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PLASTICIDADE FENOTIPICA EM Miconia ligustroides (DC.) NAUDIN
(MELASTOMATACEAE) EM CERRADO stricto sensu E FLORESTA
ESTACIOMAL SEMIDECIDUA: DADOS MORFOANATOMICOS,
HISTOQUIMICOS E FISIOLOGICOS
RESUMO: A busca pela compreensdo dos mecanismos que permitem que espécies
vegetais ocupem ambientes distintos tem atraido a atencdo de inUmeros pesquisadores,
especialmente no contexto de mudancas climéticas.  Neste sentido, caracteristicas
morfologicas, anatdmicas e fisioldgicas tém sido usadas com frequéncia para investigar
respostas das plantas a diferentes condi¢cGes ambientais. Miconia ligustroides, um
representante de Melastomataceae, exibe extremo polimorfismo em cerrado (stricto
sensu) e floresta estacional semidecidua (Mata Atlantica). Com o objetivo de verificar
como as caracteristicas foliares variam nesta espécie em reposta ao ambiente, e
compreender como essas respostas podem interferir na distribuicdo da espécie em
ambientes contrastantes, exemplares de M. ligustroides foram estudados e comparados.
Para isso, amostras de folhas completamente expandidas foram coletadas e processadas
para estudos aos microscépios de luz e eletronico de varredura, de acordo com técnicas
usuais. Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e luminosidade incidente foram
avaliadas in loco utilizando-se o analisador de gas infravermelho portatil (IRGA-modelo
LI 6400 XT, Li-cor). Foram realizados registros do microclima e analises fisico-quimicas
do solo nas areas de estudo. Plantas desses dois ambientes mostraram variacdes quanto
ao habito e caracteristicas morfoldgicas e anatbmicas das folhas, além de diferencas nos
indices de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a. No cerrado, as plantas
apresentaram habito arbustivo, com limbo espesso e de coloracdo esverdeada-brilhante,
dispostas verticalmente nos ramos. Na floresta, as plantas apresentaram porte arbdreo,
com limbo delgado e coloracdo verde-escura opaco, dispostas horizontalmente nos ramos.
Cuticula mais espessa com estrias cuticulares e ceras epicuticulares em forma de placas
proeminentes, células epidérmicas e células do parénquima palicadico mais altas e
mesofilo mais espessos foram observados nos exemplares do cerrado. Braquiesclereides
ocorreram unicamente na nervura principal dos exemplares do cerrado; idioblastos
cristaliferos contendo mucilagem e células com contetdo fendlico foram observados em
todos os exemplares analisados, contundo foram mais abundantes no cerrado. Nao houve
diferenca significativa em relacdo a densidade e didmetro (polar e equatorial) dos
estdmatos entre os dois ambientes. Nas plantas do cerrado, foram registradas as maiores

taxas de assimilacdo liquida de COg, transpiracéo, condutancia estomatica, eficiéncia da
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enzima Rubisco e menor concentracgdo interna de CO», enquanto que a eficiéncia do uso
da agua ndo diferiu estatisticamente nas duas localidades. Os maiores valores de
rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il (OFSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), quenching fotoquimico (qP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema
Il que é dissipada como calor (D), foram registrados em plantas de M. ligustroides do
cerrado. Maiores valores de fracdo de energia de excitacdo néo dissipada na antena que
ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex) e maior rendimento quéntico potencial do
fotossistema Il (Fv'/Fm’) foram registrados em plantas de M. ligustroides na floresta. O
presente estudo demonstrou que as caracteristicas morfoldgicas, anatémicas e fisiologicas
variam entre os exemplares de M. ligustroides ocorrendo em cerrado e floresta e, o
conjunto de resultados obtidos neste estudo indica que as variagdes exibidas por M.
ligustroides estdo relacionadas principalmente com as condi¢des de luminosidade do
ambiente, que é significativamente mais elevada no cerrado, e com algumas
caracteristicas fisico-quimicas do solo, principalmente a elevada concentracdo de
manganés no solo da floresta. A capacidade de M. ligustroides em explorar ambientes
com diferencas significativas na intensidade luminosa e caracteristicas do solo pode
explicar sua ampla distribuicdo em diferentes ecossistemas e pode ser vantajoso em
condigdes de mudangas ambientais. Finalmente, a analise comparada de caracteristicas
morfoanatémicas e fisiologicas de folhas em representantes de M. ligustroides do cerrado
e floresta, juntamente com registro das condicdes edafoclimaticas dessas duas
fitofisionomias forneceu uma base para definir os fatores que atuam na plasticidade

fenotipica desta espécie.

Palavras-chave: anatomia foliar, cerrado, floresta, fluorescéncia da clorofila a, Miconia,

plasticidade fenotipica, fotossintese, variagcdo anatbmica



PLASTICIDADE FENOTIPICA EM Miconia ligustroides (DC.) NAUDIN
(MELASTOMATACEAE) EM CERRADO stricto sensu E FLORESTA
ESTACIOMAL SEMIDECIDUA: DADOS MORFOANATOMICOS,
HISTOQUIMICOS E FISIOLOGICOS

ABSTRACT: The search for understanding the mechanisms that allow plant species to
occupy different environments has attracted the attention of countless researchers,
especially in the context of climate change. In this sense, morphological, anatomical and
physiological characteristics have been used frequently to investigate plant responses to
different environmental conditions. Miconia ligustroides, a representative of
Melastomataceae, exhibits extreme polymorphism in cerrado (stricto sensu) and
semideciduous seasonal forest (Atlantic Forest). In order to verify how the leaf
characteristics vary in this species in response to the environment, and to understand how
these responses can interfere in the distribution of the species in contrasting
environments, specimens of M. ligustroides were studied and compared. For this, samples
of fully expanded leaves were collected and processed for studies under light and
scanning electron microscopes, according to usual techniques. Gas exchanges,
chlorophyll a fluorescence and incident luminosity were evaluated on the spot using the
portable infrared gas analyzer (IRGA-model LI 6400 XT, Li-cor). Records of the
microclimate and physical-chemical analyzes of the soil in the study areas were carried
out. Plants from these two environments showed variations in habit and morphological
and anatomical characteristics of the leaves, in addition to differences in gas exchange
rates and chlorophyll a fluorescence. In the cerrado, the plants showed a shrubby habit,
with a thick, bright greenish-colored limb, arranged vertically on the branches. In the
forest, the plants were arboreal in size, with a thin limb and a dark green opague color,
horizontally arranged on the branches. Thicker cuticle with cuticular streaks and
epicuticular waxes in the form of prominent plaques, higher epidermal cells and palisade
parenchyma cells and thicker mesophyll were observed in the cerrado specimens.
Brachiesclereides occurred only in the main vein of the cerrado specimens; Crystalline
idioblasts containing mucilage and cells with phenolic content were observed in all
specimens analyzed, however they were more abundant in the cerrado. There was no
significant difference regarding the density and diameter (polar and equatorial) of the
stomata between the two environments. In the cerrado plants, the highest rates of net CO2

assimilation, transpiration, stomatal conductance, efficiency of the Rubisco enzyme and
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lower internal CO2 concentration were recorded, while the efficiency of water use did
not differ statistically in the two locations. The highest values of effective quantum yield
of photosystem Il (DFSII), electron transport rate (ETR), photochemical quenching (qP),
fraction of light absorbed by photosystem Il antenna that is dissipated as heat (D), were
recorded in plants of M. ligustroides from the cerrado. Higher values of fraction of
excitation energy not dissipated in the antenna that cannot be used in photochemistry (Ex)
and higher potential quantum yield of photosystem Il (Fv '/ Fm') were recorded in plants
of M. ligustroides in the forest. The present study demonstrated that the morphological,
anatomical and physiological characteristics vary between the specimens of M.
ligustroides occurring in cerrado and forest, and the set of results obtained in this study
indicates that the variations exhibited by M. ligustroides are mainly related to the
conditions of brightness of the environment, which is significantly higher in the cerrado,
and with some physical-chemical characteristics of the soil, mainly the high concentration
of manganese in the forest soil. The ability of M. ligustroides to explore environments
with significant differences in light intensity and soil characteristics can explain its wide
distribution in different ecosystems and can be advantageous in conditions of
environmental change. Finally, the comparative analysis of morphoanatomical and
physiological characteristics of leaves in representatives of M. ligustroides from the
cerrado and forest, together with a record of the edaphoclimatic conditions of these two
phytophysiognomies provided a basis for defining the factors that act on the phenotypic

plasticity of this species.

Keywords: leaf anatomy, cerrado, forest, chlorophyll a fluorescence, Miconia, phenotypic

plasticity, photosynthesis, anatomical variation



INTRODUCAO GERAL

Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica pode ser definida como a capacidade de organismos,
pertencentes a uma mesma espécie, em alterar sua morfologia, anatomia ou fisiologia
produzindo diferentes respostas a distintos estimulos bioticos e abidticos (Bradshaw,
1965; Stearns, 1989; Scheiner, 1993; Kroon, et al., 2005; Schlichting & Smith, 2002). De
fato, tanto para plantas quanto para animais ha claras evidéncias de que mudancas em
caracteristicas funcionais e estruturais dos individuos estdo associadas aos fatores
ambientais aos quais 0s mesmos estdo expostos (Grime & Mackey, 2002).

Variagdes nas caracteristicas morfofuncionais em plantas sdo maiores do que em
animais; isto se deve ao padrdo de crescimento indeterminado e em modulos repetidos
ser mais facilmente modificado produzindo expressdes marcadamente diferentes de um
determinado gendtipo (Raven, 2001). As diferentes respostas funcionais ocorrem por
meio da flexibilidade dos fendtipos (Sultan, 1993) e vém sendo apontadas como um
fendmeno particularmente importante para as plantas, considerando seu modo de vida
séssil (Novoplansky, 2002).

Espécies com grande potencial plastico apresentam vantagens em ambientes
instaveis, heterogéneos ou de transicao, visto que as mudancas produzidas podem facilitar
a exploragdo de novos nichos resultando no aumento da tolerdncia as variagdes
ambientais (Via, 1993; Via et al., 1995).

Fatores como, estresse hidrico ou variagbes na luminosidade, temperatura e
condigdes nutricionais e de umidade do solo, entre outros, podem ser caracterizados como

pressdes ambientais que variam no espago e no tempo influenciando o desenvolvimento



da vegetacdo e, a variacdo de algum desses fatores pode atuar como limitante para o
estabelecimento e crescimento das diferentes espécies vegetais (Schluter et al., 2003).
Nesse sentido, a plasticidade fenotipica vem sendo apontada como um mecanismo capaz
de aumentar as chances das plantas de colonizar novos ambientes, mesmo que inospitos
determinando a sua sobrevivéncia e dispersdo (Cardoso & Lomdnaco, 2003).

As folhas, por ser um 6rgédo exposto ao ambiente, podem expressar maior varia¢ao
morfologica, anatdmica e fisioldgica, de acordo com as condi¢cbes ambientais as quais
estdo expostas (Esau, 1976; Fahn, 1982; Hickey & King, 2000).

Até recentemente, as investigacdes acerca da plasticidade fenotipica foram
menosprezadas pelos cientistas, pois, se acreditava que poderia ser um mecanismo
inibidor da evolucdo de caracteristicas adaptativas; entretanto, sabe-se que a plasticidade
fenotipica pode ocorrer independentemente de mudancas na frequéncia genéticas
(Schlichting, 1986; 2002). Tem sido demonstrado que a plasticidade fenotipica em
plantas € uma caracteristica expressa por tracos diretamente relacionados ao
desenvolvimento do organismo quando afetado pelas pressdes ambientais (Sultan, 1993).

