identificar os sitios de acumulo do Al nas células
(Grevenstuk e Romano 2013), bem como os mecanismos internos de
tolerancia (Kochian et al. 2015) para esclarecer as principais estratégias

existentes nessas plantas capazes de sobreviver em solos alicos.

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi identificar as estratégias e alteragcbes
morfoldgicas, anatdbmicas e fisioldégicas de duas espécies hiperacumuladoras

de aluminio quando em ambientes com diferentes condi¢gdes de luminosidade.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

O estudo foi dividido em dois capitulos cujos objetivos foram:

Capitulo |

Verificar as variagbes morfoanatdmicas de Qualea grandiflora e
Rudgea viburnoides em ambientes com diferentes irradiancias;

Avaliar o acumulo e particionamento do Al na parte aérea.

Capitulo Il

Verificar se caracteristicas tipicas de espécies de sol e sombra
florestais ocorrem nas espécies Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora;

Avaliar as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, os teores de
pigmentos fotossintéticos, a concentragdo de compostos fendlicos, amido,
aminoacidos e proteinas em ambientes que diferem quanto a intensidade

luminosa recebida.
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CAPITULO I - Respostas morfoanatémicas de espécies acumuladoras de
aluminio em diferentes fitofisionomias do Cerrado

RESUMO

No Cerrado, devido a ocorréncia de formacdes florestais, savanicas e
campestres, estudos morfoanatdémicos foliares podem ser promissores no
ambito ecoldgico. Porém, poucos estudos em campo sao realizados. O
objetivo deste estudo foi verificar se as variagdes na intensidade luminosa nos
ambientes de Cerrado influenciam a morfoanatomia e o acumulo de aluminio
na parte aérea das espécies hiperacumuladoras de aluminio Rudgea
viburnoides e Qualea grandiflora. As areas de estudo foram estabelecidas no
Cerrado da FLONA de Paraopeba, MG. Amostras foram prensadas e secas
para mensuracdo da area foliar, massa seca, area foliar especifica,
comprimento e largura foliar. A outra parte foi fixada para analises em
microscopia de luz e varredura com EDS e mensuragao dos tecidos internos.
A partir dos dados de area foliar, massa seca e espessura foi obtida a
densidade foliar. A comparacdo dos dados evidenciou diferencas
significativas entre os individuos do ambiente sombreado e sob intensa
luminosidade e a PCA separou-os em dois grupos. Os individuos de sombra
apresentaram maior area foliar e area foliar especifica, que otimizam a
captacao da luz, ja os individuos de sol apresentam folhas com maior massa
seca e densidade relacionados a aumentos na espessura da epiderme adaxial
e parénquima palicadico. O acumulo de aluminio na parte aérea das duas
espécies ocorre em funcao da elevada irradiancia, uma vez que os individuos
a pleno sol apresentam maiores teores desse metal. Assim, as espécies
arboéreas de Cerrado apresentam a capacidade de aclimatacao as diferentes
condicbes de Iluminosidade. Q. grandiflora apresentou alteragbes
significativas nas propor¢des da epiderme adaxial e parénquimas paligadico
e esponjoso, nos diferentes ambientes, ja em R. viburnoides, o parametro
mais variavel foi a espessura da folha, sem alteracbes na proporcdo dos
tecidos. Além disso, o desenvolvimento das espécies parece nao ser afetado
pelo pH do solo, baixo teor de nutrientes e alto teor de Al do solo.

Palavras-chave: Rudgea viburnoides, Qualea grandiflora, irradiéncia,
hiperacumuladoras de aluminio
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CHAPTER I: Morphoanatomical responses of aluminum accumulating

species in different Cerrado phytophysiognomies

ABSTRACT

In the Cerrado, due to the occurrence of woodlands, savanna and grassland
formations, foliar morphoanatomic studies can be promising in the ecological
scope. However, few field studies are performed. The objective of this study
was to verify if the variations in the light intensity in the environments of
Cerrado influence the morphoanatomy and the accumulation of aluminum in
the aerial part of the hyperaccumulating aluminum species Rudgea
viburnoides and Qualea grandiflora. The study areas were established in the
Cerrado of the FLONA of Paraopeba, MG. Samples were pressed and dried
to measure leaf area, dry mass, specific leaf area, leaf length and width. The
other part was fixed for analysis under light microscopy and scanning with EDS
and measurement of internal tissues. From the data of leaf area, dry mass and
thickness was obtained the foliar density. The comparison of the data showed
significant differences between the subjects in the shaded environment and
under intense light and the PCA separated them into two groups. The
individuals with shade presented a greater leaf area and specific leaf area,
which optimize the capture of the light, whereas the individuals of sun present
leaves with greater dry mass and density related to increases in the thickness
of the adaxial epidermis and palisade parenchyma. The accumulation of
aluminum in the aerial part of both species occurs due to the high irradiance,
since the individuals in full sun present higher levels of this metal. Thus, the
tree species of Cerrado present the capacity of acclimatization to the different
conditions of luminosity. Q. grandiflora presented significant changes in the
proportions of adaxial epidermis and palisade and spongy parenchyma, in R.
viburnoides, the most variable parameter was leaf thickness, with no
alterations in the proportion of tissues. In addition, the development of the
species does not seem to be affected by soil pH, low nutrient content and high
soil Al content.

Key Words: Rudgea viburnoides, Qualea grandiflora, irradiance, aluminum

hyperaccumulators
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Introducgao

A distribuicdo da flora do Cerrado é influenciada pela precipitagao
sazonal, drenagem, fertilidade do solo e regimes de fogo (Oliveira-Filho e
Ratter 2002). Este dominio é caracterizado por uma estagdo seca bem
definida, durante o inverno no hemisfério sul e uma estag¢ao chuvosa durante
o verédo (Amorim e Batalha 2006). Os solos s&o em sua maioria profundos e
bem drenados, com as camadas superficiais completamente secas durante a
estacdo seca (Haridasan 2008). Além disso, os solos sao distroficos com
deficiéncia generalizada de nutrientes e acidos com elevados teores de Fe,
Mn e Al (Haridasan 2008).

Outro fator que pode influenciar a ocorréncia das espécies de Cerrado
sao os diferentes niveis de sombreamento (Franco 2002). Existem espécies
tolerantes a sombra que ocorrem em formacgdes florestais, como o Cerradéo,
€ as especies nao tolerantes, que apresentam mecanismos de resisténcia aos
excessos de incidéncia luminosa (Franco 2002). Porém, existe um outro grupo
de plantas, similar as espécies com folhas de sol e sombra florestais, que
possuem diferentes estratégias para sobreviver tanto nas fitofisionomias
sombreadas quanto nas ensolaradas do Cerrado (Ronquim et al. 2003).
Nestas espécies, a alta irradiacdo ou sombreamento produz diferentes
respostas na ontogenia foliar, modificando a morfologia e a anatomia e
promovendo o uso mais eficiente da energia luminosa disponivel no ambiente
(Kim et al. 2005).

Nas areas em que a luz ndo é um fator limitante, as espécies produzem
maior massa foliar seca, densidade foliar, folhas com maior espessura, devido
a um maior espessamento da epiderme adaxial e, ou, aumento das células e
camadas de parénquima paligadico, maior indice estomatico e menor area
foliar e area foliar especifica (Valladares et al. 2007). As plantas em ambientes
sombreados podem capturar a luz mais eficientemente pelo aumento da area
foliar, possibilitando a manutencao de uma assimilagao carbénica adequada
(Valladares et al. 2007). Entretanto, esse aumento na area € acompanhado
pela reducao da espessura da folha, devido a reducéo da epiderme adaxial e
da espessura do parénquima paligadico (James e Bell 2001), reduzindo
também a massa seca e a densidade (Vieira et al. 2014).
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Além da luz, as espécies de Cerrado apresentam diversas estratégias
que permitem a sobrevivéncia em solos distréficos, acidos e com elevado
teores de aluminio (Haridasan 2008). Nestes solos, 90% deste metal esta na
forma de octaedro hexahidratado (Al(H20)6%*), porém, por convencgao, ele é
apresentado como AP* (Wright 1989). Com o aumento do pH, a forma
trivalente Al(H20)6%** sofre sucessivas hidrolises, formando novos complexos
(AI(OH)?*, AI(OH)2*, AI(OH)s, AI(OH)4 e AlSO4*), normalmente insollveis e
que nao sao absorvidos pelas plantas (Kisnieriene e Lapeikaite 2015). A
toxidez do aluminio na planta decresce na seguinte ordem: Al(H20)6%*" >
AI(OH)?* > AI(OH)2* > AI(OH)4~ > AI(OH)3 > AISO4* (Kisnieriene e Lapeikaite
2015; Bojérquez-Quintal et al. 2017).

Por ser trivalente, o AI** é atraido mais fortemente as particulas com
cargas negativas que o sodio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca?*) e magnésio
(Mg?*) (Harter 2012). Assim, enquanto os outros cations sdo lixiviados,
fazendo com que os solos acidos tenham baixos teores de Ca?*, Mg, Na* e
K*, o AP** permanece no solo em altas concentragdes (Harter 2012). Essas
concentragbes sdo fitotoxicas para a maioria das espécies vegetais por
inibirem o crescimento e o desenvolvimento das raizes e reduzirem a
absorcao de agua e nutrientes (Kopittke et al. 2015). Além disso, interferem
na divisao celular, na replicacao do DNA e nas atividades enzimaticas (Ma et
al. 2001), aumentam a rigidez da parede celular (Kopittke et al. 2015) e
alteram as proteinas de transporte e a permeabilidade da membrana (Ma et
al. 2001). Contudo, mais recentemente foram sugeridos alguns efeitos
benéficos do aluminio (Bojérquez-Quintal et al. 2017).

Quando em baixas concentragdes, o Al®* pode estimular o crescimento
das raizes e da parte aérea (Rehmus et al. 2014), conforme relatado em
espécies lenhosas adaptadas a solos acidos (Poschenrieder et al. 2015), e
também observado em espécies cultivadas (Wang et al. 2015; Moreno-
Alvarado et al. 2017). Alguns autores destacam que o AI** pode influenciar
positivamente a absorcao de P (Zhou et al. 2016), Ca (Schmitt et al. 2016), K
(Bojorquez-Quintal et al. 2014) e Mg (Bose et al. 2013). Além disso, o Al pode
aumentar a tolerancia das espécies ao estresse abidtico (efeitos téxicos de
ions e deficiéncia de nutrientes) (Kaur et al. 2016), e reduzir os efeitos toxicos
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do H* (Bojérquez-Quintal et al. 2017), Fe (Hajiboland et al. 2013) e Mn (Wang
et al. 2015).

Sugere-se também que o Al seja translocado até a parte aérea das
acumuladoras de Al, estando relacionados ao metabolismo diferencial de
aminoacidos, agucares e acido chiquimico (Xu et al. 2016), a elevacéo das
taxas fotossintéticas, a ativacdo das defesas antioxidantes (Hajiboland et al.
2013) e a alteragao da sintese e do transporte dos reguladores de crescimento
(Moriyama et al. 2016).

Estudos em espécies cultivadas demonstraram que a translocacao do
Al até a parte aérea esta relacionada com a transpiracao e que elevadas taxas
transpiratérias promovem aumento na quantidade de Al na parte aérea (Zeng
et al. 2011). Entretanto, sdo desconhecidos dados que demonstram como a
intensidade luminosa e a quantidade de Al nos solos influenciam na absorgao,
translocacdo e compartimentalizacao desse metal em espécies nativas de
Cerrado.

Este estudo testou a hipétese de que as espécies nativas de Cerrado
tém acumulo diferencial de Al quando em ambientes que diferem quanto a
intensidade luminosa. Assim, foram analisadas duas espécies
hiperacumuladoras de aluminio de Cerrado, Rudgea viburnoides e Qualea
grandiflora. Objetivou-se verificar as variagdes morfoanatébmicas nas duas
espécies quando em fitofisionomias que apresentavam diferencas na
intensidade luminosa e se o acumulo de aluminio esta relacionado com a luz
e, ou atributos quimicos do solo. Com esse intuito, foram avaliados a
morfoanatomia das duas espécies, as estratégias de sobrevivéncia em
diferentes fitofisionomias, o acimulo de AI®* na parte aérea, a concentragao
relativa e o particionamento de Al e de outros nutrientes nos diferentes tecidos

e orgaos.

Material e Métodos

Area de estudo
Localiza-se na Floresta Nacional (FLONA) de Paraopeba (19°16'19”S,
44°24°06”W), a cerca de 90 km de distancia de Belo Horizonte, Minas Gerais.

A FLONA apresenta uma area total de 200 ha, tendo uma altitude que varia
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entre 740 a 760 m. De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima da
FLONA de Paraopeba é do tipo Aw, com verdes bastante chuvosos e invernos
secos. Os periodos de precipitagdo se concentram entre os meses de
novembro a margo, com média anual de 1327 mm e temperatura média anual
de 20,9°C (Ribeiro e Walter 2008). A area apresenta Cerrado sensu stricto
sobre latossolo vermelho-amarelo, latossolo amarelo e cambissolo e
Cerraddo sobre latossolo vermelho, sendo este classificado em Cerradao
distrofico e Cerradao mesotrofico pelas diferengas na composigao quimica do

solo e na composicao floristica (Neri et al. 2013) (Figura 1).

B I"aZIl National Forest of ParaoPeba .Mesotrophic facies Cerradao

Red Latosol - RL

D Dystrophic facies Cerraddo
Red Latosol - RL

DSavanmc Cerrado
Red-Yellow Latosol - RYL

Savannic Cerrado
Yellow Latosol - YL

D Savannic Cerrado
Yellow Cambisol - YC

20 400 m < :
ﬁ . [:] Fluvic Neosol - FN

Minas Gerais

Municipality of
Paraopeba

Figura 1. Localizagdo da cidade de Paraopeba, Minas Gerais, e da Area de Protegdo Ambiental
do Cerrado — Floresta Nacional (FLONA) de Paraopeba, com suas distintas
fitofisionomias ocorrentes em diferentes classes de solos (Modificado de Neri et al.
2013).

O Cerradao distrofico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu
stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre
cambissolo (CssCxb) foram escolhidos por serem ambientes que variam
quanto a intensidade luminosa recebida, sendo o CDLV o ambiente
sombreado e o CssLA e CssCxb os ambientes a pleno sol.

A radiagao fotossinteticamente ativa (PAR), para os trés ambientes foi
diferente, sendo em média maior no cambissolo (X = 1406.29 ymol fétons m?2
s"), onde a densidade de individuos é menor e a copa das espécies
encontram-se mais espagadas e menor no Cerraddo distréfico (X = 146.45
umol fétons m? s™), que apresenta maior densidade de individuos e copas
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mais fechadas. Ja o latossolo amarelo apresentou PAR intermediario (X =
767,57 umol fotons m? s™'), com uma densidade de espécies e distribuigdo da

copa similares ao cambissolo.

Espécies estudadas, marcacéo e coleta

Foram selecionadas Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Rubiaceae)
e Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae) por serem hiperacumuladoras de
aluminio (Haridasan 1982; Andrade et al. 2011; Malta et al. 2016) e por terem
ampla ocorréncia em todas as fitofisionomias de Cerrado (Neri et al. 2013).
Estas espécies apresentam habitos distintos, sendo R. viburnoides arbustiva
com folhas perenes (Batista et al. 2013) e Q. grandiflora arbérea com folhas
deciduas (Dousseauet al. 2013).

Em cada um dos trés ambientes, cinco individuos de cada espécie
foram georreferenciados e marcados com lacres de polipropileno
enumerados. Foram selecionados individuos de R. viburnoides com diametro
a altura do solo (DAS) acima de 10cm e individuos de Q. grandiflora com
didametro a altura do peito (DAP) acima de 10cm, tendo alturas entre 2 e 2,5m.
Foram realizadas trés coletas em campo durante a estagdo seca (entre os
dias 04 e 06 de agosto de 2015, 25 e 27 de abril de 2016 e 27 e 30 de abril
de 2017) para analises de morfologia, micromorfometria, determinagdo da
composi¢cdo quimica e espectroscopia de energia dispersiva acoplada ao

microscopio eletronico de varredura (MEV/EDS).

Anélises morfoanatémicas

Para as analises morfoldgicas foram coletadas 06 folhas do 3° n6 de
cada individuo em cada um dos trés ambientes (02 espécies, 03 ambientes,
05 individuos por ambiente e 06 folhas por individuos, totalizando 180
folhas/coleta). Para padronizagao, todas as folhas coletadas estavam voltadas
para o leste. Apds coleta, as folhas foram prensadas e secas em estufa de
ventilacao forgada a 75°C até massa constante.

Foram mensuradas e calculadas a area foliar - AF (cm?) obtida a partir
da imagem digitalizada em scanner de mesa, utilizando o programa de
processamento de imagens de codigo aberto, projetado para imagens
cientificas ImageJ (Wayne Rasbant 1.51). A massa seca foliar - MSF (g) foi

18



obtida pela pesagem das folhas previamente secas, em balanga de alta
precisao (Ohaus Corporation - Modelo 3130). Foi calculada a area foliar
especifica - AFE (cm? g'), utilizando a formula AFE = AF/MSF e a densidade
foliar/DF (g cm3) a partir da féormula DF = MSF/(AF*ETL), em que ETL
representa a espessura total da lamina foliar (em cortes transversais)
convertida para centimetros (Witkowski e Lamont 1991). Foram obtidos
também o comprimento da lamina foliar - CLF (cm) e a largura da lamina foliar
- LLF (cm) usando régua milimetrada.

Para os estudos de micromorfometria foram coletadas 03 folhas
completamente expandidas do 3° n6 de cada um dos cinco individuos de R.
viburnoides e Q. grandiflora nas diferentes areas de estudos (02 espécies, 03
ambientes, 05 individuos e 03 folhas, totalizando 90 folhas/coleta e 270 folhas
no total). O material vegetal foi fixado em FAAso por 48 horas e conservado
em etanol 70%. Posteriormente, foi desidratado em série etandlica, incluido
em metacrilato (Historesin Leica) e seccionado em micrétomo rotativo de
avango automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). As
secgbes de 5 um foram coradas com azul de toluidina e montadas em
Permount (Fisher Scientific Permount Mounting Medium). Foram mensuradas
a espessura total da lamina foliar - ETL, espessura da epiderme na face
adaxial - EEPAD, espessura da epiderme na face abaxial - EEPAB, espessura
do parénquima palicadico - EPP e a espessura do parénquima esponjoso -
EPL, utilizando o software livre ANATI QUANTI 2.0 (Aguiar et al. 2007).

A presencga de reentrancias e, ou, tricomas na face abaxial da folha
das duas espécies impossibilitou a obtengdo de boas imagens estomaticas,
em vista frontal mesmo usando diferentes técnicas, como impressao
epidérmica, cortes paradérmicos, dissociagcao de epidermes, diafanizacao e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Desta forma, para contornar esta
limitacao, foi estabelecido um protocolo para o calculo do indice estomatico
em secgoOes transversais. O numero de células ordinarias da epiderme e o
nuamero de células estomaticas foram computados na epiderme abaxial em
trés regides de cada corte, com extensdo de 500 ym cada (1500 pm
lineares/corte). Foram analisadas trés folhas por individuo e confeccionadas
trés laminas por folha com 12 cortes cada com 5 um de espessura (02
espécies, 03 ambientes, 05 individuos e 03 folhas, 90 folhas/coleta,
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totalizando 1080 cortes). Considerando que o tamanho maximo registrado
para os estdbmatos foi de 15 ym, a cada quatro cortes, apenas um era
analisado para nao considerar o mesmo estdmato duas vezes. O IE foi
calculado a partir da férmula: | = S/(E + S) x 100, sendo S 0 numero de
estdbmatos e E o numero de células ordinarias da epiderme (Salisburi 1927);

O material foi documentado em fotomicroscopio (modelo Olympus
AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao) com camera fotografica digital
(modelo Zeiss AxioCam, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) acoplada, do

Laboratorio de Anatomia Vegetal e Morfogénese da UFV.

Analise em Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de
Energia Dispersiva (MEV/EDS)

Para as analises em EDS, o material botanico foi fixado em Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por, no minimo, 72 horas. No Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV(NMM/UFV) o material foi desidratado em etanol e seco
em ponto critico (Critical Point Dryer - Bal-tec, CPD 030), montado em stubs,
de modo que o material fosse visto em posicao transversal e vaporizado com
carbono (Evaporador de carbono Quorum Q150 T). As leituras foram
realizadas utilizando uma sonda de raios-X (IXRF systems X-EDS, 15715,
Brookford Drive, Houston, TX, 77059), acoplada ao microscoépio eletrénico de
varredura (MEV - 1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra). Foi gerado um
spectrum para identificar os principais elementos presentes na amostra e a
partir deste, foram selecionados os elementos mais representativos, sendo
determinadas a distribuicdo e abundéncia relativa (%) de Al, Ca, Si, K, Mg, P,

Fe, S, Mn e Na, nas duas espécies estudadas.

Analise quimica do solo e determinagéo de nutrientes nas plantas

Amostras de solo foram coletadas a 20 cm de profundidade, préoximo
aos individuos estudados. Foram determinados nos solos o N, Al, Ca, K, Mg,
P, Fe e S seguindo o protocolo de Branquinho et al. (2007). O caule e as folhas
foram secas em estufa de ventilagdo forgada (75°C) até massa constante. O
material vegetal foi triturado em moinho de bolas (TE048, Tecnal Marconi,

Piracicaba, Sdo Paulo) e apos digestdo acida de (Tedesco et al. 2005) foi
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realizada a determinacdo da composigao quimica dos mesmos elementos. A
determinacdo do N seguiu o protocolo de Malavolta et al. (1997).

Foi utilizado espectrobmetro de emissdo atdbmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES, Optima 7300 DV PerkinElmer, Inc.
Shelton, CT, USA), do Laboratério de Elementos Trago no Departamento de
Ciéncia dos Solo da UFV (LET/UFV).

Delineamento experimental e analises estatisticas

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), duas espécies (Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora) e trés
ambientes com diferentes luminosidades: CDLV, CssLA e CssCxb, com cinco
réplicas em cada ambiente, mantendo uma distdncia minima entre os
individuos de pelo menos, 100 m.

Como os dados geraram muitas variaveis utilizou-se a analise dos
componentes principais (PCA) que reduz a massa de dados com a menor
perda de informacgao possivel, sendo esta técnica utilizada para observar
agrupamentos de individuos. Foram calculadas as relagdes entre as espécies
entre a variavel dependente luz nos trés ambientes, com as variaveis
independentes, os dados morfoanatdbmicos. Uma matriz das variaveis
supracitadas foi gerada e os dados mais relevantes foram indicados pela
analise de componentes principais no PC-ORD, sendo utilizado o teste de
permutacdo de Monte Carlo com 999 randomizagbes (McCune e Mefford
2016). Foram verificados os autovalores gerados entre as relagbes espécie-
luz (ter Braak e Prentice 1988) e os graficos foram obtidos utilizando o
software livre R x 64 3.4.3 (R Core Team 2016).

As analises estatisticas foram realizadas no software livre R x 64 3.4.1
(R Core Team 2016). A normalidade da distribuicdo dos dados foi validada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Parte dos dados ndo foram normais e, ou
homogéneos, assim as analises de variancia (ANOVA) foram realizadas pelo
GLM (generalized linear model). Como os dados sao de variaveis continuas,
utilizou-se family Gaussian, variando-se o link em identity, log e inverse, o link

identity foi o que melhor se ajustou aos modelos, sendo portanto selecionado.
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Resultados

Analises morfoanatdémicas

Os percentuais abaixo foram calculados com base nos dados do
Cerradéo distrofico sobre latossolo vermelho (CDLV), ambiente sombreado, e
Cerrado sensu stricto sobre cambissolo (CssCxb), ambiente a pleno sol. Os
dados do Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssCxb)
apresentaram valores intermediarios entre os dois ambientes. Todas as
variaveis morfoanatbmicas mostraram diferencas significativas entre os
ambientes.

Considerando os individuos do ambiente sombreado em relagcdo ao
ambiente a pleno sol, verificou-se o aumento na area foliar de 19,86% em R.
viburnoides (Figura 1 - A) e 32,22% em Q. grandiflora (Figura 2 - A). A massa
seca foliar foi menor no CDLV, sendo essa redugao de 27,35% em R.
viburnoides (Figura 1 - B) e 31.42% em Q. grandiflora (Figura 2 - B). Os
valores calculados para area foliar especifica foram maiores no ambiente
sombreado para as duas espécies. Esse valor foi de 41,12% e 55,49% em R.
viburnoides (Figura 1 - C) e em Q. grandiflora (Figura 2 - C), respectivamente.
A densidade foliar foi maior nos ambientes a pleno sol, sendo 23,07% maior
em R. viburnoides (Figura 1 - D) e 38,38% em Q. grandiflora (Figura 2 - D). O
comprimento da lamina foliar foi 9,98% maior no ambiente sombreado em R.
viburnoides (Figura 1 - E) e 21,51% em Q. grandiflora (Figura 2 - E). A largura
da lamina foliar foi 12,19% (Figura 1 - F) e 16,21% (Figura 2 - F) maiores no
ambiente sombreado em R. viburnoides e Q. grandiflora, respectivamente.

R. viburnoides apresenta epiderme adaxial unisseriada a bisseriada
com variagao na altura das células, porém essa variagao de tamanho nao é
percebida na epiderme abaxial. A folha é hipoestomatica. O mesofilo é
dorsiventral, com predominancia de uma camada de parénquima palicadico
no ambiente sombreado, havendo variagdes nos estratos em ambientes a
pleno sol, com uma a duas camadas (Figura 3 - A - C). O parénquima
esponjoso aparentemente ndo se apresentou compactado quando
comparados os ambientes de sombra e sol (Figura 3 - A, B, C).

Q. grandiflora apresenta epiderme unisseriada a bisseriada tanto no

ambiente sombreado como nos ambientes a pleno sol, sendo as células mais
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volumosas no ambiente a pleno sol. A epiderme abaxial é levemente ondulada
em ambiente sombreado (Figura 3 - D). A folha é hipoestomatica, sendo a
presenca de estbmatos em reentrancias ou criptas com numerosos tricomas
(Figura 3 - F) uma caracteristica marcante a pleno sol. O mesofilo é
dorsiventral com uma camada de parénquima palicadico e parénquima
esponjoso ndo compactado no ambiente sombreado. Ja nos individuos que
ocorrem a pleno sol, o mesofilo é constituido quase integralmente por
parénquima paligadico, apresentando trés a quatro camadas com grande
compactagao e uma camada de parénquima esponjoso em algumas regides
(Figura 3 - E, F). Nos individuos a pleno sol, as células parenquimaticas ao
redor dos feixes vasculares formam extensdes de bainha em direcdo a
epiderme, cujas células contém compostos fendlicos (Figura 3 - E, F).