Novos conceitos relacionados a plasticidade do desenvolvimento, como
acomodacdo fenotipica e acomodacdo genética, estdo sendo debatidos e empiricamente
testados quanto a sua participacdo em macroevolucdo (Simon, 2010). Segundo West-
Eberhard (2005) acomodacado fenotipica € o ajuste adaptativo, sem alteracdo genética,
durante o desenvolvimento e pode facilitar a evolucéo da nova morfologia induzida por
uma mutacdo ou por um novo fator ambiental; neste caso, a morfologia resultante provem
das respostas ancestrais do desenvolvimento, ndo do novo fator indutor. Segundo a
autora, este seria 0 primeiro passo em um processo de evolucdo adaptativa darwiniana ou
evolucdo por selecdo natural. A acomodagdo fenotipica reorganiza vias de

desenvolvimento ancestrais, gerando novas vias. Estas podem ser fixadas ou alteradas



pela acomodacdo genética, facilitando o processo de especiacdo nas populacbes
descendentes (West-Eberhard, 1989). J4, a acomodacao genetica consiste na mudanca na
frequéncia de alelos que determinam a plasticidade de desenvolvimento em uma
populacédo submetida a selecdo natural (Braendle & Flatt, 2006). A hipdtese de promocao
de especiacdo por acomodacdo genética € parcialmente suportada em populagdes naturais
e mecanismos de desenvolvimento desse fendmeno foram recentemente revelados; ja, a
proposta de origem de novidades evolutivas por acomodacao fenotipica de estimulos
ambientalmente induzidos ainda é pouco aceita, sendo pouco testada e permanecendo
como uma questdo ndo resolvida (Simon, 2010).

Outro conceito que vem sendo discutido é que, na natureza, a plasticidade
fenotipica nas plantas é geralmente expressa em um nivel subindividual, ou seja, a
plasticidade fenotipica ndo é uma resposta de toda a planta, mas uma propriedade de
meristemas, folhas, ramos e raizes formando maédulos individuais, desencadeada pelas
condicdes ambientais locais. Assim, a resposta de uma planta ao seu ambiente é a soma
de todas as respostas modulares as condicGes locais somadas aos efeitos de interacdo dos
maodulos (Kroon et al., 2005).

Estudos envolvendo plasticidade fenotipica tém se mostrado de grande relevancia
para as questdes socioeconémicas, por fornecer informacdes de como 0s organismos se
comportam de acordo com as condi¢fes ambientais, visto que, os cultivares estdo
expostos constantemente a adversidades ambientais, como periodos de seca decorrentes
de precipitagbes pluviométricas irregulares, que comprometem a producdo vegetal
(Mendes et al., 2007; Pinto, 2008; Vitolo, 2011). Esses estudos tém sido utilizados como
instrumento na escolha dos melhores locais para determinados cultivares possibilitando
que a produtividade seja mais eficiente, diminuindo perdas de producdo e,

consequentemente, menor expansdo das areas de cultivo, o que é importante para a



conservacao dos recursos naturais (De Lima, 2014). Outra aplicacao, no que se refere as
questdes socioecondmicas, € 0 estudo com espécies invasoras, as quais tendem a
apresentar uma ampla capacidade de aclimatacéo, indicando que a plasticidade fenotipica
estd associada com a elevada capacidade competitiva e vasta distribuicdo geogréafica
destas espécies (Pivello, 2010; De Lima, 2014).

Com relacdo a vegetacdo nativa, os estudos tém possibilitado a compreenséo do
desenvolvimento de caracteristicas de aclimatacdo entre espécies, ou populacdes de
mesma espécie, demonstrando haver diferencas em caracteristicas funcionais foliares
relacionadas a produtividade, como area foliar especifica e concentracdo de nutrientes
foliares (Hoffmann et al., 2005).

O sucesso da ocorréncia de uma mesma espécie em ambientes contrastantes
depende da sua capacidade de aclimatacdo através do desenvolvimento de caracteristicas
fenotipicas capazes de adequar a sua sobrevivéncia as pressdes produzidas pelo ambiente
aos quais estdo expostas (Franco, et al, 2002).

Alteracbes na distribuicdo das plantas podem ser esperadas com a mudanca
climatica global, afetando a distribuicdo da vegetacdo; portanto, espécies com grande
potencial plastico podem vir a ocupar diferentes habitats (Kelly & Goulden, 2008). De
fato, investigacdes recentes tém explorado a ocorréncia de alteracbes induzidas nas
plantas pelas condi¢cBes ambientais no sentido de compreender os efeitos ecoldgicos e
evolutivos da plasticidade fenotipica frente a um cenario de mudangas climaticas (Kroon
et al., 2005).

Existem evidéncias crescentes sobre a importancia da plasticidade fenotipica na
adaptacdo de populacBes (nativas e cultivares) as mudangas ambientais melhorando o
potencial de responder a uma determinada mudanca e mantendo as fungdes ecoldgicas

das comunidades (Nicotra et al., 2010). O grau de plasticidade das plantas para a



utilizacdo de recursos, como exemplo, a luz no processo fotossintético ou, a dissipacdo
daradiacdo global incidente, é um fator determinante na distribuicéo das espécies vegetais
em ambientes heterogéneos (Vieira et al., 2012).

Investigacdes envolvendo plasticidade fenotipica devem considerar ndo somente
os fatores ambientais de exposicdo das plantas, mas também caracteristicas do espéecime
estudado como a idade e a altura, visto que estas variaveis sao capazes de interferir em
caracteristicas morfologicas, anatémicas e fisiologicas (England & Attiwill, 2006).

A ocorréncia de plasticidade fenotipica no o6rgdo foliar tem sido usada para
explicar a distribuicdo de algumas espécies em tipos de vegetacdo distintos. Tais
caracteristicas, denominadas tragos funcionais, variam em relacdo a diferentes
intensidades luminosas (Justo et al., 2005), disponibilidade de nutrientes no solo (Feller,
1996), variacdo no regime hidrico (Wang et al., 2007) e niveis de herbivoria (Karban &
Baldwin, 2007; Ribeiro et al., 2010).

A distribuicdo, densidade e dimens@es dos estbmatos, condutancia estomatica e
taxas de transpiracdo também estariam relacionadas com indices ambientais, tais como
umidade relativa, temperatura do ar e intensidade de luz (Ferris & Taylor, 1994).

Neste contexto, analises baseadas em tracos funcionais de plantas sdo importantes
para compreender as estratégias ecologicas das espécies frente a diferentes condicbes
ambientais.

Um traco funcional caracteriza-se por ser qualquer caracteristica morfoldgica,
fisiolégica ou fenoldgica mensuravel em nivel de individuo (Violle et al., 2007), com
influéncia significativa no estabelecimento, sobrevivéncia ou aptiddo (fitness) de uma
espécie em seu ambiente natural (Reich et al., 2003). Os efeitos da plasticidade fenotipica

representam, portanto, as respostas dos organismos aos fatores ambientais, ou seja,



solucgdes para diferentes problemas de aquisi¢do e uso de recursos em um determinado
ambiente (Pérez-Harquindeguy et al., 2016).

Diversos estudos relacionados a espécies lenhosas de ambientes contrastantes tém
apontado diferencas na anatomia foliar em resposta as variacdes ambientais. Esses
estudos tém demostrado que em ambientes savanicos, as plantas apresentam maior
espessura do limbo foliar, do mesofilo, de células da epiderme, do parénquima palicadico
e lacunoso e cuticula, quando comparadas com outros tipos de fitofisionomias.

Dentre as estruturas estudadas, com diferencas significativas, pode-se citar,
esclerofilia, area, massa, densidade, espessura e anatomia foliar de plantas de Sebastiania
myrtilloides (Mart.) Pax (Euphorbiaceae) em condi¢bes naturais de sombreamento em
mata riparia e em completa exposicao solar em area de cerrado aberto reportadas por
Marques e colaboradores (2000).

Diferencas anatbmica e fisiologica em plantas de Xylopia brasiliensis Sprengel
(Annonaceae) ocorrentes em floresta estacional semidecidua e em sub-bosque de floresta
de Eucalyptus sp. (Myrtaceae) em diferentes estagios de desenvolvimento avaliadas por
Justo e colaboradores (2005), esses autores concluiram que a referida espécie apresenta
plasticidade de resposta tanto em funcéo do estagio de desenvolvimento da planta quanto
em funcdo das diferencas nas condi¢fes ambientais. Diferencas na anatomia (espessura
das folhas, espessura do parénquima palicadico, espessura do parénguima esponjoso,
comprimento e numero de vasos do xilema) e na fisiologia em plantas de Bruguiera
gymnorrhiza (L.) Lamk. (Rhizophoraceae), foram reportadas por Wang e colaboradores
(2007), que investigaram os efeitos da salinidade nessas caracteristicas e constataram que
existem diferencas nas estruturas anatdbmicas analisadas entre tratamentos com menor e

maior salinidade e tempo de alagamento; os autores sugeriram que a mudangas nos
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caracteres anatbmicos seriam responsaveis por reducdo da taxa fotossintética e do
transporte de agua no xilema.

Caracteres morfologicos e anatdmicos foliares (espessura de cuticula, epiderme
das superficies abaxial e adaxial, parénquima palicadico, parénquima esponjoso,
frequéncia de estdbmatos e tricomas, comprimento da célula-guarda e a largura do
complexo estomatico), podem variar em diferentes condi¢des edaficas e de luminosidade
(Rossatto et al., 2010; Rossatto & Kolb, 2010, 2012).

Somavila & Graciano-Ribeiro  (2011) estudaram trés espécies de
Melastomataceae, Lavoisiera bergii Cogn., Macairea radula (Bonpl.) DC. e Trembleya
parviflora (D. Don) Cogn. ocorrentes em zona alagavel e aberta de fundo de vereda e em
cerrado sensu stricto e concluiram que as espécies estudadas apresentaram variacées na
espessura do mesofilo, massa foliar e massa foliar especifica; os autores sugeriram que
a capacidade de apresentar plasticidade estrutural, juntamente com a escleromorfia, pode
ter sido relevante para a ocorréncia simultanea destas espécies nesses ambientes distintos.

Espécies lenhosas e herbaceas que coabitam ambientes com a mesma
disponibilidade hidrica, possuem estratégias adaptativas diferentes para colonizar
ambiente seco (Guerra & Scremin-Dias, 2017; Ferraro & Scremin-Dias, 2017; Pinheiro
etal., 2017).

Como revela a literatura, a plasticidade fenotipica pode interferir na formacao de
fitofisionomias e na distribuicdo das espécies e, neste contexto, comparar tragos foliares
anatdbmicos e caracteristicas fisiolégicas em populacbes de uma mesma espécie
distribuidas em ambientes contrastantes pode contribuir para conhecer o papel da

plasticidade fenotipica na adaptacao de populagdes nativas frente as mudangas climéticas.
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Melastomataceae

Melastomataceae constitui um grupo bem caracterizado dentro das Angiospermas,
principalmente pela morfologia foliar, sendo reconhecida por apresentar folhas simples e
opostas, pilosas, nervacdo acrodroma (curvinérvea), além de flores bissexuais, radiais e
diplostémicas, com hipanto e estames bem desenvolvidos (Clausing & Renner, 2001).

Com base nessas caracteristicas morfologicas, bem como, em sequéncias de DNA
(Conti, 1994, Clausing et al., 2000; Clausing e Renner, 2001b; Renner et al., 2001;
Michelangeli et al., 2004; Renner, 2004) Melastomataceae forma um grupo monofilético
(Wurdack et al., 1993; Renner, 2001; Baumgratz et al., 2007).

Melastomataceae apresenta distribuicdo pantropical (Stevens, 2018) e, no Brasil,
esta representada por 69 géneros distribuidos em 1.413 espécies (Flora do Brasil, 2020).
E encontrada em todas as fitofisionomias brasileiras, mas com maior riqueza em biomas
florestais e savanicos (Baumgratz et al., 2013). Goldenberg et al. (2012), fizeram uma
revisdo taxondmica de Melastomataceae do Brasil, com importante indicacdo da
distribuicdo da familia nas diferentes fitofisionomias brasileiras. Alguns géneros de
Melastomataceae apresentam ocorréncia restrita a certas areas, sendo caracteristicos de
determinado tipo de ambiente, como Marcetia DC. que € considerada restrita aos campos
rupestres (Seco, 2006; Romero & Martins, 2002).