As variaveis micromorfométricas também apresentaram diferencas
significativas entre o ambiente sombreado e os ambientes a pleno sol. A
espessura total da lamina foliar foi 29,68% (Figura 1 - G) e 29,93% (Figura 2
- G) maior no ambiente a pleno sol, em R. viburnoides e Q. grandiflora,
respectivamente. Assim como a espessura total, a espessura da epiderme
adaxial nas duas espécies foi maior nos ambientes a pleno sol, sendo esse
aumento de 41,36% em R. viburnoides (Figura 1 - H) e 30,05% em Q.
grandiflora (Figura 2 - H). Entretanto, a espessura da epiderme abaxial ndo
apresentou diferencas significativas em nenhuma das espécies (Figura 1 - |;
2-1).

A espessura do parénquima paligadico foi maior no ambiente a pleno
sol para as duas espécies. Esse aumento foi de 47,96% em R. viburnoides
(Figura 1 -J) e 142,62% em Q. grandiflora (Figura 2 - J). Quanto a espessura
do parénquima esponjoso, houve diferencas entre as espécies. Em R.
viburnoides a espessura do parénquima esponjoso foi 20,67% maior no
ambiente a pleno sol (Figura 1 - K). Ja em Q. grandiflora, a espessura do
parénquima esponjoso foi 63,98% maior no ambiente sombreado (Figura 2 -
K).

O indice estomatico foi maior nos ambientes a pleno sol, sendo esse
aumento de 41,64% em R. viburnoides (Figura 1 - L) e 68,91% em Q.
grandiflora (Figura 2 - L).
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Microscopia eletrénica de varredura com EDS

Nas duas espécies estudadas, os elementos mais representativos
dentre os 10 analisados, em ordem decrescente de concentracido relativa
foram: Na > Al > Ca > Si (Figuras 4, 5). O silicio e o aluminio encontram-se
sobrepostos principalmente nos individuos a pleno sol. Essa sobreposicéo &
notada principalmente nas células ordinarias da epiderme, principalmente na
parede celular (Figuras 4 e 5 - G, H, K, L), tricomas (Figura 6 - E, F, M, N, O)
e estdmatos (Figura 6 - H, I, Q, R), sendo esses os principais sitios de
deposigao.

As duas espécies apresentam idioblastos contendo cristais, em R.
viburnoides na forma de rafides (Figura 6 - A, B) e Q grandiflora na forma de
drusas (Figura 6 - K, L). A analise em EDS detectou o calcio como principal
constituinte desses cristais (Figura 6 - B, C, K, L). Outros elementos foram
encontrados em menor concentracao relativa, sendo em ordem decrescente

de proporgédo: P> S > Mg > K> Fe > Mn (Tabela 01).

Analise quimica do solo e determinagédo dos elementos nas plantas

Os solos dos trés ambientes apresentam um pH baixo, sendo
aproximadamente 4,50 no ambiente sombreado e 5,15 nos ambientes a pleno
sol. Por ser um solo mais acido, o CDLV, ambiente sombreado, apresenta
maior teor de AI** solubilizado, em média 2,63 cmolc/dm3. Nos ambientes a
pleno sol, os teores de Al foram de 2,20 cmolc/dm® no CssCxb e 1,70
cmolc/dm® no CssLA. Apesar de todos os solos serem distréficos, o CDLV
apresenta os menores teores de K, Ca?** e Mg* comparado aos outros
ambientes. A concentragdo de N nos trés ambientes ndo apresenta diferencgas
significativas (Tabela 02).

O teor de Al nas folhas de R. viburnoides foi maior nos ambientes a
pleno sol, este aumento foi de 76,54%. Em Q. grandiflora a concentragao de
APR* ndo apresentou diferencgas significativas, onde independentemente da
classe de solo, a concentragao de AI** nao variou. O Ca?* apresentou maior
teor no CssLA. Os individuos no ambiente sombreado apresentaram maior
teor de N (Tabela 03).

A analise dos componentes principais (PCA) em R. viburnoides

mostrou que os componentes 1 (CP1) e 2 (CP2) explicam 76,9% da variancia
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acumulada para os dados de morfologia (Figura 7 - A) e 83,6% para os dados
de micromorfometria (Figura 7 - B). A PCA em Q. grandiflora mostrou que os
CP1 e CP2 explicam 88,2% da variancia para os dados morfolégicos (Figura
7 - C) e 87,1% da variancia para os dados de micromorfometria (Figura 7 - D).
Essas mesmas variaveis evidenciaram a separacdo de dois grupos, 0s
individuos encontrados no CDLV, ambiente sombreado e com maior
concentragéo de Al, e os individuos do CssLA e CssCxb, que formaram um
agrupamento, ambientes a pleno sol. Para os dados morfoldgicos, em relagéao
ao CP1, as variaveis com maior autovalor e que mais contribuiram para a
separacao dos dois grupos foram: AF, AFE e CLF diretamente relacionadas
com o ambiente sombreado e DF inversamente relacionada ao ambiente
sombreado. Ja as variaveis de micromorfometria que mais contribuiram foram
ETL, EPP, EEPAD e IE, todas diretamente relacionadas aos ambientes a
pleno sol (Figura 7).

A PCA para os dados de composi¢ao quimica do solo mostrou que os
CP1 e CP2 explicam 74,3% da variancia para R. viburnoides (Figura 8 - A) e
74,6% para Q. grandiflora (Figura 8 - D). Para as variaveis de solo em relagao
ao CP1, APP* e P sdo os elementos que estdo diretamente relacionados ao
CDLYV para as duas espécies e o N para Q. grandiflora, sendo o pH mais baixo
nesse ambiente (Figura 8 - A, D). O Ca*, Mg* e K* estdo diretamente
relacionados ao CssLA e CssCxb (Figura 8 - A, D).

Na analise de composi¢cdo quimica do caule os CP1 e CP2 explicam
62.3% da variancia para R. viburnoides (Figura 8 - B) e 62,7% para Q.
grandiflora (Figura 8 - E). A composi¢cédo quimica da folha é explicada pelos
CP1 e CP2 em 63% para R. viburnoides (Figura 8 - C) e 60,6% para Q.
grandiflora (Figura 8 - F). Similar aos dados de micromorfometria, os dados
de composigdo quimica separaram os ambientes em dois grupos, o CDLV,
ambiente sombreado, dos CssLA e CssCxb, ambientes a pleno sol. No caule
das duas espécies, o A** e o Ca*" estao diretamente relacionados aos
ambientes a pleno sol e N, P, K* diretamente relacionados ao ambiente
sombreado (Figura 8 - B, E).

Nas folhas, somente o N e o P estdo relacionados ao ambiente
sombreado para as duas espécies e em Q. grandiflora, além doN e P,o Fee

o K* também aparecem associados ao ambiente sombreado. Para R.
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viburnoides, o Ca?* e o K* estdo relacionados com ambientes a pleno sol e
em Q. grandiflora, somente o Ca?* (Figura 8 - C, F).

O AP* apresentou maior concentragdo nos solos do ambiente
sombreado (Figura 9 - A, D). Porém, no caule a concentragéo de AlI®* seguiu
0 mesmo padrao para as duas espécies, tendo maiores acumulos nos
ambientes a pleno sol (Figura 9 - B, E). Este mesmo padrao foi observado nas
folhas de R. viburnoides (Figura 9 - C). Entretanto, nas folhas de Q. grandiflora
nao houve diferengas significativas no acumulo deste elemento nos diferentes

ambientes (Figura 9 - F).
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Figura 2. Micromorfometria foliar em Rudgea viburnoides nos trés ambientes de coleta. CDLV —
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Figura 3. Micromorfometria foliar em Qualea grandiflora nos trés ambientes de coleta. CDLV — Cerradao
Distroéfico sobre latossolo vermelho; CssLA — Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo;
CssCxb — Cerrado sensu stricto sobre cambissolo. Resultados expressos por média e
desvio padrdo. Letras diferentes representam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

28




L4
Es

".‘\' Cr

)
andh. A

Figura 4. Variagbes na anatomia foliar de Rudgea viburnoides (A - C) e de Qualea grandiflora em ambiente sombreado, CDLV (A e D) e
ambientes a pleno sol (B, C, E e F) CssLA (B e E) e CssCxb (C e F). Evidenciando as diferengas entre o desenvolvimento dos
tecidos nos diferentes ambientes. Dr - Drusas; BF - Bainha do feixe vascular; Cr - Cripta; Es - Estdbmatos; e CF - Compostos
fendlicos.
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Figura 5. Distribuicdo dos elementos conforme analise no MEV/EDS em folhas de Rudgea viburnoides no ambiente sombreado/CDLV: (A)
- Imagem MEV, B - Na, C - Al, e D - Si; e nos ambientes a pleno sol, (CssLA) - E — Imagem MEV, F — Na, G — Al, e H - Si; e
(CssCxb) I — Imagem MEV, J — Na, K- Al, e L — Si. Barra — 100 um.
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Figura 6. Distribuicdo dos elementos conforme analise no MEV/EDS em folhas Qualea grandiflora no ambiente sombreado/CDLV: (A) -
Imagem MEV, B - Na, C - Al, e D - Si; e nos ambientes a pleno sol, (CssLA) - E — Imagem MEV, F —Na, G- Al, e H - Sij; e
(CssCxb) I — Imagem MEV, J — Na, K- Al, e L — Si. Barra — 100 um.
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Rudgea viburnoides

Qualea grandifiora

Figura 7. Identificagcdo de cristais de oxalato de calcio na forma de rafides em Rudgea viburnoides (A, B) e localizagdo do aluminio em
tricomas (D, E, F) e estdbmatos (G, H, I); e cristais de oxalato de calcio na forma de drusa em Qualea grandiflora (J, K).
Localizagao do aluminio em tricomas (M, N, O) e estdmatos (P, Q, R).
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Analise dos componentes principais (PCA) dos dados micromorfométricos nas espécies Rudgea viburnoides (A, B) e Qualea
grandiflora (C, D), demonstrado os valores percentuais dos componentes 1 (Cp1) e 2 (Cp2) que explicam mais de 70% da variancia
para os parametros analisados. AF - Area Foliar; MSF - Massa seca foliar; AFE - Area foliar especifica; DF - Densidade foliar; CLF
— Comprimento da lamina foliar; LLF - Largura da lamina foliar; ETL - Espessura total da ldmina foliar; EEPAD - Espessura da
epiderme adaxial; EEPAB - Espessura da epiderme abaxial; EPP - Espessura do parénquima paligadico; EPL - Espessura do

parénquima esponjoso; |E - indice estomatico.
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Letras diferentes representam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 01 - Valores médios e desvios-padrao dos teores relativos (%) dos principais elementos detectados no microscopio eletrénico de varredura
com espectroscopia de energia dispersiva (MEV/EDS) em Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora nos trés ambientes distintos de Cerrado:
Cerradao distrofico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre
Cambissolo (CssCxb).

Teor relativo em espectroscopia de energia dispersiva (%)

ESPECIES AMBIENTE Na Al Ca Si P S Mg K Fe Mn
2459+245 19321249 2258+6.42 6.82£2.03 11.07+1.80 6.86+2.96 518 £2.20 060+053 099+035 0.66+0.14
Rudgea 19.85+453 2398+214 27.65+7.79 6.98 £ 3.59 1284 +£4.09 592+1.14 5.23+1.81 068+0.25 068+0.37 0.34+0.13
viburnoides
16.85+4.00 30.40+£293 2254+4.68 13.13+£2.38 8.67 £ 0.60 6.35+0.74 5.13+0.48 0.77+0.28 0.80+0.25 0.38+x0.17
20.86 +4.54 26.68+528 11.81+3.22 11.50 £ 1.03 10.17+£1.98 7.00+3.29 5.28 £ 0.52 1.10+£0.32 1.02+0.40 0.64+0.32
Qualea 18.26 £+3.98 21.21+264 8.80 £4.95 15.89 £ 2.47 9.16 + 2.46 8.72+2.88 418+ 1.13 099+059 090+0.35 0.68+0.26
grandiflora
17.76 £+ 3.86 23.16+2.44 5.93+1.64 16.50 + 2.61 8.67 £2.17 9.15 £ 2.91 4.54 £1.40 0.85+0.41 094+049 0.56x0.17

Letras diferentes em uma mesma espécie representam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 02 - Analise quimica do solo proximo a individuos de Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora nos trés ambientes distintos de Cerrado:
Cerradao distrofico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre
Cambissolo (CssCxb).

Analise quimica do solo

] pH Ca? S Fe N Mg* A3
ESPECIES AMBIENTE
H20 mg dm-3 dag kg™’ cmolc dm-3

CDLV 448 +0.16° 273+0.882 60.50+18.48°> 0.19+0.09°¢ 1.00+0.202 80.85+26.362 0.30+0.122 0.13+0.03°> 248+0.172

R. viburnoides CssLA 5.15+0.562 1.66+1.05° 119.00+55.102 1.88+1.302 0.92+0.322 74.78+10.362 0.32+0.042 043+0.232 1.70+0.80°
CssCxb 516 +0.202 1.20+0.42° 157.80+69-842 0.90+0.48°> 0.64+0.342 8264 +39.052 0.39+0.042 0.71+0.462 2.00+0.622

CDLV 452+0.18 250+1.322 43.00+12.42% 0.22+0.10¢ 0.70+0.01> 5856 +24.512 045+0.122 0.12+0.04°> 2.78+0.26°

Q. grandiflora CssLA 5.20+0.232 1.14+0.17° 123.60+38.022 1.73+0.692 1.12+0442 58.18+13.482 0.32+0.03° 0.42+0.162 1.70+0.42°
CssCxb 511+0.172 0.88+0.192 121.20+35672 0.55+0.22° 044+0.05°¢ 57.56+17.232 0.35+0.04° 0.47 +0.262 2.44 +0.39%

Letras diferentes em uma mesma espécie representam diferencgas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores médios * desvio padrao.
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Tabela 03 - Analise quimica nas folhas de Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora nos trés ambientes distintos de Cerrado: Cerradao distrofico
sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb).