Melastomataceae possui grande importancia ecoldgica, uma vez que muitas
espécies sdo pioneiras, apresentando capacidade de ocupar diferentes ambientes e
contribuir na regeneracdo de areas degradadas (Baruch et al., 2000). De fato, algumas
espécies de Melastomataceae foram utilizadas para iniciar o processo de regeneracéo da
vegetacdo da Serra do Mar, em Cubatdo, S&o Paulo, Brasil na década de 1980. Além da
representatividade da familia na flora local, a selecdo das espécies dessa familia foi

fundamentada na resisténcia aos poluentes atmosféricos e ao carater pioneiro, assumindo
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importante papel na recuperacdo desta area (Pompéia et al., 1989). Suas flores fornecem
poélen para as abelhas que as polinizam por movimentos vibratdrios (“buzz pollination”)
(Goldenberg & Varassin, 2001) e, algumas especies de abelhas tém o pdlen de espécies
desta familia como o unico recurso utilizado na alimentacédo das larvas (Pinheiro, 1995);
0 néctar é coletado por moscas, morcegos, passaros e roedores (Renner, 1989; Goldenberg
& Shepherd, 1998); os frutos carnosos séo coletados e dispersados por passaros (Parrini
& Pacheco, 2011; Allenspach et al., 2012; Maruyama et al., 2013) e pequenos marsupiais
(Céceres & Lessa, 2012). A importancia de espécies de Melastomataceae na manutencao
da diversidade de frugivoros em florestas tropicais tem sido reportada por diversos
autores (Gilbert, 1980; Galetti, 1996; Manhdes et al., 2003; Stiles & Rosselli, 2003) e
indica que espécies dessa familia sdo fundamentais dentro dos nucleos de restauracdo, em
funcdo de sua precocidade para florescerem e frutificarem atraindo herbivoros,
polinizadores, dispersores e decompositores para 0s nucleos formados, gerando
rapidamente, condicGes de implantacdo e reproducdo de outros organismos (Reis et al.,
1999; Kageyama & Gandara, 2000)

Algumas espécies de Melastomataceae possuem importancia medicinal (Cunha,
et al., 2006); outras produzem frutos comestiveis utilizados por comunidades tradicionais
(Hoehne, 1922) e madeira utilizada na construcdo civil. A beleza e o colorido das flores
tornam algumas espécies desta familia interessante do ponto de vista ornamental, sendo
amplamente utilizadas na arborizacdo urbana (Wurdack, 1962), como é o caso da
Tibouchina granulosa (Desr.) Cogn., popularmente conhecida como quaresmeira-roxa.

A quimica de Melastomataceae ainda é pouco conhecida; entretanto, pode-se
verificar na literatura uma variedade de classes de metabdlitos especializados como 0s
derivados de taninos e flavonoides (mais comumente encontrados), além de terpenos e

quinonas (raramente encontrados) nas poucas espécies investigadas (Yoshida et al., 2005;
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Mimura et al., 2004; lIsaza et al.,, 2001). Estudos indicaram valioso potencial
antimicrobiano, antimalarico, antitumoral, analgésico e antifungico (Celotto et al., 2003)
e atividade anticlastogénica (Serpeloni et al., 2008) de diversas espécies de Miconia, e
atividade antioxidante em extrato metandlico e cloroférmico das folhas de M. albicans

(Sw.) Triana (Pieroni et. al., 2011)

Miconia Ruiz & Pav.

O maior género dentro de Melastomataceae é, seguramente, 0 género Miconia
Ruiz & Pav. com aproximadamente 1.000 espécies distribuidas ao longo da Ameérica
tropical e, especialmente, concentradas nos Andes (Judd & Skean, 1991; Wurdack &
Renner, 1993).

No Brasil, Miconia esta representado por cerca de 250 espécies caracterizadas por
frutos pequenos, carnosos de polpa adocicada com numerosas sementes pequenas e
arredondados que sdo consumidos por aves (Maruyama et al., 2007). As espécies sdo
predominantemente zoocoricas, sobretudo ornitocéricas. Além das aves, os frutos podem
ser consumidos por outros animais, por exemplo, o fruto maduro de Miconia ibaguensis
(Bonpl.) Triana, foi encontrado na dieta de mico-ledo-dourado na Reserva Ecoldgica de
Poco das Antas, Rio de Janeiro, Brasil (Dietz et al., 1997). Em fragmentos de Mata
Atlantica, varios trabalhos tém revelado guildas de aves se alimentando dos frutos de
espécies deste género indicando sua importancia na alimentacdo destes animais (Manhaes
etal., 2003; Gridi-Papp et al., 2004; Parrini et al., 2008b). Outra caracteristica importante
de Miconia é a assincronia na maturagédo de seus frutos, a qual ndo é simultanea dentro
do mesmo individuo, favorecendo a oferta de frutos por mais tempo. Antunes e Ribeiro
(1999) observaram que em M. chamissois Naudin a maturagdo dos frutos ocorre em

diferentes momentos do ano e ressaltaram que a dispersdo desta espécie ocorre tanto na
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época seca como chuvosa. Parrini & Pacheco (2011), estudando seis espécies de Miconia
em um fragmento de Mata Atlantica observaram frutificacdo das mesmas ao longo do
ano, sendo registrados, em particular nos meses da estacdo mais seca (abril a setembro),
periodos de sobreposicdo de producéo de frutos de duas a quatro espécies, indicando que
a fenologia das espécies do género € importante como recurso para as aves. Além da
maturacao ndo simultanea dentro dos individuos de uma mesma espécie, Maruyama et al.
(2007) constataram que espécies de Miconia podem ofertar frutos maduros de maneira
alternada, criando um mosaico temporal na oferta de frutos para os frugivoros, como as
aves, mostrando particdo temporal de frutificacdo. Essa estratégia de oferta continua de
recursos pode evitar a competicdo pelos dispersores, contribuindo para a manutencéo da
comunidade em determinada area (Snow, 1965). Essas caracteristicas sao importantes
para atrair a fauna de polinizadores e/ou de dispersores de sementes e sao determinantes
para acelerar o processo de restauracéo ecoldgica (Reis et al., 2003a e b; Bechara, 2003,

Bechara et al., 2007).

Miconia ligustroides (DC.) Naudin

Miconia ligustroides possui habito variando de arbustivo a arbéreo, com 0,5 m a
6m de altura; ramos e folhas, inflorescéncias e hipanto com tricomas estrelados
diminutos, esparsos, depois glabros. Folhas com peciolo possuindo de 0,2 a 0,6 cm de
comprimento; lamina concolor a subconcolor, eliptica, oblonga a eliptico-lanceolada,
lanceolada, base aguda, arredondada, truncada a subcordada, apice obtuso, agudo a
acuminado, margem inteira ou repanda, levemente revoluta, nervuras 3 ou 3+2,
acrodromas basais a curtamente suprabasais (até 0,2 cm acima da base). Paniculas 3,56,6
cm de comprimento, terminais. Flores 5-meras; hipanto 1,5-2 mm de comprimento; calice

caduco, lacinias internas 0,5-0,7 mm de comprimento, arredondadas a largamente
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triangulares, denticulos externos muito reduzidos; pétalas 2,2-2,5x1,2-2,1 mm; estames
10, levemente dimorfos, anteras 1,9-2,7 mm de comprimento, brancas, uniporosas,
conectivo com apéndice basal amplo ou com um apéndice dorsal e dois ventrais; ovario
3-locular, glabro, estilete espessado ou levemente espessado no apice. Baga imatura
verde, madura enegrecida, contendo10-20 sementes diminutas (Goldenberg, 2004).

M. ligustroides estd na lista de espécies recomendadas para a recuperacdo de
matas ciliares conforme (SMA 21/01) resolucéo de 21 de novembro, 2001. Allenspach e
colaboradores (2012) sugeriram que M. ligustroides possa ser Util na restauracéo de areas
degradadas. Sua grande producdo de frutos € uma fonte de energia importante para as
aves durante o periodo de escassez, provavelmente ajudando a manter a avifauna local.
Caracterizada por um sistema de dispersdo generalista, suas sementes podem ser dispersas

mesmo onde frugivoros grandes e / ou especializados estejam ausentes.

Objetivo

O objetivo deste estudo foi verificar se M. ligustroides apresenta plasticidade
fenotipica em funcdo das condicdes do solo e do clima em ambientes de cerrado stricto
sensu e de floresta estacional semidecidua. Especificamente serd verificado como as
caracteristicas morfoanatdmicas e fisioldgicas foliares variam entre plantas de M.
ligustroides ocorrendo nesses dois ambiente contrastantes.

Os resultados obtidos durante a execucdo deste Projeto de Mestrado sao
apresentados em um Unico capitulo no formato de um artigo cientifico a ser submetido
para revista de impacto na é&rea de Biodiversidade intitulado: “VariacOes
morfoanatbmicas e fisiologicas em Miconia ligustroides (Melastomataceae) em

ambientes contrastantes: um exemplo de plasticidade fenotipica”
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Variac¢Oes morfoanatdmicas e fisiolégicas em Miconia ligustroides
(Melastomataceae) em ambientes contrastantes: um exemplo de plasticidade
fenotipica

Resumo: Nesse estudo, foram comparados indices morfologicos, anatémicos,
histoquimicos e fisioldgicos de exemplares de duas populagdes de M. ligustroides que,
exibem extremo polimorfismo em fitofisionomias de cerrado (stricto sensu) e floresta
estacional semidecidua (Mata Atlantica) com o objetivo de verificar a ocorréncia de
variacdo das caracteristicas foliares nesta espécie em reposta ao ambiente, e compreender
como essas respostas podem interferir na distribuicdo da espécie em ambientes
contrastantes. Para isso, amostras de folhas completamente expandidas foram coletadas e
processadas para estudos aos microscépios de luz e eletrénico de varredura, de acordo
com técnicas usuais. Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e intensidade luminosa
incidente foram avaliadas in loco. Foram realizados registros do microclima e analises
fisico-quimicas do solo nas &reas de estudo. Plantas desses dois ambientes mostraram
variacdes quanto ao habito, caracteristicas morfoldgicas e anatémicas das folhas, alem de
diferencas nos indices de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e producdo de
metabdlitos especializados, demonstrando que as caracteristicas morfoldgicas,
anatémicas, fisiologicas e histoquimicas variam entre os exemplares de M. ligustroides
ocorrendo em cerrado stricto sensu e floresta estacional semidecidua relacionadas
principalmente com as condi¢bes de luminosidade do ambiente, caracteristicas fisico-
quimicas do solo. A analise comparada realizada em representantes de M. ligustroides,
juntamente com registro das condi¢es edafoclimaticas forneceu uma base para definir

os fatores que atuam na plasticidade fenotipica desta espécie e sua distribui¢do geografica.

Palavras-chave: anatomia foliar, cerrado, floresta, fluorescéncia, Miconia, plasticidade

fenotipica, trocas gasosas, variacdo anatbmica
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Variac¢Oes morfoanatdmicas e fisiolégicas em Miconia ligustroides
(Melastomataceae) em ambientes contrastantes: um exemplo de plasticidade
fenotipica
Abstract: In this study, morphological, anatomical, histochemical and physiological
indices of specimens from two populations of M. ligustroides that exhibit extreme
polymorphism in cerrado (stricto sensu) phytophysiognomies and semideciduous
seasonal forest (Atlantic Forest) were compared in order to verify the occurrence of
variation of leaf characteristics in this species in response to the environment, and
understand how these responses can interfere with the distribution of the species in
contrasting environments. For this, samples of fully expanded leaves were collected and
processed for studies under light and scanning electron microscopes, according to usual
techniques. Gas exchanges, chlorophyll a fluorescence and incident light intensity were
evaluated in loco. Records of the microclimate and physical-chemical analyzes of the soil
in the study areas were carried out. Plants from these two environments showed variations
in habit, morphological and anatomical characteristics of the leaves, as well as differences
in gas exchange rates, chlorophyll a fluorescence and production of specialized
metabolites, demonstrating that the morphological, anatomical, physiological and
histochemical characteristics vary between the specimens of M. ligustroides occurring in
cerrado stricto sensu and seasonal semideciduous forest mainly related to the ambient
light conditions, physical and chemical characteristics of the soil. The comparative
analysis carried out on representatives of M. ligustroides, together with a record of
edaphoclimatic conditions, provided a basis for defining the factors that act on the

phenotypic plasticity of this species and its geographic distribution.