Analise quimica das folhas

, N P K Ca?* Mg*2 S Fe AR+
ESPECIES  AMBIENTE
dag kg’ mg kg-!
CDLV 1.87+0.102 0.07+0.012 097+0.332 161+046° 0.33+0.072 0.08+0.012 177.18+34.022 10191.45+2184.58°
R. viburnoides CssLA  1.17+0.10® 0.05+0.01°> 125+0422 253+0.642 034+0.112 0.09+0.012 167.27 +10.502 15220.20 + 3715.81 2
CssCxb  1.28+0.17° 0.05+0.01° 1.11+0232 1.42+043> 045+0.122 0.08+0.012 18539422342 1799260 +2763.50 2
CDLV 118+0.112 0.04+0.012 037+0.052 065+020° 0.14+0.012 0.06+0.012 167.31+34.022 9322.10+659.102
Q. grandiflora CssLA  0.76+0.04° 0.03+0.012 03140042 1.19+0572 013+0.042 0.07+0.01® 118.79+10.502 9104.83 + 1145.24 2
CssCxb  0.86+0.76° 0.04+0.012 0.27+0.052 068+025> 0.18+0.092 0.06+0.012 121.38+16.332 9137.28 + 764.71 2

Letras diferentes em uma mesma espécie representam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores médios + desvio padréo.
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Tabela 04 - Analise quimica do caule para Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora nos trés ambientes distintos de Cerrado: Cerradao distrofico
sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb).

Analise quimica do caule

N P K Ca?* Mg** S Fe Al
ESPECIES AMBIENTE

dag kg mg kg

CDLV 097+0.112 0.05+0.012 0.77+0.332 141+0.63°¢ 022+0.132 0.05+0.012 167.94+70.36> 5565.02+ 1414.15°
R. viburnoides CssLA 0.54+0.08> 0.03+0.012 1.12+0432 3.35+0.202 0.37+0.182 0.06+0.012 306.13+229.152 9770.69 + 2516.24 2

CssCxb 0.59+0.14> 0.03+0.012 0.81+0242 202+045> 043+0.142 0.05+0.012 311.19+115.952 11297.72 + 2598.28 2

CDLV 0.78+0.202 0.04+0.012 0.36+0.072 133+0.27°¢ 0.18+0.052 0.05+0.012 131.12+34.022 1901.83 +402.55°
Q. grandiflora CssLA 043+0.04> 0.02+0.012 0.22+0.072 348+0472 0.19+0.052 0.05+0.012 11554+ 10.502% 2867.28 + 746.18 2

CssCxb 0.51+0.04> 0.02+0.012 025%+0.062 2.00+0.97° 0.22+0.052 0.05+0.012 103.14+6.36° 3472.67 +1574.302

Letras diferentes em uma mesma espécie representam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores médios + desvio padrao.
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Discussao

Os resultados obtidos para as duas espécies de Cerrado estudadas,
Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora, suportam as premissas
estabelecidas para espécies de sol e sombra em ambientes florestais, com
respeito as variagbes morfoanatomicas (Vieira et al. 2014). A analise dos
componentes principais (PCA) deste estudo indicam a separagao das duas
espéecies estudadas em individuos que ocorrem em ambiente sombreado e a
pleno sol. A PCA separou as variaveis com contribui¢des positivas mais
significativas. Os individuos de sombra tiveram maiores autovalores nas
variaveis area foliar, area especifica foliar, comprimento e largura da lamina
foliar e menores autovalores na espessura total da lamina foliar, da epiderme
adaxial e do parénquima palicadico na sombra, assim como relatado em
ambientes florestais (Vieira et al. 2014). Também nos individuos de sombra,
a massa seca foliar e densidade foliar tiveram contribuicdo negativa, sendo
essas variaveis as que tiveram um aumento nos individuos a pleno sol. Diante
do apresentado, percebe-se que, assim como em florestas, as espécies de
Cerrado apresentam varias estratégias morfoanatémicas que possibilitam sua
sobrevivéncia das plantas nesse ambiente com alta luminosidade e
temperatura (James e Bell 2001) e com solos distréficos e alicos (Amorim e
Batalha 2007).

Uma menor area foliar observada nos individuos estudados € uma das
adaptagdes das plantas a ambientes com alta luminosidade, uma vez que
menor area diminui a resisténcia da camada limitrofe e aumenta a
transferéncia de calor entre folha e atmosfera (England e Attiwill 2006). Tal
caracteristica também auxilia a reduzir perda de agua por evapotranspiragao,
devido a um controle mais eficiente da temperatura interna da folha (England
e Attiwill 2006). Ja a maior area foliar nos ambientes sombreados € uma
caracteristica que proporciona a captura da luz difusa mais E€eficiente
(Valladares e Niinemets 2001).

Os individuos a pleno sol apresentaram maior massa seca foliar nas
duas espécies. Resultados similares foram encontrados em estudos com
diferentes espécies, Bombacopsis glabra (Malvaceae) (Scalon et al. 2003),

Hymenea courbaril (Fabaceae) e Enterobiium contortisikiquum (Fabaceae)
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(Lima et al. 2010), e em Miconia sellowiana (Melastomataceae) em diferentes
fitofisionomias (Boeger et al. 2008). Estudos também demonstraram que
algumas espécies que toleram sombreamento podem ter maior produgéo de
massa quando crescem a pleno sol (Felfili et al. 1999).

A area foliar especifica (AFE), geralmente, é diretamente proporcional
a area foliar e inversamente proporcional a massa seca foliar (Scalon et al.
2003). Os valores obtidos para a AFE indicam maior ganho de carbono por
unidade de area e que houve grande investimento em area nestes individuos,
visando uma captura mais eficiente da luz. Resultados similares foram
encontrados na literatura (Evans e Poorter 2001; England e Attiwill 2006;
Vieira et al. 2014). Em contrapartida, os maiores valores de densidade foliar
para os individuos a pleno sol podem estar relacionados a um investimento
em tecidos mecanicos e, ou compactacido dos tecidos fotossintetizantes
(Niinemets 2001). Os maiores valores de densidade foliar nos individuos a
pleno sol podem estar relacionados a menores proporgdes de espacos
intercelulares e maior propor¢gdo de material denso, tecidos
esclerenquimaticos e tecidos fotossintetizantes e maior teor de lignina (van
Arendonk e Poorter 1994), principalmente em Q. grandiflora, conforme
observado nas analises anatdmicas.

A espessura esta diretamente relacionada com a area e a densidade
foliar, uma vez que, folhas mais espessas apresentam menor area, maior
compactagao e, consequentemente, maior densidade (Boeger et al. 2008).
Nas folhas dos individuos de ambientes a pleno sol do Cerrado sensu stricto,
foi observada uma menor superficie e maior espessura foliar nas duas
espécies, caracteristicas que minimizam a influéncia do excesso de
luminosidade e temperatura sobre as plantas. Esta maior espessura esta
relacionada ao aumento da epiderme adaxial, pois o tamanho ou a forma das
células epidérmicas da face adaxial pode influenciar na reflexao, filtracao e
redistribuicdo da luz no mesofilo (Boeger et al. 2008). Pode também estar
relacionado com aumento das camadas do parénquima palicadico, como
observado principalmente em Q. grandiflora, proporcionando alta eficiéncia na
captura de luz, como relatado por varios autores (Sanches et al. 2010;
Fernandes et al. 2014), pois facilita a canalizacdo da luz incidente ao mesmo

tempo em que mitiga o seu excesso (Fernandes et al. 2014). Entretanto, o
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aumento da espessura nao modificou a proporcao dos tecidos internos em R.
viburnoides. Contudo, em Q. grandiflora, além do aumento da espessura, 0s
tecidos internos apresentaram grandes variagdes nas proporgdes quando em
diferentes luminosidades, indicando uma maior plasticidade nesta espécie.

A proporgdo de parénquima esponjoso geralmente é maior em
ambientes sombreados, como foi observado em Q. grandiflora, j4a em R.
viburnoides a proporcao deste tecido apresentou alteracbes. O parénquima
esponjoso pode ser mais eficiente na distribuicdo da luz difusa no mesofilo,
pois o arranjo irregular das células neste tecido e a maior proporgéo de
espacos intercelulares melhoram a interceptacao da luz difusa, implicando no
maior volume deste tecido em ambientes de baixa disponibilidade de luz
(Yano e Terashima 2001).

A epiderme da face abaxial ndo apresentou alteragdo na espessura
entre os ambientes estudados para as duas espécies com estdmatos
localizados na face abaxial da folha. No entanto, Q. grandiflora apresentou os
estdmatos protegidos em criptas ou invaginagdes e com numerosos tricomas
nos individuos do Cerrado sensu stricto sobre cambissolo, ambiente com
maior radiagcdo fotossinteticamente ativa. Resultados similares foram
observados em Miconia ibaguensis e M. stenostachya (Melastomataceae),
caracteristica essa que esta relacionada a reducao da perda de agua nesses
ambientes (Marques et al. 2000).

Varios estudos tém demonstrado que o indice estomatico nao é fixo
(Zhao et al. 2006; Pompelli et al. 2010), contrariando a ideia de que o indice
estomatico seja intrinseco a cada espécie (Salisburi 1927). Nos ambientes a
pleno sol, o indice estomatico chega a ser 10% maior em R. viburnoides e
14% maior em Q. grandiflora, em comparagao com os individuos do ambiente
sombreado. Os dados sugerem que o numero de estdbmatos seja maior em
resposta ao aumento de luminosidade, o que justificaria os altos valores de
indice estomatico dos individuos a pleno sol.

Caracteres escleromorficos, encontrados nas duas espécies como, o
aumento na espessura dos tecidos, maior numero de estdmatos e presenca
de estdbmatos em criptas, podem também estar relacionados ao oligotrofismo
ou oligotrofismo aluminotéxico (Arens 1958), uma vez que as concentracoes

de alguns elementos na parte aérea variam em ambientes de sol e sombra.
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As concentragbes de macronutrientes N, K*, Ca*, Mg*, P e S,
encontram-se na faixa relatada para ambientes de Cerrado (Haridasan 2008;
Neri et al. 2013). As concentragdes desses elementos na parte aérea da
planta ndo diferem entre os ambientes de sol e sombra, a excecédo de Ca** e
N, que apresentam diferencas entre os ambientes. Os individuos que estédo
no CssLA apresentaram as maiores concentracées de Ca?* na parte aérea,
isso parece refletir a maior concentragdo desse elemento no solo desse
ambiente, que é maior quando comparado ao CDLV e CssCxb. Ja a
concentracdo de N no caule e nas folhas das plantas foi maior no ambiente
sombreado. Estudos indicam que espécies menos expostas a radiacio solar
apresentam maiores teores de N na parte aérea (Evans e Poorter 2001;
Valladares e Niinemets 2008). E sugerido que essa maior concentracdo de N
nas folhas de sombra seja uma forma de investimento na produgdo de mais
moléculas de clorofilas e proteinas que possibilitardo o aumento da captura
da luz (Poorter et al. 2000).

Este estudo também demonstra que embora os trés ambientes de
coleta apresentem alta concentracdo de Al no solo, as concentracées de Al
no caule e folhas de R. viburnoides e no caule Q. grandiflora de no ambiente
sombreado sdo menores que nos dois ambientes a pleno sol. Os dados
coletados nesse estudo confirmam a hipétese de que em individuos mais
expostos a luminosidade apresentam maior concentragcao de AI** na parte
aérea também é maior (Shen e Ma 2001; Zeng et al. 2011). Esses dados
corroboram estudos realizados em espécies cultivadas que demonstram a
influéncia da luz e da temperatura sobre a transpiragdo, que por sua vez,
influencia nas taxas de translocacao do aluminio até a parte aérea (Shen et
al. 2006; Zeng et al. 2011). Em suma, quanto maior a intensidade luminosa e
temperatura da folha, maior a quantidade de AI** que chega até a parte aérea
(Shen et al. 2006; Zeng et al. 2011).

Os sitios de acumulo de Al em diferentes tecidos, tanto em Q.
grandiflora quanto em R. viburnoides, utilizando diversas técnicas de
localizagéo ja foram identificados por diversos autores (Andrade et al. 2011;
Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016). Este trabalho confirma os sitios de
acumulo preferenciais, utilizando EDS, tais como as paredes celulares da

epiderme, parénquima paligadico e esponjoso, tricomas e estdbmatos das
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folhas. Porém, a concentragao relativa de Al varia com os tecidos, sendo esta
maior nas células da epiderme adaxial e abaxial em R. viburnoides e maior na
epiderme adaxial em Q. grandiflora. Estes dados s&o similares aos
encontrados em Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) (Shen e Ma 2001) e
Camellia sinensis (Theaceae) (Tolra et al. 2011; Hajiboland e Poschenrieder
2015) que demonstraram que a epiderme acumula mais aluminio comparado
aos outros tecidos (Tolra et al. 2011; Maejima et al. 2014; Hajiboland e
Poschenrieder 2015). Estudos em C. sinensis, utilizando microscopia
confocal, também mostraram o acumulo de aluminio nos estébmatos e
tricomas da epiderme da face abaxial da folha (Hajiboland e Poschenrieder
2015). Utilizando o EDS, o presente estudo também detectou elevada
concentracédo relativa de Al tanto nos estdmatos, quanto nos tricomas. A
deteccao de Al nos tricomas também foi relatada para outras espécies como
em Andropogon virginicus (Poaceae) (Ezaki et al. 2013) e Tibouchina
urvilleana (Melastomataceae) (Maejima et al. 2014).