Keywords: leaf anatomy, cerrado, forest, fluorescence, Miconia, phenotypic plasticity,

gas exchange, anatomical variation
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Introducéo

A capacidade de um organismo em alterar seu fenotipo em resposta as influéncias
ambientais é denominada plasticidade fenotipica (Bateson et al., 2004; West-Eberhard,
1989) e tem sido usada para explicar a distribuicdo de determinadas espécies em tipos de
vegetacao distintos (Kroon, 2005). Respostas plasticas sdo induzidas por variacao espaco-
temporal em fatores ambientais, como na disponibilidade de luz, agua e nutrientes (West-
Eberhard, 2008; Kroon et al., 2005). A resposta pode ou ndo ser adaptativa, e pode
envolver alteracbes na morfologia, estado fisiolégico, comportamento, ou uma
combinacdo destas, em qualquer nivel da organizacdo, podendo ser expressa em nivel
subindividual, isto é, subunidades modulares (Kroon et al., 2005).Tais variacoes,
mensuraveis em nivel individual, com influéncia significativa no estabelecimento,
sobrevivéncia ou aptidao (fitness) de uma espécie em seu ambiente natural séo
denominadas tracos funcionais (Reich et al., 2003, Violle et al., 2007, Turcotte & Levine,
2016, Hofhansl et al., 2019). As caracteristicas funcionais das plantas sdo uma medida
integrativa da aptidao das plantas em diferentes ambientes e impactam fortemente os
processos do ecossistema, como produtividade, decomposicédo e ciclagem de nutrientes
(Diaz et al., 2004). Portanto, a maneira como as folhas estdo estruturadas, morfolégica e
fisiologicamente seria um indicativo de adaptacdo ao ambiente associada com a
maximizacdo dos processos de producdo de energia, em especial a captacdo de radiacao
para 0s processos fotossintéticos, minimizacdo da perda de agua por evapotranspiracdo e
danos a maquinaria fotossintética provocados pela radiacdo excessiva (Brown &
Hattersley, 1989; Larcher, 2000; Mediavilla et al., 2001; Goldstein et al., 2016).

VariagOGes em caracteristicas anatémicas de folhas relacionadas com o ambiente
tém sido reportadas em representantes de Melastomataceae, uma familia amplamente

distribuida em ambientes florestais e savanicos do Brasil (Baumgratz et al., 2007;
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Goldenberg et al., 2012). Entre as caracteristicas avaliadas que diferem
significativamente em espécies de Melastomataceae ocorrendo em ambientes distintos
pode-se citar: area foliar, massa seca foliar, area foliar especifica, densidade de tricomas
e de estdbmatos, espessura da cuticula, espessura total do mesofilo e da lamina foliar
(Boeger et al., 2008; Ribeiro et al., 2010; Somavila & Graciano-Ribeiro, 2011). Estudos
tém indicado que essas variacOes estdo associadas com diferencas na intensidade
luminosa (Strauss-Debenedetti & Berlyn, 1994; Lindorf, 1997; Baruch et al., 2000;
Jaakola et al., 2004; Justo et al., 2005; Rossatto & Kolb, 2010), disponibilidade de
nutrientes no solo (Feller, 1996), regime hidrico (R6cas et al., 1997; Wang et al., 2007) e
herbivoria (Turner, 1994; Karban & Baldwin, 1997; Ribeiro et al., 2010).

Miconia ligustroides (DC.) Naudin, uma Melastomataceae endémica do Brasil,
conhecida popularmente por jacatirdo-do-brejo, apresenta ampla distribuicdo em
ecossistemas savanicos e florestais (Goldenberg et al., 2013; Cielo Filho et. al., 2015;
Valerio et al., 2019). Esse estudo objetivou comparar caracteristicas morfoanatdmicas,
histoquimicas e fisiologicas desta espécie em cerrado (stricto sensu) e floresta estacional
semidecidua (Mata Atlantica), e hipotetizamos que variacGes nessas caracteristicas
contribuem para definir os fatores que atuam na plasticidade fenotipica explicam a

distribuicdo atual desta espécie em ambientes contrastantes.

Materiais e Métodos
Caracterizacdo da area de estudo

O estudo foi realizado duas areas de preservacdo no municipio de Avaré, regido
do Estado de S&o Paulo, Brasil, denominadas Estacdo Ecoldgica de Avare (EEcA) (Figura

1) e Floresta Estadual de Avaré (FEA) (Figura 2).
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Os vouchers dos espécimes foram depositados Herbario “Irina Delanova de
Gemtchujinicov” (BOTU), do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu.
A identificacdo da espécie foi confirmada pelo Dr. Renato Goldenberg, especialista em
Melastomataceae.

A Estacéo Ecoldgica de Avare (EECcA) possui 720,4 ha e esta localizada na regido
sudoeste do Estado de Sdo Paulo, municipio de Avaré (22°56' e 23°12'S e 48°40' e
48°56'W, 700 a 800 m acima do nivel do mar). A temperatura media mensal é de 20,3°C
e a precipitacdo média anual é de 1.274 mm e clima Cwa de Kdppen, mesotérmico
(Sentelhas et al., 2010). A hidrografia local inclui o rio Novo e o corrego Agua da Canela,
afluentes do rio Pardo (Silva & Kanashiro, 2010). No relevo predominam as colinas
amplas e 0 embasamento geoldgico inclui arenitos da Formacdo Marilia e basaltos da
formacdo Serra Geral (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas - IPT, 1981). Nos terrenos
mais altos predominam as formacdes de Cerrado, enquanto as formacdes de Mata
Atlantica concentram-se nos mais baixos (Cielo-Filho et al., 2015).

Anteriormente a década de 1960 seu territorio foi povoado por reflorestamentos
de eucalipto, que foram eliminados por meio de desbastes e cortes rasos ao longo de
algumas décadas até o ano de 2010. Nesse intervalo de tempo, a vegetacdo foi
reestabelecida e atualmente observa-se um grande mosaico com 0s tipos vegetacionais
originais em diferentes estadios de regeneracdo (Cielo Filho et al., 2015) e, foram
identificadas importantes familia boténicas de dois importantes ecossistemas brasileiros:
Cerrado (612,47 ha) e Mata Atlantica (91,02 ha) (Arzolla et al., 2016).

A Floresta Estadual de Avaré (FEA) situa-se na zona urbana do municipio de
Avar¢, sudoeste do estado de Sao Paulo (23°05°57” S € 48°54°44” W, a 770 m de altitude),
com temperatura média anual é de 20,3° C e a precipitacdo média anual é de 1.274 mm

(Sentelhas et al., 2010). E popularmente conhecida como Horto Florestal de Avaré, ocupa
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uma area de 95,3 ha, recebe um grande nimero de visitantes da populacdo em geral. A
area de estudo, com 2,25 ha, apresenta relevo colinoso, situa-se numa vertente que drena
para o Corrego da Cascata que desagua no Ribeirdo Lajeado e concentra-se nos tercos
médio e superior da vertente em solo bem drenado, classificado como Latossolo
Vermelho Distrofico, horizonte A moderado, textura média (Embrapa, 2006). A FEA foi
criada em 1945, com a aquisi¢do pelo Estado de S&o Paulo da entdo denominada Chacara
Sdo Luiz com o intuito de introduzir espécies nativas e exoticas para fins silviculturais
(Roque Cielo Filho, Comunicacdo pessoal). Plantios com esséncias florestais ocupam
atualmente cerca de 61 ha da FEA, ao passo que florestas secundarias classificadas como
florestas estacionais semideciduas (Veloso et al., 1991) recobrem 16 ha,
predominantemente ao longo das margens do Ribeirdo Lajeado, o principal curso d’agua

local.

Amostragem das folhas nos dois tipos vegetacionais

Em cada fitofisionomia, cerrado stricto sensu (Estacdo Ecoldgica de Avaré-
EEcA) e floresta estacional semidecidua, Mata Atlantica (Floresta Estadual de Avaré-
FEA) foram selecionados 20 individuos adultos de M. ligustroides de porte semelhante
com base na altura, medida com vara graduada, nimero de ramificacdes e circunferéncia,
medida com fita métrica do caule principal. De cada individuo foram coletadas 10 folhas
completamente expandidas, localizadas entre o terceiro e quinto nds, na por¢do mais basal
da copa.

Todas as amostras foram coletadas na direcdo norte que, foi sorteada previamente.
As 10 folhas de cada individuo foram armazenadas em um Unico recipiente para estudos

posteriores.
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Estudo da micromorfologia da superficie foliar

Para investigar o indumento foliar as caracteristicas da cuticula e ceras
epicuticulares e os estdmatos (tipo de aparelho estomatico, a distribuicdo e tamanho dos
estbmatos e a densidade estomatica) amostras (cerca de 5 mm?) foram retiradas do tergo
mediano do limbo foliar de quatro folhas expandidas. O material foi fixado em solucao
de Karnovsky (paraformaldeido 4%; glutaraldeido 1% (tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2;
tampéo fosfato 0,2 M pH 7,2) (Karnovsky, 1965) por 24 horas, a temperatura ambiente,
apos isso, foi fixado em tetroxido de 6smio 1% (tampdo fosfato 0,1 M pH 7,3) por 1 hora,
desidratado em solucédo alcodlica e, a seguir, as amostras foram secas em aparelho de
ponto critico (CPD 020 -Balzer Union) utilizando-se CO, como liquido de transi¢cdo. O
material foi montado em suporte de aluminio e metalizado com ouro coloidal. As
amostras foram analisadas ao microscopio eletrénico de varredura FEI QUANTA, a 20

kV.

Estudo da anatomia foliar

Para os estudos anatdmicos da folha, amostras retiradas do terco mediano do
limbo foliar foram fixadas em FAA 50 (Formaldeido, acido acético e alcool 50%) durante
48 horas e, posteriormente, foram transferidas para o etanol 70% (Johansen, 1940). Parte
do material foi seccionado & mdo livre, com auxilio de l&minas de barbear ou com
microtomo de Ranvier. As amostras seccionadas a mao livre foram clarificadas em
hipoclorito de s6dio 20%, lavadas em agua destilada, coradas com safranina e azul de
astra (Gerlach, 1969) e montadas em lamina com gelatina glicerinada.

Para a confeccdo de laminas permanentes, as amostras previamente fixadas foram
desidratadas em série etilica e incluidas em resina hidroxi-etilmetacrilato (Gerrits, 1991).

Secgdes, com 5 um de espessura, foram obtidas em micrétomo de rotacdo, coradas com

23



Azul de Toluidina 0,05% em tampao fosfato pH 4,3 (O’Brien et al., 1964) e montadas em

Permount. Os cortes foram montados em glicerina aquosa 50% (Kraus & Arduin, 1997).

Histoquimica

Para a deteccdo das principais classes de substancias presentes nos tecidos/células
foliares e caracterizacdo de paredes celulares, amostras de material fresco ou fixado foram
tratadas com: Sudan IV para deteccdo de lipideos totais (Johansen, 1940); solucdo aquosa
de cloreto férrico a 10% para marcacao de compostos fendlicos (Johansen, 1940); solugédo
aquosa de vermelho de ruténio a 0,02% para identificacdo de polissacarideos néo
celulosicos (Jensen, 1962); solucdo de Lugol (iodo + iodeto de potassio) para detec¢do de
grdos de amido e alcaloides (Johansen, 1940) e floroglucina acida para lignina (Johansen,
1940). Os controles para cada teste seguiram as indicacdes dos respectivos autores.

As laminas foram fotografadas em microscopio Leica DMX com sistema digital
de captura de imagens, e analisadas qualitativamente e quantitativamente.

Para a analise quantitativa, foram utilizadas 20 secc@es transversais do limbo
foliar (uma secao/individuo) onde foram mensurados 0s seguintes parametros: espessura
da cuticula e da epiderme nas faces ada e abaxial; espessura do mesofilo total e do
parénquima palicadico; comprimento polar e equatorial dos estbmatos; numero de
estdbmatos por mm?2. As medidas foram realizadas utilizando-se o programa Image-
Pro®Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics — Silver Spring, EUA).  Os valores das
caracteristicas anatdmicas foram expressos pela média das medidas das vinte plantas em

cada um dos parametros analisados.
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Fluorescéncia da clorofilaa e Analises de trocas gasosas

A eficiéncia quéantica potencial, adaptada a luz (Fv’/Fm’) e efetiva (¢FSII) do
(Fotossistema 1) FSII, taxa de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 *
0,84), dissipacéo de calor no complexo antena (D), e dissipacao do excesso de energia do
centro de reacdo do FSII (Ex), assimilacdo liquida de CO2 (A) (mol m?s™), transpiracio
(E) (mmol m? s), concentracdo interna de CO. (Ci) (mmol m? s?1) , condutincia
estomatica (GS) (mmol m? s 1), atividade da enzima Rubisco (A/Ci), e a eficiéncia do
uso da agua (EUA) (umol CO2 (mmol H20)) Para determinar as caracteristicas citadas
acima foram escolhidas folhas totalmente expandidas, expostas a luz solar e sem sinais
de senescéncia, localizadas na face norte da copa das plantas. Os valores das
caracteristicas fisioldgicas foram expressos pela média das medidas das vinte plantas em
cada uma das areas. As medidas de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
irradiacdo solar (DFFFA) foram realizadas em 20 individuos de M. ligustroides, com
fluorémetro portatil de luz modulada acoplado ao Infra Red Gas Analyser — IRGA,
modelo GFS 3000 FL, Walz. sob irradiancia saturante de 1200 pmol m? s, em vinte
plantas por area (uma folha/planta), em dias (02 e 03 de julho de 2019), sem nuvens, entre

as 9:00 e as 12:00 h. Para comparacdo das médias utilizou-se o teste de Tukey (teste T).

Registro do microclima

Montamos trés estacdes microclimaticas em cada uma das fitofisionomiasa 1 m
de altura do solo, conectadas a um sistema automatico de aquisi¢do e armazenamento de
dados (Datalogger 21x; Campbell Scientific Inc, USA), alimentado por uma bateria de
12 volts. Os “datalogger” foram programados para medir a temperatura e umidade do ar
a cada duas horas e armazenar o valor obtido no periodo de 12 meses. A coleta dos dados

microclimaticos se encerrou em dezembro de 2019.
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Anélise do solo

Amostras do solo foram coletadas na profundidade de 0 a 30 cm ao lado de cada
uma das 30 plantas selecionadas em cada uma das areas. As amostras foram
homogeneizadas em quatro aliquotas. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: Teor
de matéria organica (MO), Aluminio (Al), pH, umidade, granulometria, relacdo Silte,
Argila e Areia macronutrientes e micronutrientes. As analises correspondentes aos
atributos do solo seguiram as metodologias da Embrapa (2011). Esta analise foi realizada

no Laboratorio de Analises Agricolas e Ambientais (AGRILAB)-Botucatu.

Forma de andlise dos dados

Para a comparacdo das varidveis amostradas, primeiramente foi checada a
normalidade com um teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias com um
teste de Bartllet. Sendo esses pré-requisitos atendidos, foi feito um teste t pareado. Foi
realizada também uma andlise de variancia multivariada (Manova) seguida de teste post-
hoc (P<0,05) (Zar, 2009) para comparar 0s caracteres amostrados em floresta e cerrado.
As analises estatisticas foram realizadas em ambiente R 3.3.3 utilizando a funcéo posthoc.

kruskal. nemenyi.testl proveniente do pacote —PMCMRplusl.

Resultados
Morfologia das plantas

Na Estacdo Ecologica de Avaré (cerrado stricto sensu) as plantas de M.
ligustroides apresentaram habito arbustivo, com ramificacdo a partir do solo (Fig. 3 A-B)
com altura média de 1,60 m, ramos eretos perpendiculares ao solo. A fase reprodutiva

durou o ano todo, diminuindo de intensidade nos meses de junho e julho; a floragéo
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ocorreu em intervalos definidos, caracterizando florada multipla, e o padrdo de
frutificacdo refletiu tais intervalos, exibindo heterogeneidade no amadurecimento dos
frutos, inclusive no mesmo ramo (Fig. 3 C-F). As folhas séo curto-pecioladas de limbo
espesso (Fig. 3 G detalhe); as plantas do cerrado apresentaram folhas verdes, brilhantes e
inseridas perpendicularmente ao eixo (com angulo de inclinacdo fechado), conferindo
uma maior proximidade ao ramo (Fig. 3 G-H).

Na Floreta Estadual de Avaré (floresta estacional semidecidua-Mata Atlantica),
as plantas apresentaram porte arboreo, com altura média de 4,2 m e a ramificacao da copa
ocorreu, em média, acima de 1,6 m do solo (Fig. 4 A-B); as folhas sdo longo-pecioladas,
com limbo delgado, coloracdo verde-escura, opacas, e inseridas horizontalmente em
relacdo ao eixo (angulo de inclinacdo aberto), conferindo maior exposicdo da area foliar
(Fig. 4 C-G). A floracao e frutificacdo foram sincronizadas e ocorreram no periodo de

agosto a dezembro.

Micromorfologia da superficie foliar

Folhas de M. ligustroides exibiram cuticula ornamentada e ceras epicuticulares
com padrdes variaveis entre cerrado e floresta. No cerrado, a superficie adaxial do limbo
foliar exibiu estrias cuticulares finas, longas, paralelas e continuas (Fig. 5 A); ceras
epicuticulares em forma de placas foram abundantes, e ocorreram irregularmente
distribuidas e orientadas perpendicularmente as estrias cuticulares (Fig. 5 B). Na floresta,
a superficie adaxial do limbo apresentou aspecto reticulado (Fig. 5 C) devido a presenca
de estrias cuticulares elevadas formando sulcos profundos (Fig. 5 C-D); ceras
epicuticulares em forma de granulos ocorreram dispersas no sulco cuticular (Fig. 5 D). A
superficie abaxial foi irregular e fortemente estriada nas plantas do cerrado (Fig. 5 E) e

da floresta (Fig. 5 H). Tricomas glandulares peltados (Fig. 5 E), tricomas tectores simples
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(Fig. 5 F) e tricomas tectores ramificados (Fig. 5 H) pouco frequentes foram observados
na superficie abaxial do limbo foliar das plantas do cerrado e da floresta. Os estdbmatos
exibiram abertura estreita, alongada e borda periestomatica tanto no cerrado (Fig. 5 G)
quanto na floresta (Fig. 5 1). Estrias cuticulares proeminentes, descontinuas,

irregularmente orientadas circundaram o aparelho estomatico (Fig. 5 G, ).

Caracterizacdo anatomica e histoquimica do limbo foliar

A superficie abaxial do limbo foliar de exemplares de M. ligustroides do cerrado,
em vista frontal, apresentou células comuns da epiderme com paredes anticlinais retas a
ligeiramente onduladas e paredes periclinais finamente estriadas pela deposicdo de ceras
epicuticulares e estbmatos anisociticos irregularmente distribuidos nas areas
internervurais (Fig. 6 A). Sobre as nervuras, as células comuns da epiderme foram
retangulares e alongadas, enquanto nas areas internervurais, essas células exibiram
formatos variaveis (Fig. 6 B). As paredes anticlinais das células comuns da epiderme
foram relativamente espessadas e exibiram campos de pontoaces. Campos de pontoacéao
ndo ocorreram nas paredes anticlinais entre as células subsidiarias, que foram
relativamente mais delgadas (Fig. 6 C). Nos exemplares de M. ligustroides da floresta,
as células epidérmicas comuns apresentaram formatos variaveis, com paredes anticlinais
retas (Fig. 6 D), onduladas a sinuosas (Fig. 6 E), e paredes periclinais recobertas por
cuticula densamente estriada (Fig. 6 D-F). Estdmatos anisociticos geminados, isto é,
compartilhando a mesma célula subsidaria em sua regido polar foram frequentemente
observados (Fig. 6 F).

A nervura principal, em secgdo transversal, nos exemplares do cerrado (Fig. 7 A-
B) e da floresta (Fig. 8 A-B) foi proeminente na face abaxial e ligeiramente céncava na

face adaxial. A epiderme € uniestratificada e formada por células papiliformes e revestida
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por cuticula espessa, em ambas as superficies da nervura (Fig. 7 A-B, 8 A-B). O sistema
vascular consistiu de feixes colaterais, em forma de semi-arco, sendo a regido mais
desenvolvida localizada na regido dorsal (Fig. 7 A, 8 A). Na face dorsal, a regido cortical
foi formada por células parenquimaticas isodiamétricas e volumosas, preenchidas com
conteddo denso (Fig. 7 A-B, 8 A-B), identificado como sendo composto fenolico (Tabela
1); idioblastos contendo mucilagem e drusas (Tabela 1) foram comuns nessa regido (Fig.
7 B, 8 B), sendo mais abundantes nos exemplares do cerrado. Na face ventral da nervura,
as células parenquimaticas foram menores, ovaladas a retangulares e justapostas nos
exemplares do cerrado (Fig. 7 A) e floresta (Fig. 8 A).

O limbo foliar, em sec¢do transversal, nos exemplares do cerrado (Fig. 7 C-E) e da
floresta (Fig. 7 C-D) é dorsiventral, hipoestomatico e revestido por epiderme
uniestratificada em ambas as superficies foliares. O parénquima palicadico foi constituido
por células justapostas, alongadas perpendicularmente a superficie do limbo, cujo
tamanho decresce em direcdo ao interior do mesofilo; o parénquima lacunoso apresentou
células com formato irregular e providas de expansfes laterais, conectadas lateralmente
entre si (Fig. 7 C, 8 C). Os feixes vasculares imersos no mesofilo foram colaterais, com
bainha parenquimatica formada por células volumosas (Fig. 7 C, 8 C). Conteutdo celular
denso, identificado como sendo compostos fendlicos (Tabelal) ocorreram no parénquima
palicadico e lacunoso nos exemplares do cerrado (Fig. 7 C-E) e da floresta (Fig. 8 C-D).
Idioblastos volumosos contendo mucilagem e cristais (Tabela 1) na forma de drusas
foram observados nos parénquimas pali¢adico (Fig. 7 D) e lacunoso (Fig. 7 E) unicamente
nos exemplares do cerrado. Nos exemplares do cerrado, o parénquima pali¢adico foi mais
desenvolvido (3-5 camadas celulares), em relacdo aos da floresta (2-4 camadas celulares),
enguanto que o parénquima lacunoso foi mais desenvolvido nos exemplares da floresta

(Fig. 8 C-D).
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Os testes histoquimicos realizados em seccdes transversais da lamina foliar de M.
ligustroides (Tabela 1), detectaram lignina nas paredes celulares dos elementos de vaso
e fibras na nervura principal nos exemplares de cerrado (Figura 10 a) e floresta (Figura
11 a-b) e evidenciaram braquiesclereides presentes no cortex da nervura principal
unicamente nos exemplares do cerrado (Figura 10 b); grdos de amido na endoderme da
nervura principal no exemplares do cerrado (Figura 10 c-d); lipideos na cuticula e gotas
lipidicas dispersas nas células do parénquima cortical da nervura principal e parénquima
clorofiliano em exemplares do cerrado (Figura 10 e-f) e floresta (Figura 11 e-f);
compostos fendlicos no tecido epidérmico e parenquimatico nos exemplares do cerrado
(Figura 10 g) e floresta (Figura 11 g) e mucilagem em idioblastos cristaliferos localizados
no cortex da nervura principal de exemplares de cerrado (figural0 h) e floresta (Figura
11 h). Lipideos, compostos fendlicos e idioblastos cristaliferos com mucilagem foram

visualmente mais abundantes nos exemplares do cerrado.