Em nivel celular, a parede celular dos diferentes tecidos parece ser o
sitio preferencial de acumulo de aluminio, conforme observado em R.
viburnoides e Q. grandiflora. Acredita-se ao chegar a parte aérea via xilema,
o Al seja translocado até os diferentes tecidos, reagindo com as pectinas da
parede celular e ficando acumulado nesse compartimento (Chang et al. 1999).
Uma vez que o Al ndo € movel, este forma um complexo estavel com as
pectinas (Al-pectinas), permanecendo na parede celular até a senescéncia
foliar (Hajiboland e Poschenrieder 2015). Esse sequestro do Al pelas paredes
celulares € uma estratégia que impede que o metal esteja diretamente em
contato com estruturas metabolicamente ativas e também com processos
bioquimicos vitais (Grevenstuk e Romano 2013). Entretanto, Al também foi
localizado nos cloroplastos das duas espécies conforme relatados para Q.
grandiflora (Andrade et al. 2011) e R. viburnoides (Malta et al. 2016), sendo
necessarios mais detalhados para entender o papel do Al no metabolismo
dessas espécies hiperacumuladoras.

Os resultados do presente estudo sugerem que além do Al estar
complexado as pectinas da parede celular, aumentando a rigidez das folhas
(Wehr et al. 2010), este elemento pode também estar ligado ao silicio,

formando precipitados na forma de 6xidos ou hidréxidos de Al que podem ser
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menos toxicos as plantas, principalmente aluminossilicatos (Currie e Perry
2007). Os resultados também demonstraram aumento da concentracdo
relativa de Al e Si, principalmente na epiderme dos individuos encontrados
nos ambientes a pleno sol. O acido monossilicico (H4SiO4) é translocado até
a parte aérea, onde comeca a se polimerizar e torna-se imével na planta. Por
se concentrar na epiderme ele pode contribuir para a reducéo da transpiracao
e refletir o excesso de radiagao (Currie e Perry 2007). Além disso, o Si pode
estimular a producao de fendis, que podem também complexar com o Al ou
alterar a forma quimica do AI** para formas biologicamente inativas (Pontigo
et al. 2017). Os estudos de Freitas et al. (2012) em cultivares de arroz
indicaram que o AlI** ndo é encontrado nas plantas quando o silicio é absorvido
na forma de H4SiO4. Porém, estudos mais detalhados sobre o processo de
destoxificacdo do AI®* pelo silicio em espécies nativas de Cerrado sé&o
necessarios.

Outra caracteristica observada para as duas espécies em EDS foi a
alta concentragao relativa de sédio nas folhas. Embora o papel do Na como
elemento essencial ainda nao tenha sido determinado, a literatura indica que
este elemento pode desempenhar um papel na osmorregulagido e
balanceamento de cargas em substituicdo ao potassio em ambientes com
suprimentos deficientes de K e em suas fungdes biofisicas (Subbarao et al.
2003; Wakeel et al. 2011), como no Cerrado. A semelhanga ibnica possibilita
a substituicdo do K pelo Na em fun¢gdes metabdlicas que nao sao especificas
em algumas espécies de plantas (Wakeel et al. 2011). E indicado na literatura
que 10% do K absorvido esteja relacionado a fungbes citoplasmaticas
especificas e que 90% estaria localizado no vacuolo das plantas para
ajustamento osmatico e manutengao do gradiente transmembrana (Subbarao
et al. 2003). No entanto, a manutengédo do ajuste osmético entre vacuolo e
citoplasma é considerada uma fungdo inespecifica, em que o K* seria
substituido por outros cations, como o Na* (Subbarao et al. 2003), em alguns
casos, como nas espécies haldfitas, o Na pode fazer melhor regulagéo
osmotica do que o K (Wakeel et al. 2011). Esses efeitos do Na foram
observados na literatura quando em ambientes com suprimento limitado de K.

Sendo assim, os resultados deste estudo indicam que:
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- As duas espécies apresentam caracteristicas tipicas de individuos
que ocorrem em ambientes sombreados e a pleno sol, assim como as
espécies florestais, como maior area foliar e area foliar especifica em
ambientes sombreados e maior massa seca e densidade foliar e maiores
espessuras total, da epiderme adaxial e do parénquima palicadico nos
ambientes a pleno sol;

- Embora R. viburnoides apresente diferencas entre os ambientes
relacionadas a irradiancia, a proporgao dos tecidos nao € alterada entre os
ambientes. Ja em Q. grandiflora a proporgao dos tecidos apresenta alteragdes
substanciais na anatomia, indicando alta plasticidade dessa espécie;

- As duas espécies hiperacumuladoras de aluminio acumulam este
elemento diferencialmente, ocorrendo maiores taxas de acumulo nos
ambientes a pleno sol. Embora os fatores edaficos influenciem a concentragéo
de Al nos diferentes 6rgaos e tecidos das plantas, maiores concentragdes de
Al ocorrem na parte aérea de espécies expostas a elevada irradiancia e
temperatura;

- O silicio parece se ligar ao aluminio, provavelmente, formando
complexos que podem reduzir a toxicidade do al e também refletir o excesso
de irradiagao por se concentrar na epiderme;

- Devido ao baixo teor de K nos solos, as duas espécies parecem

utilizar o Na em substituicdo ao K em processos celulares inespecificos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela - Valores médios e desvios-padrao das caracteristicas morfoldgicas foliares de Rudgea viburnoides e Qualea
grandiflora em trés ambientes distintos de Cerrado: Cerrad&o distréfico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado
sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre cambissolo (CssCxb). Area foliar (AF);
Massa seca foliar (MSF); Area foliar especifica (AFE); Densidade foliar (DF); Comprimento da lamina foliar (CLF);

Largura da lamina foliar (LLF).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

ESPECIES AMBIENTE AF (cm?) MSF (g) AFE (cm? g™) DF (g cm) CLF (cm) LLF (cm)
CDLV 65274102 077+004b 8779+970° 040+003b 1382+1402 6,97 +0,37 2
Rudgea CssLA  47,70+1410° 082+024> 5979+264> 050+0022 11,04+173° 663+242
viburnoides - scxb 53,01+6,16° 1,06+0162 5169+576> 052+0042 1244+122> 612+ 044"
CDLV  10954+16242 120+018° 9504+14612 061+0,10° 1938+181a 7,71+0982
Qualea CssLA  7214+1502b 168+0222 4304+408> 095+0072 1469+182° 6530900
grandifiora o scxb  7424£1267b 175:024° 4237+£371°  099£0002 1521 £170° 6464051

Letras diferentes para mesma variavel (mesma coluna), em uma mesma espécie, significam que os valores sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey.
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Tabela - Valores médios e desvios-padrao das micromorfométricas foliares de Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora
em trés ambientes distintos de Cerrado: Cerradao distréfico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto
sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre cambissolo (CssCxb). Espessura total da lamina foliar
(ETL); Espessura da epiderme adaxial (EEPAD); Espessura da epiderme abaxial (EEPAB); Espessura do parénquima
palicadico (EPP); Espessura do parénquima esponjoso (EPL); indice estomatico (IE).

CARACTERISTICAS ANATOMICAS

ESPECIES AMBIENTE ETL (um) EEPAD (um) EEPAB (um) EPP (um) EPL (um) IE (%)
CDLV 29587 + 11,50 5446 +3,45° 18,06 + 1,88 2 68,47 + 6,94 ° 154,88 +4,24¢ 14,36+1,31¢
Rudgea CssLA 350,30 + 23,88 @ 74,32 + 6,54 2 17,74 £ 0,47 @ 96,98 + 12,882 161,26 +6,98> 24,73+1,28=2
viburnoides
CssCxb 383,69 £ 27,24 76,99 + 4 56 2 18,79+1,262 101,31+ 10,072 186,90+ 18,812 20,34+1,00°"
CDLV 187,17 + 28,98 39,90 +6,36° 11,04 £ 0,69 2 51,75+9,75° 84,05+14,302 16,47 +1,42¢
Qualea CssLA 248,24 + 15,162 55,01 +3,812 12,565+1,272 127,26+ 11,472 5341+7,15°b 30,81 +1,642

grandiflora
CssCxb 24319+21,692 51,89+6,232 11,97 +1,192 125,56 +9,602  53,78+7,32° 27,82+1,61°

Letras diferentes para mesma variavel (mesma coluna), em uma mesma espécie, significam que os valores séo estatisticamente diferentes (p < 0,05 teste de Tukey).



CAPITULO Il - Respostas fisiolégicas e metabélicas de duas espécies do

Cerrado quando em fitofisionomias com diferentes niveis de irradiancia

RESUMO

O dominio Cerrado apresenta vegetacdo com grande diversidade, com
formacgdes savanicas e florestais que diferem principalmente na quantidade e
qualidade da luz recebida, sendo o grau de plasticidade das espécies
determinante para sua distribuicdo e ocorréncia nas diferentes fitofisionomias.
O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisioldgicas e metabdlicas em
Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora sob diferentes niveis de irradiancia.
Estas espécies foram selecionadas por sua ocorréncia em fitofisionomias de
sombra e sol do Cerrado. Foram avaliadas as trocas gasosas, fluorescéncia
da clorofila a e os teores de pigmentos, compostos fendlicos, amido,
aminoacidos e proteinas. Os resultados demonstraram maiores taxas de
assimilagcado de carbono (A) no ambiente sombreado para as duas especies,
possivelmente relacionadas a temperatura mais amena enquanto os
individuos a pleno sol restringem as trocas gasosas em func¢ao do fechamento
estomatico. Os individuos do ambiente sombreado apresentaram menor valor
de concentragéo interna de carbono (Ci) pelo uso eficiente do carbono. A
razao Ci/Ca manteve-se dentro do esperado para espécies com boas taxas
de assimilacdo de carbono independente do ambiente. Os parametros da
fluorescéncia da clorofila a também indicam bom funcionamento do
fotossistema |l com estratégias eficientes de dissipacdo do excesso de
energia luminosa nas duas espécies. Os pigmentos fotossintéticos
apresentaram maiores teores na sombra, possivelmente em funcdo da
elevada taxa de foto-oxidacio da clorofila em ambientes com alta incidéncia
luminosa. Independentemente das condigbes de luminosidade, as duas
espécies mantiveram o bom funcionamento do aparato fotossintético e estao
ajustadas as diferentes condigdes ambientais no Cerrado, indicando maior

plasticidade fisioldgica.

Palavras-chave: Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila, irradiancia,
Rudgea viburnoides, Qualea grandiflora.
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Capitulo II: Physiological and biochemical responses of two Cerrado

species when in phytophysiognomies with different levels of irradiance

ABSTRACT

The Cerrado domain presents vegetation with great diversity, with savanna
and forest formations that differ mainly in the quantity and quality of the light
received, being the degree of plasticity of the species determinant for its
distribution and occurrence in the different phytophysiognomies. The objective
of this study was the physiological and biochemical responses in Rudgea
viburnoides and Qualea grandiflora under different levels of irradiance. These
species were selected for their occurrence in shade and sun
phytophysiognomies of the Cerrado. Gas exchanges, fluorescence chlorophyll
a and pigment contents, phenolic compounds, starch, amino acids and
proteins were evaluated. The results show higher rates of carbon assimilation
(A) in the shaded environment for both species, possibly related to the milder
temperature while individuals in full sunlight restrict gas exchange due to
stomatal closure. The individuals in the shaded environment presented lower
values of internal carbon concentration (Ci) for the efficient use of carbon. The
Ci/Ca ratio remained within that expected for species with good rates of carbon
assimilation independent of the environment. The fluorescence of chlorophyli
a also indicates good functioning of photosystem Il with efficient strategies of
dissipation of excess light energy in both species. The photosynthetic
pigments presented higher levels of shade, possibly due to the high photo-
oxidation rate of chlorophyll in environments with high light intensity.
Irrespective of the light conditions, the two species maintained the
photosynthetic apparatus well and are adjusted to the different environmental
conditions in the Cerrado, indicating high physiological plasticity.

Key Words: Gas exchanges, chlorophyll fluorescence, irradiance, Rudgea

viburnoides, Qualea grandiflora.
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Introducgao

O dominio Cerrado apresenta grande diversidade floristica, sendo a
ocorréncia das espécies determinada por fatores edaficos, irradiancia,
variagao pluviométrica, profundidade e drenagem do solo e fogo sazonal
(Ribeiro e Walter 2008). O Cerrado apresenta fitofisionomias campestres,
savanicas e florestais (Ribeiro e Walter 2008). Nas formagdes savanicas
predomina o estrato herbaceo-arbustivo e um estrato arboreo esparso, ja as
formacgdes florestais apresentam estrato arboreo dominante e bem
desenvolvido (Ribeiro e Walter 2008).

As formacdes savanicas e florestais diferem em relacdo a quantidade
e qualidade da luz recebida, sendo necessarias estratégias de aclimatagao e,
ou adaptacgao para o estabelecimento nesses ambientes (Goulart et al. 2011).
O grau de plasticidade das espécies em utilizar os recursos disponiveis &
determinante para sua distribuicao e ocorréncia nas diferentes fitofisionomias
do Cerrado (Goulart et al. 2011). A aclimatacao das espécies a alta ou a baixa
irradiancia envolve alteragées morfofisiolégicas que permitem capturar mais
eficientemente a luz restrita no ambiente sombreado ou dissipar o excesso de
luz a pleno sol (Rabelo et al. 2013). Os principais ajustes sdo as modificagdes
em oOrgéaos, tecidos e organelas, como mudangas na espessura da lamina
foliar, alteragdes nas proporgdes dos parénquimas clorofilianos, com
consequente efeito sobre as trocas gasosas e eficiéncia do fotossistema I
(Rabelo et al. 2013).

Em ambientes com alta irradiancia, o centro de reag¢ao do fotossistema
Il € o primeiro a ser afetado, pois os danos podem ser maiores que as taxas
de reparacao (Murata et al. 2007). Os individuos em ambientes a pleno sol
podem apresentar mecanismos que dissipam a energia de forma a minimizar
o dano fotoxidativo (Muller et al. 2001) e a degradagdo dos pigmentos
fotossintéticos que sao altamente reativos em elevada irradiancia, se tornando
agentes geradores de estresse oxidativo (Baker 2008). Como a clorofila ndo
para de absorver luz, toda a absorcédo de luz em excesso deve ser dissipada
(Baker 2008). Essa dissipagao pode ser direcionada para a formagao de poder
redutor e de ATP para uso na fase bioquimica da fotossintese (Baker 2008)
ou ocorrer na forma de calor regulada, aumentando a producdo de

carotenoides pela ciclagem das xantofilas que preservarédo a integridade do

60



aparelho fotossintético (Muller et al. 2001; Takahashi e Badger 2011; Paula et
al. 2015). A energia também pode ser dissipada na forma de calor ndo
regulada (Baker 2008). Assim, a mensuragao da fluorescéncia da clorofila a e
das trocas gasosas podem fornecer importantes informagdes sobre o estado
da fotossintese em plantas sob alta irradiancia (Gongalves e Santos-Junior
2005) e as estratégias que otimizam a captura da luz e maior ganho de
carbono em individuos em ambiente sombreado (Valladares et al. 2003).

Embora existam muitas informacgdes sobre a ecofisiologia de espécies
nativas de outros dominios fitogeograficos, estudos em espécies nativas do
Cerrado ainda sao insuficientes quando se trata das trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a (Lemos-Filho 2000) e composi¢ao bioquimica.
Assim, sdo necessarias a associacao de diferentes técnicas para avaliar o
efeito da intensidade luminosa em espécies acumuladoras de aluminio que
ocorrem diferentes fitofisionomias do Cerrado.

As condigdes de elevada irradidncia podem resultar em fotoinibigao
dindamica ou crénica (Powles 1984). Durante a fotoinibicdo dinamica, a
eficiéncia fotoquimica decresce devido ao desvio da energia luminosa para as
vias de dissipacado de calor (Powles 1984; Takahashi e Badger 2011). A
fotoinibicdo crénica resulta em uma série de eventos que podem diminuir a
eficiéncia quantica e danificar o aparato fotossintético (Powles 1984). Apesar
de existirem estudos ecofisiologicos em plantas de Cerrado (Lemos-Filho
2000; Prado et al. 2004; Silva et al. 2010; Paula et al. 2015), o numero de
especies pesquisadas € muito pequeno. Avaliacbes dos parametros
relacionados a fotossintese sdo essenciais para entender o comportamento
fisioloégico de espécies que ocorrem em fitofisionomias savanicas (pleno sol)
e florestais (ambiente sombreado).

A hipotese deste estudo € a de que os individuos expostos ao sol
apresentem maiores taxas de assimilagdo de carbono, maiores taxas de
transporte de elétrons, fotoinibicdo dindmica, maiores teores de clorofila a,
menores teores de clorofila b e maiores teores de carotenoides para dissipar
eficientemente a luz pelo ciclo das xantofilas (Klughammer e Schreiber 2008).

Este estudo teve como objetivo verificar se essas caracteristicas tipicas
de espécies de sol e sombra florestais ocorrem nas espécies de Cerrado
Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora foram avaliadas as trocas gasosas,
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fluorescéncia da clorofila a, os teores de pigmentos fotossintéticos, compostos
fendlicos, amido, aminoacidos e proteinas em ambientes que diferem quanto

a intensidade luminosa recebida.

Material e Métodos

A area de trabalho, geolocalizag&o e espécies foram as mesmas
utilizadas no capiitulo |

Trocas gasosas foliares e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas foliares foram realizadas em folhas completamente
expandida do 3° né, contada a partir do apice e direcionada para o leste (para
fins de padronizagao). Apds a estabilizagao do aparelho foram avaliadas: as
taxas de assimilagdo liquida do carbono (A), concentragcdo de CO2 nos
espacos intercelulares (Ci), transpiragcao (E) e condutancia estomatica por
unidade de area foliar (gs) com um analisador de gases a infravermelho portatil
IRGA (Modelo LI 6400 Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, USA). As mensuracdes
foram realizadas entre 8:00 e 12:00, sob fluxo correspondente a 1.000 umol
fotons m2 s-1, temperatura 25 °C e concentracdo externa de CO2 controlada
em 400 pmol mol' e sob fluxo de luz azul, possibilitando a abertura
estomatica.

Os dados de concentragdo de CO2 nos espagos intercelulares (Ci) e a
concentragéo externa de CO2 (Ca) foram utilizados para calcular a razao
CilCa. Foram calculadas as eficiéncias instantaneas da carboxilagao (A/Ci), e
do uso da agua (A/E) e a eficiéncia intrinseca do uso de agua (A/gs) (Scholes
e Horton, 1993).

Nas mesmas folhas utilizadas para as analises de trocas gasosas
foram efetuadas as medi¢des das variaveis da fluorescéncia da clorofila a com
um fluorbmetro de pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Germany). Apo6s aclimatagéo por 30 minutos no escuro, foram mensuradas a
fluorescéncia minima (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm), usando a luz de
excitagdo da area amostrada em vermelho-distante (0,03 umol m=2 s*') e pulso
de luz actinica saturante (6000 umol m2 s'). A fluorescéncia variavel (Fv) foi
calculada usando a formula (Fv = (Fm - Fo)). Com estes valores foi possivel
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determinar o rendimento quantico potencial (FvV/Fm = (Fm — Fo)/Fm) € a
eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fo = (Fm — Fo)/Fo) (van Kooten e
Snel 1990).

Em seguida, nestas mesmas folhas, apds periodo de adaptacgao a luz
foi determinada a fluorescéncia da amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturacao (Ft), e por fim, aplicou-se um pulso de luz actinica saturante (6000
umol m2s™) de 0.8s, para determinar a fluorescéncia maxima da folha quando
adaptada a luz (Fm). Com os dados obtidos na fase lenta de indugéo da
clorofila, p6de-se determinar o rendimento das trés vias concorrentes de
desexcitagao de clorofilas no fotossistema Il (PSIl), o rendimento quéantico
efetivo do fluxo linear de elétrons (¢psi = AF/Fw = (Fw — Ft)/ Fm), 0 rendimento
quantico de dissipacao regulada de energia nao fotoquimica no PSII (¢nrpa =
(Ft/ Fm) — (Ft / Fm)) e o rendimento quantico de dissipagdo n&o-regulada de
energia nao fotoquimica do PSII (¢no = Ft/ Fm) (Genty et al. 1989).

A taxa de transporte de elétrons foi calculada utilizando a equacédo ETR
= ¢psi x PAR x o x 3, onde as constantes representam as proporgdes: o de
radiagdo incidente que é absorvida pela folha (0.84) e 3 de fétons absorvidos
que sao utilizados pelos centros de reagcdo do PSII (0.5). Foi também
calculada a razao de decréscimo da fluorescéncia (Rrd = (Fm — Fs) / Fs) (Genty
et al. 1989).

Analises bioquimicas

Amostras de trés folhas do 3° né de cada um dos cinco individuos de
cada espécie nos trés diferentes ambientes foram coletadas em campo, entre
12:00 p.m. e 13:00 p.m, e imediatamente colocadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultrafreezer. Posteriormente, as mesmas foram maceradas
em nitrogénio liquido e moidas em moinho de bolas (Retesh MM400) e
novamente armazenadas em ultrafreezer para a realizacdo das analises a

sequir.

Extragdo e determinagédo de clorofilas e carotenoides, aminoacidos totais,

amido, proteinas e fenois soltveis totais
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Utilizou-se o leitor de placa de Elisa (Asys-UVM 340, Eugendorf,
Austria) para todas as analises descritas abaixo. Antes de cada procedimento
foi realizada a leitura da p-placa vazia (branco), para que a absorbancia da
placa vazia fosse subtraida na leitura da u-placa com as amostras (em
duplicata).

Em ambiente escuro, 0,04 g de matéria fresca foram ressuspendidas
em acetona 80% e CaCOs (usado para inativar a agao da clorofilase) segundo
o protocolo modificado de Lichtenthaler (1987), para quantificar as clorofilas
totais, clorofila a e b e carotenoides. As leituras das absorbancias foram
realizadas em 663, 646 e 470 nm.

Amostras de 0,05 g foram submetidas a extracao etandlica, a quente,
sendo determinados, na fragao soluvel em etanol, os teores de aminoacidos
totais (Sienkiewicz-Porzucek et al. 2008); e na fragado insoluvel, os teores de
amido (Fernie et al. 2001) e o conteudo de proteinas totais (Bradford 1976).

A extracao de fendis totais seguiu o protocolo de Sun et al. (2007). A
curva padrao de acido tanico (AT) foi preparada e o resultado expresso em
mg de AT por Kg de massa fresca. Para a extracdo de fendis totais foram
adicionados em p-placa: extrato da amostra, agua Milli-Q (H204), reagente de
Folin-Ciocalteau e Na2COs (20%). Apds agitagao por 40 minutos a leitura da
absorbancia foi realizada em 725 nm. O teor de fendis totais pode ser
calculado, utilizando a curva de calibragao por equivaléncia de AT e expresso

em materia fresca.

Delineamento experimental e anélises estatisticas

As analises foram feitas em trés ambientes de Cerrado, sendo o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial duplo 2 x
3, duas espécies (R. viburnoides e Q. grandiflora) e trés ambientes com
diferentes luminosidades (Cerradao distréfico sobre latossolo vermelho -
CDLV, Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo - CssLA e cambissolo -
CssCxb), com cinco réplicas em cada ambiente, mantendo uma distancia
minima entre os individuos de pelo menos 100 m.

As analises estatisticas foram realizadas, usando o software livre R x
64 3.4.1 (R Core Team, 2016). A normalidade da distribuicado dos dados foi

validada pelo teste de Shapiro-Wilk. Uma vez que os dados ndo estavam
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dentro da normalidade e, ou homogéneos, assim as analises de variancia
(ANOVA) foram realizadas pelo GLM (generalized linear model). Como os
dados sao de variaveis continuas, utilizou-se family Gaussian, variando-se o
link em identity, log e inverse, o link identity foi o que melhor se ajustou aos

modelos, sendo portanto selecionado.

Resultados

Trocas gasosas

Os individuos localizados no Cerraddo distrofico sobre latossolo
vermelho (CDLV), ambiente sombreado, apresentaram diferencas
significativas para as variaveis: assimilacdo liquida do carbono (A),
concentragdo de CO2 nos espacos intercelulares (Ci) e transpiragéo (E),
quando comparados aos individuos localizados nos Cerrados sensu stricto
sob latossolo amarelo (CssLA) e cambissolo (CssCxb), ambientes a pleno sol.
Ja a conduténcia estomatica por unidade de area foliar (gs) ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os ambientes. Os valores percentuais
abaixo foram obtidos a partir da comparacdo entre os dois ambientes
extremos, Cerradao distrofico e Cerrado sensu stricto sobre cambissolo.

A assimilagao liquida de carbono (A) foi maior no ambiente sombreado
para as duas espécies, esse aumento foi de 16.93% em R. viburnoides (Figura
3 - A) e 40.82% em Q. grandiflora (Figura 4 - A). A concentragao
subestomatica de CO2 (Ci) apresentou valores inversos as taxas de
assimilagao de carbono, sendo maior nos ambientes a pleno sol, 15,91% em
R. viburnoides (Figura 3 - B) € 2.13% em Q. grandiflora (Figura 4 - B). As taxas
de transpiracdo (E) no ambiente sombreado foram maiores 9.18% em R.
viburnoides (Figura 3 - C) e 11.68% em Q. grandiflora (Figura 4 - C). A
condutancia estomatica (gs) (Figura 3 e 4 - D) ndo apresentou diferengas
estatisticas entre os ambientes.

A razado (Ci/Ca) se manteve préxima de 0.7, sendo menor para 0s
individuos do ambiente sombreado. Em R. viburnoides essa reducgao foi de
15.38% (Figura 3 - E) e em Q. grandiflora de 2.74% (Figura 4 - E). A eficiéncia
instantanea da carboxilagao (A/Ci) nas duas espécies, foi maior no ambiente

sombreado, sendo 33.33% em R. viburnoides (Figura 3 - F) e 40% em Q.
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grandiflora (Figura 4 - F). A eficiéncia instantanea (A/E) e intrinseca (A/gs) do
uso de agua ndo mostrou diferenca significativa em R. viburnoides (Figura 3 -
G, H). Em Q. grandiflora as duas variaveis foram maiores no ambiente
sombreado, sendo A/E 8.13% (Figura 4 - G) e Algs 44.66% (Figura 4 - H).

Fluorescéncia da Clorofila a

As analises de fluorescéncia da clorofila a indicam que n&do houve
diferencas significativas para os parametros fornecidos pelo fluorémetro (Fo,
Fm, Ft, Fm) para nenhuma das duas espécies (Figura 5 e 6 - A, B, C, D),
somente Fv apresentou diferencas entre o CDLV e CssCXB (Figura 5 e 6 - E).

Os valores calculados para o rendimento maximo do PSIl, também
conhecido como maxima eficiéncia quantica do PSIl - Fv/Fm, tanto para R.
viburnoides (Figura 5 - F), quanto para Q. grandiflora (Figura 6 - F),
apresentaram diferengas significativas entre os ambientes com maiores
valores no ambiente sombreado, sendo esse aumento de 15.21% e 1.20%,
respectivamente. A eficiéncia maxima do processo fotoquimico do PSII (Fv/Fo)
também foi maior no ambiente sombreado, sendo esse aumento de 20.69% e
10.46% em R. viburnoides (Figura 5 - G) e Q. grandiflora (Figura 6 - G),
respectivamente.