Analise anatdmica quantitativa

Para comparar a densidade dos estdmatos entre as duas areas de estudo (cerrado e
floresta), primeiramente foi checada a normalidade com um teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de varidncias com um teste de Bartllet. Sendo esses pré-requisitos
atendidos, foi feito um teste t pareado. Ndo houve diferenca significativa entre as duas
areas segundo este teste (valor-p= 0,07395). Como o valor-p foi maior que 0,05, ndo
houve efeito de local na densidade dos estdmatos (Figura 9 a).

Para comparar as dimensdes dos estdbmatos (polar e equatorial), foi feita uma
abordagem multivariada, considerando as medidas equatoriais e polares conjuntamente.
Primeiramente, foi testada a homogeneidade de covaridncias pelo teste de Box e,

posteriormente foi utilizado o teste T2 de Hotelling. Para o teste de Box, como a estatistica

30



calculada (248,25) foi maior que o valor tabelado (7,81), a hipotese nula foi rejeitada, ou
seja, as covariancias nao foram homogéneas, deste modo seguimos fazendo o teste T2 de
Hotelling para covariancias diferentes. Para o teste de Hotelling, como o valor calculado
(1,23) foi menor que o tabelado (5,99), ndo rejeitamos HO, ou seja, os locais ndo diferiram
com relacdo ao tamanho polar e equatorial dos estdmatos (Figura 9 b-c).

Para as variaveis espessura do limbo, espessura do mesofilo e altura do
parénquima palicaddico foi feita uma abordagem univariada, e uma abordagem
multivariada para a espessura da cuticula (superficies abaxial e adaxial) e da epiderme
(superficies abaxial e adaxial). Para a espessura do limbo, espessura do mesofilo e altura
do parénquima palicadico, primeiramente foi averiguada a normalidade com um teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias com um teste de Bartllet. Apds, foi feito
um teste t pareado. O teste t (valor-p < 0,0001) (Figura 9 d-f) indicou que ha diferencas
significativas, sendo que os maiores valores foram demonstrados pelos individuos do
cerrado. Para espessura da epiderme (superficies abaxial e adaxial) e da cuticula
(superficies abaxial e adaxial), foi primeiramente avaliada a normalidade multivariada e
testada a homogeneidade de covariancias pelo teste de Box; posteriormente, foi utilizado
o teste T2 de Hotelling. Para a espessura da epiderme (superficies abaxial e adaxial), ndo
houve homogeneidade de covariancias; entdo, seguimos com um teste T2 de Hotelling
para covariancias diferentes. Como o valor calculado (9.881493) foi maior que o tabelado
(5.991465) foi rejeitada a HO, ou seja, houve diferenca entre os locais com relacdo a
espessura da epiderme, e as plantas no cerrado apresentaram a epiderme mais espessa,
em ambas as superficies (Figura 9 g-h). Para a espessura da cuticula (superficies abaxial
e adaxial), houve homogeneidade de covariancias; entdo, seguimos com um teste T2 de

Hotelling para covariancias iguais. Como o valor calculado (7.814728) foi maior que o
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tabelado (3.251924), HO foi rejeitada, ou seja, houve diferenca entre os locais com relacéo

a espessura da cuticula que foi maior no cerrado (Figura 9 i-j).

Fluorescéncia da clorofila a e Trocas gasosas

O teste de Tukey, indicou que plantas de M. ligustroides avaliadas no cerrado
apresentaram maior assimilacéo liquida de CO2 (Figura 12 a), transpiracéo (Figura 12 b),
condutancia estomatica (Figura 12 c), eficiéncia da enzima Rubisco (Figura 12 d) e
menores indices de concentracdo interna de CO (Figura 12 e) e Resisténcia estomatica
(Figura 12 g) quando comparadas com as plantas avaliadas na floresta. No entanto, a
eficiéncia do uso da agua ndo diferiu nas duas localidades (Figura 12 f).

Os maiores valores de rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (®FSII)
(Figura 13 a), taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 13 b), quenching fotoquimico
(gP) (Figura 13 c), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema Il que é dissipada
como calor (D) (Figura 13 d), foram registrados em plantas de M. ligustroides do cerrado.
Maiores valores de fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na antena que nao pode
ser utilizada na fotoquimica (Ex) (Figura 13 e) e maior rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (Fv'/Fm") (Figura 13 f) foram registrados em plantas de M. ligustroides na

floresta.

Registros do microclima

As médias mensais (e respectivos desvios padrdo) da temperatura e umidade
relativa do ar, obtidos a cada duas horas, durante 12 meses, estdo apresentadas na Tabela
3. De um modo geral, a temperatura foi maior no cerrado, enquanto que a umidade

relativa do ar foi maior na floresta (Figura 14).
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A irradiacdo solar, registrada entre 08h00min e 12h00min, € significativamente

mais elevada no cerrado (454,26 Im/m?) em relagéo a floresta (9,36Im/m?) (Tabela 4).

Anélise do solo

As variaveis, Al*3, K, K/ICTC, H+AI/CTC, m e B sob o solo do cerrado foram
maiores que sob o solo da floresta, enquanto outras caracteristicas quimicas avaliadas
(MO, P, H+AI*"®, K, Ca, Mg, SB, CTC, V%, Ca/CTC, Mg/CTC, Fe, Cu, Mg e Zn)
apresentaram-se em maiores quantidades na floresta (Tabela 2), com destaque para a
soma de bases (SB) na floresta foi de 6 (cmolc dm™) e no cerrado de 23 (cmolc dm)
causada pela maior concentracao de célcio (Ca) na floresta. Além disso, a analise indicou
maior concentracdo de manganés (Mn) também no solo da floresta (Tabela 2). Os valores
de pH diferiram pouco entre o solo sob o cerrado e a floresta, sendo que o solo do cerrado
indicou maior acidez.

A partir da caracterizacdo fisica do solo, constatamos que na profundidade de 0 —
30 cm, todas as caracteristicas fisicas analisadas (teor de areia, argila e silte) diferiram
entre o cerrado e floresta (Tabela 2). O solo sob o cerrado apresentou maior quantidade
de areia e argila, e sob a floresta o teor de silte foi maior. A umidade também diferiu entre

as fitofisionomias, sendo que o solo sob o cerrado apresentou maior umidade.

Discussao

A morfologia, anatomia e caracteristicas fisiologicas foliares de exemplares de
Miconia ligustroides ocorrendo em cerrado e floresta foram estudadas e comparadas.
Plantas desses dois ambientes mostraram variagfes quanto ao habito e caracteristicas
morfolégicas e anatdmicas das folhas, além de diferencas nos indices de trocas gasosas e

fluorescéncia foliares. O conjunto de resultados indica que as variagdes observadas nas
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folhas estéo relacionadas principalmente com as condi¢6es de luminosidade do ambiente,
que é significativamente mais elevada no cerrado, e com algumas caracteristicas fisico-
quimicas do solo, principalmente o maior teor de concentracdo de manganés (Mn) na
floresta.

No cerrado, onde a intensidade luminosa é significativamente mais elevada, as
folhas de M. ligustroides apresentaram inclinacdo vertical, expondo menor area a
radiacdo; ja, na floresta, onde a intensidade luminosa € baixa e difusa, as folhas
apresentaram inclinacdo horizontal expondo maior area para captacao da luz. Com esses
ajustes no angulo de insercdo das folhas, hd uma diminuicdo da perda de agua por
evapotranspiracdo (Furquim et al. 2018), além de protecdo contra o superaquecimento
das folhas, podendo causar danos a maquinaria fotossintéticas provocados pela radiacdo
excessiva (Brown & Hattersley, 1989; Larcher, 2000; Mediavilla et al., 2001; Taiz &
Zeiger, 2013, Goldstein et al., 2016). Além disso, mudancas no angulo de inclinacdo da
folha estdo diretamente associadas com o estresse das plantas em situacdes de deficiéncia
de &gua e calor intenso (Itakura & Hosoi, 2019). Estas observacdes sdo compativeis com
estudos que reportaram que folhas de um mesmo individuo podem variar quando
submetidas a diferentes intensidades luminosas, sendo os padrdes de angulos foliares
mais diferenciados entre ambientes contrastantes (Valladares et al., 2002; Falster &
Westoby, 2003). O angulo de inclinacao da folha € um dos parametros estruturais mais
importantes da planta, uma vez que determina a transmissao de radiacdo dentro dos
dosséis da vegetagdo e afeta a produtividade fotossintética de toda a planta, sendo
fundamental para avaliar o indice de éarea foliar. Dentre os fatores climaticos, a
intensidade luminosa é o que exerce maior variedade de efeitos sobre a morfologia das
plantas e influencia todos os processos fisiologicos, especialmente a fotossintese (Rizzini,

1976).
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De um modo geral, as caracteristicas anatdmicas observadas em M. ligustroides
sdo comuns as demais espécies do género Miconia, especialmente a ocorréncia de
estdmatos unicamente na superficie abaxial, mesofilo dorsiventral com abundancia de
conteudo fenolico e idioblastos cristaliferos (Mentink & Bass, 1992; Reis et al., 2005).
Folha hipoestomatica é uma caracteristica de plantas que vivem em ambientes com alta
luminosidade, sendo vantajosa para plantas sujeitas a condi¢des de baixa umidade relativa
e altas temperaturas, pois pode reduzir a perda de vapor de 4gua, tornando a temperatura
na face abaxial da folha mais baixa (Mott et al., 1982; Mott & Michaelson, 1991).

No presente trabalho, o nimero de estratos do parénquima clorofiliano foi variavel
entre os exemplares de cerrado e floresta, sendo maior nimero de camadas do parénguima
palicadico observado no cerrado. De fato, parénquima palicadico mais desenvolvido
associado com outras caracteristicas como cuticula espessa, estrias cuticulares e ceras
epicuticulares desenvolvidas, estbmatos protegidos por elevagdes da cuticula (no caso de
M. ligustroides, por um anel periestomatico) sdo caracteristicas xeromarficas comuns as
plantas do cerrado (Morretes & Ferri, 1959; Sarmiento et al., 1985). Solos pobres e
deficientes em nutrientes e intensidade luminosa elevada, como registrado neste trabalho,
sdo fatores diretamente relacionados com o xeromorfismo do cerrado (Morretes & Ferri,
1959; Beadle, 1966; Loveless, 1961; Monk, 1966; Small, 1972; Sarmiento et al., 1985) e
podem explicar, em parte, as variaches nas caracteristicas de exemplares de M.
ligustroides de cerrado e floresta.

Os resultados deste estudo corroboram com aqueles que compararam a anatomia
de representantes de Melastomataceae que colonizam diferentes fitofisionomias (Rossatto
& Kolb, 2000; Somavila & Graciano-Ribeiro, 2011). Esses autores reportaram diferengas
na espessura do parénguima clorofiliano e no mesofilo total, as quais foram interpretadas

como relacionadas a diferencas na intensidade luminosa. Esta relagdo entre espessura do
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parénquima clorofiliano, mesofilo e a intensidade luminosa também foi destacado por
Roécas et al. (1997) em Alchornea triplinervia, por Marques et al. (1999) para Sebastiania
myrtilloides, por Marques et al. (2000) em duas espécies de Miconia e por Rossatto &
Kolb (2010) em Gochnatia polymorpha, onde os individuos de ambientes que receberam
maior luminosidade mostraram maior espessamento no mesofilo e parénquima
clorofiliano.