A taxa de transporte de elétrons (ETR) ndo apresentou diferenga
estatistica entre os ambientes (Figura 5 e 6 - H). A razdo de decréscimo da
fluorescéncia (Rrd) usada para avaliar fixagdo de carbono, foi maior no
ambiente sombreado para as duas espécies, sendo 44.66% em R.
viburnoides (Figura 5 - 1) e 20.40% em Q. grandiflora (Figura 6 - 1).

Nas medigdes realizadas sob pulsos de luz saturante, o rendimento das
trés vias concorrentes de desexcitacdo de clorofilas no fotossistema Il (PSII)
nao apresentaram diferencas entre os ambientes para nenhuma das
espécies. Os menores valores foram da dissipagao fotoquimica (¢psi) (Figura
5 e 6 - J). O rendimento quéantico de dissipagao regulada de energia nao
fotoquimica no PSII (¢npa) apresentou os maiores valores (Figura 5 e 6 - K),
seguido do rendimento quantico de dissipagao ndo-regulada de energia ndo
fotoquimica do PSII (¢no) (Figura 5 e 6 - L). Em todos os ambientes, a maior
propor¢ao de energia absorvida foi dissipada na forma de calor de forma
regulada, seguida da dissipagcdo nao regulada, e por fim, pela dissipagao
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fotoquimica, sendo os valores decrescentes de dissipagao de energia (¢nrq)

> (dNO) > (dPsin).

Analises Bioquimicas

Nos individuos de ambiente sombreado de ambas espécies, os teores
de clorofila totais (Figura 7 e 8 - A), clorofila a (Figura 7 e 8 - B), clorofila b
(Figura 7 e 8 - C) e carotenoides (Figura 7 e 8 - E) por unidade de massa
fresca foram, em geral, mais que o dobro daqueles encontrados nos
individuos a pleno sol. A razao clorofila a/b foi maior para os individuos a pleno
sol em R. viburnoides (Figura 7 - D) e Q. grandiflora (Figura 8 - D),
respectivamente. Assim como as clorofilas, o teor de carotenoides foi maior
nos individuos do ambiente sombreado para as duas espécies (Figuras 7 e 8
-E).

Os teores de compostos fendlicos apresentaram diferencgas
significativas entre os ambientes em R. viburnoides, sendo maiores nos
individuos de sol (Figura 7 e 8 - F). Em Q. grandiflora ndo apresentou
diferencas significativas entre os ambientes, no entanto Q. grandiflora
apresenta concentracao elevada compostos fendlicos em seus tecidos.

Ja as concentragdes de amido, aminoacidos e proteinas nas duas
espécies apresentaram diferengas significativas entre os ambientes a pleno
sol e de sombra. Os individuos a pleno sol apresentam uma maior
concentragcdo de amido, sendo esse aumento de 40.11% em R. viburnoides
(Figura 7 - G) e 27.42% em Q. grandiflora (Figura 8 - G). O teor de
aminoacidos foi 43.77% maior nos ambientes a pleno sol em R. viburnoides
(Figura 7 - H), enquanto em Q. grandiflora (Figura 8 - H) foi 45.00% maior no
ambiente sombreado. Em R. viburnoides (Figura 7 - 1), a concentragao de
proteinas foi 44.05% maior no ambiente sombreado. Ja em Q. grandiflora

(Figura 8 - 1) o teor de proteinas foi 97.74% maior nos ambientes a pleno sol.
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sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb). As variaveis sdo: (A) A - Assimilagédo
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Figura 4. Trocas gasosas em Qualea grandiflora no Cerradao distréfico sobre

latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo
amarelo (CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb). As
variaveis sdo: (A) A - Assimilacdo liquida de carbono; (B) Ci -
Concentragao interna de COz; (C) E - Transpiragao; (D) gs - Condutancia
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uso da agua. Letras diferentes para mesma variavel significam que os
valores sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 5. Fluorescéncia da clorofila a em Rudgea viburnoides no Cerradao distréfico sobre

latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA)
e Cerrado sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb). Dados fornecidos: (A) Fo -
Fluorescéncia minima; (B) Fm - Fluorescéncia maxima; (C) Ft - Fluorescéncia
adaptada a luz antes do pulso de saturagéo; (D) Fn - Fluorescéncia maxima da folha
quando adaptada a luz; (E) Fv - Fluorescéncia variavel; (F) FvFm - O rendimento
quantico potencial; (G) FvFo - Eficiéncia fotoquimica do fotossistema IlI; (H) ETR -
Taxa de transporte de elétrons; (1) Rra - Razao de decréscimo da fluorescéncia; (J)
dopsi - 0 rendimento quantico efetivo do fluxo linear de elétrons; (K) ¢npa - O
rendimento quéntico de dissipagao regulada de energia n&o fotoquimica no PSII; (L)
¢no - O rendimento quéntico de dissipagao ndo-regulada de energia nao fotoquimica
do PSII. Letras diferentes para mesma varidvel significam que os valores s&o
estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6. Fluorescéncia da clorofila a em Qualea grandiflora no Cerradao distréfico sobre

latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo
(CssLA) e Cerrado sensu stricto sobre Cambissolo (CssCxb). Dados fornecidos:
(A) Fo - Fluorescéncia minima; (B) Fm - Fluorescéncia maxima; (C) Ft -
Fluorescéncia adaptada a luz antes do pulso de saturagéo; (D) Fn - Fluorescéncia
méxima da folha quando adaptada a luz; (E) Fv - Fluorescéncia variavel; (F) FvFm
- O rendimento quéntico potencial; (G) F.Fo - Eficiéncia fotoquimica do
fotossistema II; (H) ETR - Taxa de transporte de elétrons; (I) Rra - Razéo de
decréscimo da fluorescéncia; (J) ¢psi - o rendimento quantico efetivo do fluxo
linear de elétrons; (K) ¢npa - O rendimento quantico de dissipacdo regulada de
energia nao fotoquimica no PSII; (L) ¢no - O rendimento quantico de dissipagéo
nado-regulada de energia nao fotoquimica do PSII. Letras diferentes para mesma
variavel significam que os valores sdo estatisticamente diferentes pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Discussao

Os resultados do presente estudo indicam que a presenca de Al** no
solo ndo influenciou negativamente as taxas fotossintéticas em Rudgea
viburnoides e Qualea grandiflora, uma vez que, os solos do ambiente
sombreado apresentam os maiores teores de Al. No entanto, a concentragéo
de Al na parte aérea foi maior nos individuos encontrados nos ambientes a
pleno sol para as duas espécies (Capitulo I). Alguns autores demonstraram a
presenca de Al nos cloroplastos das duas espécies estudadas, conforme
relatado por Malta et al. (2016) em R. viburnoides e por Andrade et al. (2011)
em Q. grandiflora, sem provocar danos aparentes na morfofisiologia.

As taxas fotossintéticas de Q. grandiflora e R. viburnoides foram
maiores nos individuos do ambiente sombreado. Entretanto, esses resultados
sao contraditérios em relacdo a literatura que relata maiores taxas de
assimilacéo de carbono em folhas de sol (Givnish 1988; Gregoriou et al. 2007).
Uma possivel explicagao para essas maiores taxas fotossintéticas € que no
ambiente sombreado a temperatura € mais amena, o que possibilita a reducao
da temperatura foliar e a manutencao do status hidrico da planta, otimizando
a fixagao de carbono, a atividade fotossintética e a turgescéncia foliar (Walters
et al. 1993). De maneira similar, estudo analisando o comportamento
fotossintético de Lindera melissifolia (Lauraceae) em sol e sombra num
ambiente florestal mostrou que individuos em ambientes sombreados
apresentaram maiores taxas fotossintéticas (Aleric e Kirkman 2005). A relagao
A/Ci foi maior nas duas espécies no ambiente sombreado, indicando que essa
eficiéncia da carboxilacédo ou atividade da rubisco é 6tima. Nas plantas a pleno
sol a concentracdo de amido foliar € maior, o que pode causar uma
retroinibicdo da fotossintese, causando a retencdo dos grupos fosfatos e
comprimindo os cloroplastos (Warren, 2008).

As plantas a pleno sol, por outro lado, devido a elevada irradiancia,
temperatura e demanda evaporativa podem reduzir as taxas de fotossintese,
tanto em fungao do fechamento estomatico, pela restricao das trocas gasosas,
diminuindo a assimilagdo de CO:2 e, consequentemente, o processo
fotossintético, quanto em funcao da inibicao de processos fotossintéticos nos
cloroplastos (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki 2007). Estudos também
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demonstraram que em ambientes a pleno sol e sombreado as espécies
Shorea worthingtonii (Dipterocarpaceae) (Ashton e Berlyn 1992), Cytisus
scorparius (Fabaceae) e Ulex europaeus (Fabaceae) apresentaram maiores
taxas de assimilagao de carbono em ambiente sombreado, pois condigdes de
elevada irradiancia associadas a alta temperaturas podem danificar o aparato
fotossintético, levando a fotoinibi¢do, limitando assim a assimilagdo de
carbono (Valladares et al. 2003).

Os individuos dos ambientes a pleno sol apresentaram menores taxas
de transpiracdo. Uma possivel explicacdo € que a transpiracao pode diminuir
por n&o ter tanta agua no solo em contato com as raizes e, ou, em fungao das
interacbes entre fatores ambientais, como baixa umidade do ar, alta
temperatura e intensidade luminosa, que promovem o fechamento estomatico
e diminuem a transpiragéo possibilitando uma menor perda excessiva de agua
(Prado et al. 2004). Estudos relataram que em espécies de Cerrado durante
estacdo seca ha uma redugdo na condutancia estomatica (gs), uma vez que,
a demanda evaporativa da atmosfera esta consideravelmente alta, a qual leva
a um rigido controle estomatico, reduzindo as taxas transpiratérias (Meinzer
et al. 1999).

Nas plantas de sombra, uma maior difusdo de CO2 para o mesofilo
potencializa a perda de agua por umol de CO:2 assimilado, tendo como
consequéncia as maiores taxas fotossintéticas e maior eficiéncia instantanea
da carboxilagao (A/Ci) (Warren 2008), como as observadas nos individuos do
ambiente sombreado. Como a concentragdo de CO:2 externo foi mantida
constante, as variacbes observadas na razdo Ci/Ca estdo relacionadas
somente com a concentragao interna de CO2 (Igamberdiev et al. 2004). O
aumento de Ci indica que o CO2 que chega as células do mesofilo ndo esta
sendo fixado durante a fase carboxilativa da fotossintese, sendo também uma
possivel explicagdo para menor taxa fotossintética nos individuos a pleno sol
(lgamberdiev et al. 2004). Esse aumento da relagao Ci/Ca e redugao das taxas
fotossintéticas pode estar relacionado a inibicao da atividade carboxilase e
aumento na atividade oxigenase da Rubisco, levando a fotorrespiragéo
(lgamberdiev et al. 2004). Quanto mais préxima de 1 for a razédo Ci/Ca menos
eficientes sdo os processos de fixacdo de carbono pela planta (Brodribb

1996). Assim, a reducdo da razdo Ci/Ca observada nos individuos do
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ambiente sombreado respondem menos ao excesso de radiacdo, e
apresentam um processo mais eficiente de fixacdo de carbono resulta em uma
maior taxa fotossintética nesses individuos (Ilgamberdiev et al. 2004).

Em ambientes onde ha baixa disponibilidade de agua, como nos
ambientes de Cerrado, no inicio da estacao seca, a condutancia estomatica é
menor e uma das consequéncias é a reducao nas taxas transpiratorias (Yu et
al. 2004). A espécie R. viburnoides nao apresentou diferengas na eficiéncia
instantanea do uso de agua (EUA = A/E), ja em Q. grandiflora a EUA foi menor
nos ambientes a pleno sol, esta EUA retrata a quantidade de CO2 absorvida
por molécula de H20 transpirada, estando relacionada com a efetividade de
uma espécie em fixar carbono enquanto transpira (Howell 2001), sendo
menos efetiva nesta ultima espécie. A eficiéncia intrinseca do uso de agua
(EiUA = A/gs) apresentou menores valores nos individuos a pleno sol de Q.
grandiflora, também n&o apresentando diferencas significativas em R.
viburnoides. A literatura sugere que em ambientes com elevada irradiancia
associada a baixa disponibilidade de agua nos solos ocorra o fechamento dos
estdmatos e, consequentemente, a redugao na eficiéncia intrinseca no uso de
agua nos individuos a pleno sol (Yu et al. 2004).

Os valores de eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm)
encontrados para R. viburnoides e Q. grandiflora estdo proporcionais ao
estabelecido pela literatura para individuos de sol e de sombra, sugerindo que
as espécies ndo apresentam danos fotoinibitérios. Os valores de F./Fm para
as duas espécies a pleno sol, estdo por volta de 0.80 elétrons quantum-'. Ja
em ambiente de sombra, os valores sdo um pouco mais elevados na faixa de
0.83 elétrons quantum™' (Silva et al. 2010). E sugerido que o valor 6timo de
Fv/Fm em plantas que n&o estdo em condi¢des de estresse esteja por volta de
0.8332 + 0.004 elétrons quantum-' (Bjorkman e Demmig 1987), indicando que
nao existem danos fotoinibitorios nas espécies estudadas.

Os resultados desse estudo apontam que a razao Fv/Fo € maior no
ambiente sombreado e semelhante ao encontrado na razdo Fv/Fm, os valores
sdo condizentes com o esperado na literatura em individuos a pleno sol € na
sombra (Silva et al. 2010). A razéo Fv/Fo também pode ser um indicador de
estresse, sendo sugerido que essa variavel € mais sensivel que a razao Fv/Fm

(Pereira et al. 2000; Paiva et al. 2003). Em plantas saudaveis, esses valores
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podem variar entre 3 e 6 elétrons quantum' (Rohacek 2002), sendo que os
valores exibidos pelos individuos das duas espécies nos trés ambientes
encontram-se nesse intervalo.

Quando a energia luminosa € capturada pelos complexos antena do
fotossistema Il (FSII) a energia pode ser utilizada na etapa fotoquimica pelo
FSII (¢psit) ou pode ser dissipada na forma de calor (¢npa) € de forma néo
regulada (¢no) (Klughammer e Schreiber 2008). Embora diferencas
significativas ndo tenham sido encontradas entre as taxas de dissipagao de
energia entre os ambientes a pleno sol e sombreado, a soma dos coeficientes
de dissipagao de energia € igual a 1, sendo assim, os altos valores de ¢nra
em relacdo ¢psi € ¢no, como 0s encontrados neste estudo para as duas
espécies, indicam elevada capacidade de fotoprotecédo (Klughammer e
Schreiber 2008). Os maiores valores de ¢npa indicam que o excesso de
energia esta sendo dissipado de forma controlada via ciclo das xantofilas, que
desempenha um importante papel na protecdo do aparato fotossintético
contra a superexcitacdo e danos nos centros de reagao PSIl (Klughammer e
Schreiber 2008). Esse aumento relativo no ¢npa significa que ha um baixo
aproveitamento da energia luminosa na fotossintese, indicados pelos baixos
valores de ¢psii. No entanto, essas espécies de Cerrado apresentam uma alta
capacidade de combater a fotoinibigdo, que é uma vantagem adaptativa nesse
ambiente (Guidi e Innocenti 2011). Valores de ¢npa maiores que ¢no refletem
que a capacidade de fotoprotegcdo estd dentro do ideal (Klughammer e
Schreiber 2008) e seria uma forma de manter o funcionamento do PSIl sem
causar danos nos ambientes a pleno sol (Niinemets e Kull 2001).

O aumento no ¢nea € ¢no resulta em menores valores de rendimento
quéantico (¢rsi), ocasionando menores taxas de transporte de elétrons (ETR).
Esses resultados também sao similares ao encontrado na literatura (Havaux
e Niyogi 1999). Assim como o ¢psi, @ ETR ndo apresentou diferencas
significativas entre os ambientes. A literatura também indica que entre os
distintos ambientes, na auséncia de diferencgas estatisticas, o funcionamento
dos fotossistemas é similar (Genty et al. 1989).

A razdo do decréscimo da fluorescéncia (Rrq) avalia a atividade do
Ciclo de Calvin (Lichtenthaler et al. 1986). A Rrq estabelecida como 6tima na

77



literatura em individuos com boa atividade fotossintética apresenta valores
maiores que 2.5 (Rinderle e Lichtenthaler 1988), como obtidos nas duas
espécies no ambiente de sombra, porém nos individuos a pleno sol nao foram
observados valores inferiores a 1.0, que indicaria comprometimento da
assimilacédo de carbono em concordéncia com os resultados de A/Ci (Haitz e
Lichtenthaler 1988). Lichtenthaler et al. (2007) sugeriram que espécies de sol
apresentam maiores valores de Rrd que espécies de sombra e estes valores
estdo correlacionados positivamente com as taxas fotossintéticas. Contrario a
literatura, neste trabalho, os individuos do ambiente sombreado apresentaram
maiores valores de Rr¢ comparado aos individuos a pleno sol. Esses valores
podem estar associados a maiores taxas fotossintéticas dos individuos do
ambiente sombreado (Lichtenthaler et al. 2007).

Os maiores teores de clorofilas totais, a e b foram observados no
ambiente sombreado, como relatado por diversos autores (Zhang et al. 2016;
(Guidi et al. 2017)). Esse acumulo de clorofilas em ambientes sombreados
esta relacionado a menor incidéncia luminosa, pois a absorgao eficiente da
luz depende dessa molécula (Zhang et al. 2016). Na presenca de luz, a
molécula de clorofila € constantemente foto-oxidada, por isso, em ambiente
com maior intensidade luminosa ha elevadas taxa de degradagcdo desse
pigmento, fazendo com que folhas de sombra apresentem maior
concentracéo de clorofila que as folhas de sol (Guidi et al. 2017). Além disso,
maior acumulo de clorofila no ambiente sombreado pode estar relacionado a
um efeito compensatério das espécies a baixa quantidade de energia
luminosa disponivel (Zhang et al. 2016).

O aumento na proporcdo de clorofila b nas plantas do ambiente
sombreado ¢é refletido na maior razao clorofilas a/b dos ambientes a pleno sol
(Lee et al. 2000; Maina e Wang 2015). O maior teor de clorofila b no ambiente
sombreado é uma estratégia adaptativa de extrema importancia, pois
elevados teores de clorofilas aumentam a absorg¢do da luz nos diferentes
comprimentos de ondas, até na faixa do verde, que esta presente em grandes
propor¢des no interior de ambientes sombreados (Guidi et al. 2017). Assim a
clorofila b captura a luz difusa em outros comprimentos de onda e transfere
para a clorofila a que atuara efetivamente nas reagdes fotoquimicas (Guidi et

al. 2017). A literatura explica que o aumento da clorofila b em ambientes

78



sombreados também pode ser em resultado da menor taxa de degradacéo
em relagao a clorofila a (Shimoda et al. 2012).

Os individuos de sombra apresentaram o0s maiores teores de
carotenoides. Alguns estudos também demonstraram que os teores de
carotenoides aumentam com a redugdo da luz no ambiente (Scalon et al.
2003; Lima et al. 2010). Esse pigmento assessorio pode auxiliar na absorgéo
da luz, atuando como fotorreceptor do aparato fotoquimico (Guidi et al. 2017).
Em ambientes sombreados a maior transmitancia de luz esta entre 400 e 500
nm (faixa do azul), o que favorece a absor¢éo de energia pelos carotenoides.
Assim, uma vez associados as clorofilas no complexo antena e aos centros
de reacéao, eles auxiliam o processo fotossintético por transferir a energia
absorvida para as clorofilas (Guidi et al. 2017).

A alta concentracdo de compostos fendlicos na espécie arborea Q.
grandiflora e dos individuos nos ambientes a pleno sol de R. viburnoides
parece indicar uma atividade de fotoprotecdo. A literatura sugere que
concentracdo de compostos fendlicos € maior nos individuos sob maior
irradidncia como uma estratégia de protegéo contra os radicais livres gerados
pelo excesso de energia. Assim, a planta produz esses compostos
antioxidantes (Heck et al. 2008).

O teor de proteinas nas folhas de Q. grandiflora esta de acordo com o
relatado na literatura de que folhas de sol apresentam maior teor do que folhas
de sombra (Givnish 1988). Entretanto, em R. viburnoides as folhas de sombra
apresentam maior teor proteico. Nos individuos onde a quantidade de
aminoacidos foi maior, a quantidade de proteinas quantificada por unidade de
massa fresca foi menor nas duas espécies. Isso acontece porque a
degradagao de proteinas possibilita a reciclagem dos aminoacidos totais e,
consequentemente, a elevagao dos seus niveis com reducdo dos niveis de
proteina (Vierstra 1996).

O acumulo de amido foi maior tanto em Q. grandiflora quanto em R.
viburnoides nos ambientes a pleno sol. Sob elevadas temperaturas e
irradiancia os niveis foliares de amido sdo mais elevados e essa alta
concentracao de amido pode acarretar na reducao nas taxas fotossintéticas
(Goldschmidt e Huber 1992). Esse amido acumulado nos individuos

encontrados nos ambientes a pleno sol pode comprimir os cloroplastos,
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aprisionar o carbonos necessarios a fotossintese, promovendo a retroinibicdo
da fotossintese, como observados no presente estudo.

Os resultados desse estudo diferem do esperado, de acordo com a
literatura, pois demonstram que as duas espécies apresentam as maiores
taxas fotossintéticas no ambiente sombreado, possivelmente pelas
temperaturas amenas do ambiente de sombra favorecer um melhor
microclima nas folhas. Além disso, os parametros calculados na fluorescéncia
da clorofila a indicam que os individuos nos trés ambientes ndo estao
passando por danos no processo fotossintético e aparentemente ajustados as
diferentes condicbes ambientais, apresentando também um bom
funcionamento dos dois fotossistemas. Os pigmentos fotossintéticos também
contribuem para esse ajuste fotossintético nos individuos, pois no ambiente
de sombra a concentragdo destes € maior, proporcionando captura mais
eficiente da luz. Os resultados do presente estudo permitem inferir com base
nas analises de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e composigcéao
bioquimica que as duas espécies nao apresentam sinais de estresse nas

fitofisionomias amostradas em razao de diferencas na irradiancia.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrao das variaveis fisiologicas em Rudgea viburnoides e Qualea grandiflora em trés ambientes
de Cerrado: Cerradao distrofico sobre latossolo vermelho (CDLV), Cerrado sensu stricto sobre latossolo amarelo (CssLA) e Cerrado
sensu stricto sobre Cambissolo (CssCXB). As letras correspondem a: A - Assimilagéo liquida de carbono (umol CO2 m=2 s™); E -
Transpiragdo (mmol H20 m2 s™); gs - Condutancia estomatica (mol H20 m? s'); Ci - Concentragao interna de CO2 (umol CO2 mol);
Ci/Ca - Razao concentragao interna e externa de carbono (umol COz2); A/Ci - Eficiéncia instantanea da carboxilagédo [(umol m2 s)
(umol mol')-"]; A/E - Eficiéncia instantanea de uso da agua (umol CO2 mmol! H20); A/gs - Eficiéncia intrinseca de uso da agua (umol
CO2 mol' H20).

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

ESPECIES AMBIENTE A E gs Ci CilCa A/Ci AE A/gs

CDLV 8.33+0.322 3.34+0.18° 0.14+£0.04 2 25767 +4,46° 065+0.01° 0.03+0.0012 243+0.152 62.48+20.02°

Rudgea CssLA 6.72+0.43% 254+0.24° 0.15+0.052 298.68 +13.972 0.76£0.042 0.02+0.001° 2.66+0.302 46.39+10.33°

viburnoides
CssCXB 6.92+043°> 267+0.17° 0.12+0.012 297.52+4582 0.75+0.012 0.02+0.002° 260+0,23° 56.62 +6.212

CDLV 1465+1.282 3.68+0.29° 0.14+£0.04 2 288.55+2.17¢ 0.73+0.01° 0.05+0.00428 397+0.552 104.61+30.742

Qualea CssLA 7.27+047°¢ 3.17+0.19° 0.17+0.032 305.63+2.012 0.79+0.03% 0.02+0.003¢ 229+0.11°¢ 4276+19.64°

grandiflora
CssCXB 8.67+0.79° 3.43+0.11° 0.15+0.04 2 294.71+£222% 0.75+0.01% 0.03+0.003°> 266+0.32° 57.89+1525°

Letras diferentes para mesma variavel (mesma coluna) na mesma espécie, significam que os valores séo estatisticamente diferentes (p < 0,05 teste de Tukey) (n = 10).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados morfoanatdmicos demonstraram que as duas espécies
apresentam caracteristicas tipicas de individuos de sol e sombra, assim como
as espécies florestais, como maior area foliar e area foliar especifica em
ambientes sombreados e maior massa seca e densidade foliar e maiores
espessuras total, da epiderme adaxial e do parénquima palicadico nos
ambientes a pleno sol. R. viburnoides apresenta diferencas na espessura dos
tecidos entre os ambientes relacionadas com a irradidncia, porém, a
proporgao dos tecidos néo ¢é alterada entre os ambientes. Ja em Q. grandiflora
a proporgcao dos tecidos apresenta alteragcbes substanciais nas estruturas
anatdmicas entre os ambientes, indicando maior plasticidade desta espécie.

As duas espécies hiperacumuladoras de aluminio acumulam este
elemento diferencialmente, ocorrendo maiores taxas de acumulo nos
ambientes a pleno sol, uma vez que o aluminio é transportado até a parte
aérea via corrente transpiratoria.

Uma observacgao interessante foi a ocorréncia do silicio nos mesmos
sitios que o aluminio, principalmente nos ambientes a pleno sol, formando
complexos que podem reduzir a toxicidade do Al e também refletir o excesso
de irradiacao por se concentrar na epiderme. Além disso, devido a pobreza
dos solos, essas duas espécies parecem utilizar o Na para auxiliar no
processo de osmorregulacao devido ao baixo teor de K nos solos.

Foi observado também que as duas espécies apresentam as maiores
taxas fotossintéticas no ambiente sombreado, possivelmente pelas
temperaturas amenas do ambiente de sombra favorecer um melhor
microclima nas folhas e a atividade carboxilase da Rubisco. Além disso, os
parametros calculados na fluorescéncia da clorofila a indicam que os
individuos nos trés ambientes ndo estdo passando por danos no processo
fotossintético e aparentemente ajustados as diferentes condi¢des ambientais,
apresentando também um bom funcionamento dos dois fotossistemas. Os
pigmentos fotossintéticos também contribuem para esse ajuste fotossintético
nos individuos, pois nos ambientes de sombra a concentragéo destes é maior,
proporcionando captura mais eficiente da luz. Os resultados do presente

estudo permitem inferir com base nas analises de trocas gasosas,
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fluorescéncia da clorofila a e composicédo bioquimica que as duas espécies
nao apresentam sinais de estresse nas fitofisionomias amostradas em razéo

de diferencas na irradiancia.
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