Algumas peculiaridades anatdmicas observadas nos exemplares de M.
ligustroides do cerrado, tais como cuticula espessa, ceras epicuticulares mais
desenvolvidas, mesofilo espesso e esclerénquima mais desenvolvido sdo caracteristicas
comuns a plantas crescendo em ambientes xéricos (Morretes & Ferri, 1959;) e tém sido
associadas com adaptacdes a seca sazonal, podendo influenciar as respostas das plantas
ao déeficit hidrico (Déria et al., 2016). Embora no cerrado a agua nédo seja problema para
as espécies lenhosas com raizes profundas (Furquim et al., 2018), as plantas adultas estdo
expostas a altos niveis de irradiacdo solar ou as altas temperaturas durante a passagem do
fogo (Cirne, 2002; Landim & Hay, 1996; Coutinho, 1977).

A formacado de cristais de oxalato de calcio nos tecidos foliares é considerada um
meio altamente especializado de sequestrar e imobilizar calcio em excesso (Volk et al.,
2004) e segundo Stella et al. (2002), com o aumento da intensidade luminosa, a taxa
fotossintética também aumenta e acarreta em maior formacdo dos idioblastos
cristaliferos. Os cristais de oxalato de calcio, que possuem propriedades reflexivas,
possibilitam a reflexdo uniforme da radiacdo solar entre as células do mesofilo (Larcher,
2000). Os cristais de oxalato de célcio derivam da combinacdo do é&cido oxalico
(resultante do metabolismo fotossintético) com os ions calcio absorvidos do solo pelos

vegetais (Oliveira & Akisue, 2009). Uma vez formados, os cristais ficam imobilizados no
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vacuolo das células (Scardelato et al., 2013), podendo ser metabolizado em condic¢des de
escassez deste elemento (Franceschi & Horner, 1980).

Os resultados deste estudo mostraram que os individuos de M. ligustroides do
cerrado, expostos a luz continua, apresentaram maior concentracdo de idioblastos
cristaliferos em relacdo aos individuos da floresta, fato que corrobora com Saito & Lima
(2009). Maior taxa fotossintética foi de fato registrada nos exemplares no cerrado, o que
provavelmente esta associada com alta luminosidade, disponibilidade de agua e
nutrientes no solo, possibilitando maior producdo de agentes redutores utilizados no
metabolismo do carbono, fundamental para a sintese do acido oxalacético (Oliveira &
Akisue, 2009).

A ocorréncia de tipos diferentes de tricomas em M. ligustroides, variando de
unicelulares simples a multicelulares complexos, glandulares e ndo-gandulares,
ramificados e, ou, estrelados, € uma caracteristica marcante de Melastomataceae,
incluindo espécies de Miconia (Mentink & Bass, 1992; Souza 1997; Munhoz 1999; Souza
& Marquete, 2000; Milanez & Machado 2011). Considerando que no cerrado as plantas
de M. ligustroides estdo sujeitas a intensa irradiacdo solar, 0 que indiretamente afeta a
umidade relativa do ar e a temperatura circundantes, tornando o microambiente mais seco
(Rizzini, 1976), os tricomas desempenham papel fisiolégico relevante ao criar uma
barreira de resisténcia a difusdo de gases, limitando as taxas de transpiracéo e evaporacao,
além de protecdo contra herbivoria (Juniper & Jeffree, 1983). A barreira formada pelos
tricomas tectores auxilia na manutencdo de uma camada mais imida ao redor da folha, o
que também contribui para que as folhas ndo percam agua em excesso para 0 ambiente
(Sakita, 2013).

A distribuicdo, densidade e dimensdes dos estdbmatos, condutancia estomatica e

taxas de transpiracdo tambeém estariam relacionadas com parametros ambientais, tais
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como umidade relativa, temperatura do ar e intensidade de luz (Ferris & Taylor, 1994).
Estbmatos mais numerosos sdo comuns em plantas sujeitas a intensidades luminosas
elevadas (Larcher, 2000). No entanto, neste trabalho nao houve diferenca significativa no
tamanho e nimero de estdmatos entre as plantas de M. ligustroides do cerrado e da
floresta. Os ajustes na posicao das folhas em relacdo a incidéncia do sol, como observado
em M. ligustroides, provavelmente minimizam os efeitos da irradiacao solar elevada na
morfogénese dos estdbmatos. Segundo Furquim et al. (2018) de um modo geral, nas
plantas do cerrado os estdmatos sdo pequenos (média de 24 um de comprimento e 15 um
de largura) e numerosos; entretanto, nesse estudo M. ligustroides apresentou médias
menores que essa tanto no cerrado (média de 17,6 pm de comprimento e 12,7 pm de
largura) como na floresta (média de 18,7 pm de comprimento e 10,4 um de largura). Para
estes autores, estbmatos pequenos e em grande quantidade ajudam a controlar a perda de
agua por transpiracdo, sendo sua abertura e fechamento mais rapidos. Os diametros
polares foram maiores do que os diametros equatoriais nos exemplares do cerrado (t = -
31,215; p < 0,0001) e da floresta (t = -16,61; p < 0,0001). Analisando-se a relacédo
didametro polar/diametro equatorial, artificio utilizado para se medir a funcionalidade
estomatica, verifica-se que houve diferencas significativas entre os ambientes (t = -
5,7296; p < 0,0001). Diante disso, conclui-se que a condi¢do de luz natural é capaz de
proporcionar boa funcionalidade dos estématos, contribuindo para que as plantas se
estabelecam mais facilmente em condicdo heterogéneas de intensidade luminosa. Este
fato poderia explicar a amplitude de distribuicdo de M. ligustroides em ambientes
heterogéneos. De forma similar, ndo foram verificadas diferengas significativas entre os
ambientes para o indice estoméatico. Um bom indicativo de funcionalidade estomatica é o
formato das células-guarda em conjunto com a relacdo entre didmetro polar e diametro

equatorial dos estdbmatos (Rocha, 2005). De acordo com Khan et al. (2002), a forma
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eliptica é caracteristica de estdbmatos funcionais, enquanto a forma arredondada,
frequentemente, é associada a estdmatos que ndo apresentam funcionamento normal.
Segundo Rocha (2005), quanto maior a relacdo diametro polar/ didmetro equatorial, mais
elipsoide é o estdbmato, podendo resultar em maior funcionalidade. Neste estudo, foi
possivel notar que nos exemplares de M. ligustroides do cerrado os estbmatos sao menos
elipticos comparados aos exemplares da floresta, indicando maior funcionalidade no
ambiente de floresta. Através dessa observacao é possivel inferir que essa variagdo na
forma das células-guarda poderia aumentar a captacdo de luz na floresta, onde a
intensidade luminosa é baixa e a luz é difusa.

Os compostos fenolicos sdo considerados protetores contra a incidéncia da
radiacdo UV-B e podem atuar como filtros ou antioxidantes contribuindo para diminuir
os efeitos nocivos da alta intensidade luminosa (Landry et al., 1995; Figueroa et al., 2009).
Os compostos fendlicos constituem um grupo de metabolitos especializados que exerce
papéis importantes nas plantas, como a protecdo contra estresses ambientais (Hahlbrock
& Scheel, 1989); além disso, também sdo considerados inibidores da herbivoria (Appel,
1993). Portanto, a abundancia de compostos fenolicos nos tecidos foliares em exemplares
de M. ligustroides do cerrado, formando uma espessa barreira em ambas as faces foliares,
pode ser uma resposta metabdlica induzida pela intensa irradiacdo solar, pois a radiacao
UV-B ¢ considerada um estimulador da biossintese destes metabdlitos especializados
(Izaguirre et al., 2007).

Dentre os micronutrientes avaliados neste trabalho, a principal diferenca
encontrada entre solos do cerrado e floresta foi com relacdo a concentracdo de manganés
(Mn), que foi maior no solo da floresta. Este elemento é essencial para as plantas, uma
vez que participa da estrutura proteica e das enzimas de fosforilagdo (Taiz & Zeiger,

2013). A deficiéncia de Mn causa danos aos cloroplastos afetando a fotdlise da agua no
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fotossistema II, que fornece os elétrons necessarios para a fotossintese (Fernando e
Lynch, 2015), enquanto que altas concentracdes deste nutriente podem causar sintomas
de toxicidade nos tecidos da planta, resultando na degradacdo de lipidios, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos e prejudicando o metabolismo celular podendo, também,
diminuir a atividade fotossintética (Weng et al., 2013). Dessa forma, a alta concentracéo
de Mn no solo da floresta, juntamente com outros fatores, por exemplo, a menor
incidéncia luminosa poderia contribuir para 0 menor desempenho fotossintético de M.

ligustroides.

Fluorescéncia foliar e Trocas gasosas

A maior taxa transpiratoria e de assimilacdo de CO; observadas nas plantas do
cerrado pode ser explicada pela maior condutancia estomatica, indicando maior abertura
estomatica nessas plantas, uma vez que este mecanismo necessita de luz no comprimento
azul (Taiz & Zeiger, 2013). Assim, o cerrado por ter uma vegetacdo mais aberta quando
comparada ao ambiente de floresta, possibilitaria maior disponibilidade de luz, permitido
que essa luz acionasse proteinas H*-ATPases (Inoue & Kinoshita, 2017), responsaveis
pelo start da diminuicdo do potencial agua das células-guardas dos estdmatos,
fundamental para entrada de 4gua e abertura dos estbmatos. A maior atividade da enzima
Rubisco observadas nas plantas do cerrado corrobora com a maior disponibilidade
luminosa, pois essa enzima necessita de luz para sua ativacdo (Zhang & Portis, 1999). As
plantas coletadas na floresta apresentaram baixa assimilacdo liquida de CO, e de
transpiracéo, reflexo da sua menor condutancia estomatica; no entanto, sua eficiéncia do
uso da agua nao diferiu das plantas coletadas no cerrado, o que pode indicar que essa
espécie apresenta mecanismos que promoveriam melhor aproveitamento do recurso

hidrico, permitindo que mesmo de forma reduzida mantenha a entrada de CO2. Menor
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desempenho fotossintético observado nos exemplares de M. ligustroides em floresta
também foi registrado em Copaifera langsdorffii avaliada em cerrado e floresta
(Rodrigues et al., 2019), caracteristica apontada pelos autores como uma estratégia de
sobrevivéncia em ambientes contrastantes quanto a disponibilidade de luz. A maior
resisténcia estomatica nas plantas de M. ligustroides da floresta poderia ser explicada pela
menor incidéncia de luz nessa fitofisionomia. Baixa luminosidade pode dificultar a
abertura estomatica, uma vez que os estdbmatos necessitam de luz azul para abrirem
(Assmann & Shimazaki, 1999), diminuindo assim a difusdo de CO; para dentro dos
estomatos.

Os parametros de fluorescéncia indicaram que as plantas no cerrado tém maior
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il, sendo que este parametro estima a taxa
de transporte de elétrons e representa a propor¢do de elétrons que sdo usados na fase
fotoquimica, que é o processo de reducdo do NADP (Demmig-Adams et al., 1996;
Murchie & Lawson, 2013). Assim, a taxa de transporte de elétrons também foi maior no
cerrado. Na floresta, 0 menor coeficiente de extingdo fotoquimico (gP), indicador da
proporcao de fotossistema abertos com potencial para reducdo, pode explicar a menor
taxa de transporte de elétrons, a maior fracdo de energia que ndo pode ser utilizada na
fotoquimica (Ex) e a menor dissipacdo de energia na forma de calor (D) (Demmig-Adams
et al., 1996), indicando acimulo de energia nos fotossistemas que pode causar danos. O
padrdo de fluorescéncia das plantas de M. ligustroides na floresta pode estar associado
com a maior concentracdo de manganés (Mn) e com o pH &cido facilitando a absorcéao
deste elemento (Millaleo et al., 2010), podendo causar citotoxicidade com danos a
maquinaria fotossintética e comprometendo a producdo de agentes redutores na fase

fotoquimica (Subrahmanyam; Rathore, 2010).
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Os resultados deste estudo mostram que as relagdes hidricas e a fluorescéncia da
clorofila diferem significativamente entre os representantes de M. ligustroides da floresta
e cerrado. Segundo Pezner et al. (2020) a variacdo sazonal das fluorescéncia da clorofila
a e trocas gasosas podem servir como métricas Uteis para comparar estratégias de
tolerancia ou prevencdo ao estresse por desidratacdo da espécie em campo que se torna
mais frequente com as mudancas climaticas. Assim, tornam-se necessarios estudos
futuros comparando tais processos em representantes de M. ligustroides em cerrado e
floresta, em diferentes estacdes do ano.

A umidade do solo sob o cerrado na profundidade de 0-30cm, foi ligeiramente
maior que na floresta. Esse fato corrobora com os achados de Scholz et al. (2002) que
estudando algumas espécies do cerrado concluiram que estas apresentam fluxo reverso
de seiva, indicando a ocorréncia de redistribuicdo hidraulica durante a noite. Segundo
esses autores, apos o fechamento dos estdmatos a agua absorvida pelas raizes laterais é
redistribuida para as camadas mais superficiais do solo através da diferenca de
concentracao.

O presente estudo demonstrou que as caracteristicas morfologicas, anatbmicas e
fisioldgicas variam entre os exemplares de M. ligustroides ocorrendo em cerrado e
floresta. O conjunto de resultados obtidos neste estudo indica que as variagcdes exibidas
por M. ligustroides estdo relacionadas principalmente com as condi¢Ges de luminosidade
do ambiente, que é significativamente mais elevada no cerrado, e com algumas
caracteristicas fisico-quimicas do solo, principalmente a elevada concentracdo de
manganés no solo da floresta.

Finalmente, a analise comparada de caracteristicas morfoanatémicas e fisioldgicas

de folhas em representantes de M. ligustroides do cerrado e floresta, juntamente com
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registro das condicOes edafoclimaticas dessas duas fitofisionomias forneceu uma base

para definir os fatores que atuam na plasticidade fenotipica desta espécie.
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Figuraml: Mapawc"i-é Iocaliz;gglo da Es‘ltégéo Ecoldgica de Avaré EEcA) adaptado de Pinheiro,

2018. a-c; Estacdo Ecologica de Avaré-SP (EEcA). a- Municipio de Avaré no contexto do Estado
de Séo Paulo; b- No destaque a localizagdo da Estacdo Ecoldgica de Avaré dentro do municipio

de Avaré; c- Imagem da area de coleta.
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Figura 2: Mapa da localizacéo da Floresta Estadual de Avaré (FEA) adaptado de Carvalho, 2008.
a-d; Floresta Estadual de Avaré-SP (FEA). a- Municipio de Avaré no contexto do Brasil e do
Estado de S&o Paulo; b- Floresta Estadual de Avaré dentro do municipio de Avaré; b- Imagem
aproximada da Floresta Estadual de Avaré; d- Imagem da area de coleta.
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Figura 3: a-h. Aspectos das plantas de Miconia ligustroides no cerrado, Estacdo Ecoldgica de
Avaré (EEcA). a-b. Plantas de porte arbustivo com muitas ramificacdes eretas a partir do solo. c-
f. Floracéo e frutificagdo em uma mesma época do ano. g-h; Folhas espessas, verticais e curto-

pecioladas.
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Figura 4: a-g. Aspecto das plantas de Miconia ligustroides na Floresta Estadual de Avaré (FEA)
Floresta Estacional Semidecidua. a-b Planta de porte arbéreo. c. Ramos laterais brotando no caule
principal. d-f. Folhas delgadas, horizontais. g. Folhas longo-pecioladas.
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Figura 5: a-i. Micromorfologia da superficie do limbo foliar de Miconia ligustroides. ab, e-g:
cerrado; c-d, h- floresta. a-b. Superficie adaxial mostrando estrias longas, paralelas e continuas.
b. Placas de ceras regularmente distribuidas sobre as estrias cuticulares (setas). c-d. Superficie
adaxial reticulada mostrando estrias cuticulares elevadas com sulcos profundos. d. Granulos de
ceras dispersas no reticulo cuticular (setas). e-g. Superficie abaxial. e. Superficie irregular
estriada, com tricomas glandulares peltados (TG) e cicatriz de tricoma tector (TT). F. Tricoma
tector (TT) e estrias cuticulares longas, paralelas e continuas. g. Estbmato com abertura estreita,
alongada e borda periestomatica. h-i. Superficie abaxial. h. Superficie irregular mostrando
tricomas tectores simples (TS) e ramificados (TR). i. Estrias cuticulares proeminentes,
descontinuas, irregularmente orientadas. No detalhe, estbmato com abertura estreita, alongada e
borda periestomatica. Escala= a, c, f, i=100um. b, d, g=20um. e=400um. h=500um
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Figura 6: a-f. Epiderme do limbo foliar Miconia ligustroides, superficie abaxial, em vista frontal.
a-c: Cerrado. a. Células comuns da epiderme com paredes anticlinais retas a ligeiramente
onduladas e paredes periclinais finamente estriadas, e estbmatos anisociticos com distribui¢éo
irregular. b. Células epidérmicas retangulares e alongadas sobre a nervura e células com formatos
variaveis na area internervural. c. Paredes anticlinais das células comuns da epiderme espessas e
com campos de pontoacBes (setas). Note células subsidiarias com paredes relativamente mais
delgadas, sem pontoagdes. d-f: Floresta. d-e. Células comuns da epiderme com formato variavel,
mostrando paredes anticlinais retas (d) a onduladas (E) e paredes periclinais densamente estriadas.
f. Paredes anticlinais das células comuns da epiderme espessas e com pontoacles (setas), e
paredes periclinais recobertas por cuticula estriada. Note estdmatos geminados compartilhando a
mesma célula na regido polar (seta). Escala= a, d= 100um. b, e= 50um. ¢, f= 20um.
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Figura 7: a-e. Cortes transversais de M. ligustroides no cerrado. a. Vista geral da nervura
principal. b. Detalhe da nervura principal evidenciando cuticula espessa (seta), idioblastos com
drusas e idioblastos fendlicos (seta). c. Epiderme uniestratificada, mesofilo dorsiventral, feixe
vascular colateral (seta) e estdbmatos na face abaxial (seta). d. Idioblastos com drusa no
parénquima palicadico (seta). e. Idioblastos com drusa no parénguima lacunoso (seta). Escalas=
a= 200pm. b-c= 50 pum. d-e. 100 p
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Figura 8: a-d. Cortes transversais de M. ligustroides na floresta. a. Vista geral da nervura
principal. b. Detalhe da nervura principal evidenciando cuticula espessa, idioblastos com drusa e
idioblastos fendlicos (setas). c. Epiderme uniestratificada, mesofilo dorsiventral, feixe vascular
colateral e estdbmatos na face abaxial (setas). d. Parénquima pali¢adico reduzido. Escalas= a=
200um. b-c= 50 um. d. 100 pm.
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Figura 9: a-j. Medidas anatémicas foliar de Miconia ligustroides coletadas no cerrado e floresta.
a. Densidade dos estdmatos (mm2). b. Largura polar dos estdmatos em pm. c. Largura equatorial
dos estdmatos em pm. d. Espessura do limbo foliar em pum. e. Espessura do mesofilo foliar em.
f. Espessura do parénquima palicadico em um. g. Espessura da epiderme abaxial em pum. h.
Espessura da epiderme adaxial em pum. i. Espessura da cuticula adaxial em um. j. Espessura da
cuticula abaxial em um. (cerrado EECA, floresta (FEA).
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Histoquimica
Tabela 1. Caracterizacdo histoquimica em folhas de Miconia ligustroides (DC.) Naudin
(Melastomataceae) em cerrado e floresta.

Reagente Compostos alvo Cerrado Floresta
Fluoroglucina Lignina Elementos de vaso, fibras Elementos de vaso, fibras
xileméticas

xilematicas,

acida
braquiesclereides
Lugol Gréo de amido Endoderme (nervura Né&o observado
principal)
Sudan IV Lipideos Cuticula, parénquima Cuticula, parénquima
clorofiliano e cortical

clorofiliano e cortical

Epiderme, parénquima

Epiderme, parénquima
clorofiliano e cortical

Cloreto  Compostos fenolicos
clorofiliano e cortical

férrico

Vermelho de Mucilagem e Idioblastos cristaliferos Idioblastos cristaliferos

ruténio pectinas
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Figura 10: Secgdes transversais da lamina foliar de Miconia ligustroides coletadas no cerrado
submetida a testes histoquimicos. a-b. Floroglucina 4cida. a. forte marcagdo da parede dos
elementos de vasos do xilema (xI). b. leve marcacgéo das esclereides () presentes no cortex da
nervura principal. c-d Lugol. c. Presenca de grdo de amido nas células parenquimaticas do
cortex proximas ao sistema vascular. d. Detalhe dos grdos de amido (setas). e-f. Sudan IV. e.
Cuticula marcada para compostos lipidicos. (ct). f. Compostos lipidicos marcados na cuticula
da face adaxial e em células parenquimaticas localizadas entre o parénguima clorofiliano
palicadico e o parénquima clorofiliano lacunoso. g. Cloreto férrico. g. Compostos fenélicos
foram observados no parénquima clorofiliano pali¢adico, parénquima clorofiliano lacunoso e
em células parenquimaticas do cortex da nervura principal (setas brancas) h-Vermelho de
ruténio. h. Presenca de substancias pécticas no parénquima clorofiliano pali¢adico e lacunoso
e em células parenquimaticas do cortex e da nervura principal (setas brancas) Escala: a, c-e-g,
h: 200um. F: 100um. B-D: 50um.
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Figura 11: Secgdes transversais da ldmina foliar de Miconia ligustroides coletadas na floresta
submetida a testes histoquimicos. a-b. Floroglucina &cida. a. Fraca marcacdo da parede dos
elementos de vasos do xilema (xl). b. Detalhe da leve marcagéo do xilema (xI). c-d Lugol. c.
Auséncia de grdo de amido nas células. d. Detalhe auséncia de gréos de amido. e-f. Sudan V.
e. Cuticula marcada para compostos lipidicos. (ct). f. Compostos lipidicos marcados na
cuticula e em células parenquimaticas localizada no cortex da nervura principal (setas). g.
Cloreto férrico. g. Compostos fenolicos foram observados no parénquima clorofiliano
palicadico, parénquima clorofiliano lacunoso e em células parenquimaticas do cortex da
nervura principal (setas) h-Vermelho de ruténio. h. Presenca de substancias pécticas no
parénquima clorofiliano palicadico e lacunoso e em células parenquimaticas do cortex e da
nervura principal (setas) Escala: a, c-e-g, h: 200um. f: 200pum. b-d: 50um.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas médias do solo sob cerrado na Estacdo Ecoldgica de Avaré
(EEcA) e floresta na Floresta Estadual de Avaré (FEA), na profundidade de 0 — 30 cm.

Atributos quimicos Cerrado Floresta
Umidade 9,81 8,99
pH (CaCly) 3,9 4,5
MO (g dm ) 11 14
P (cmolc dm™) 4 6
S (cmolc dm3) 5 5
Al*3 (cmolc dm™) 11 7
H+AI*3 (cmolc dm™) 41 42
K (cmolc dm™) 1,95 2,23
Ca (cmolc dm?®) 3 16
Mg (cmolc dm3) 1 4
SB (cmolc dm?®) 6 23
CTC (cmolc dm3) 46 65
V(%) 12 35
Ca/CTC  (I/S) 7 25
Mg/CTC  (I/S) 1 6
KICTC  (I/S) 4,2 3,5
H+Al/CTC (I/S) 88 65
m (%) 67 23
Fe (mg/dm?3) 31 37
Cu (mg/dm?3) 0,6 1,9
Mn (mg/dm3) 1,2 39,8
Zn (mg/dm?) 0,5 0,9
B (mg/dm3) 0,54 0,49

Atributos fisicos Cerrado Floresta
Areia (g/kg) 807 667
Argila (g/kg) 139 117
Silte (g/kg) 54 217
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Tabela 3. Médias mensais da Temperatura e Umidade Relativa do ar no cerrado e na

floresta
Cerrado Floresta
Meses
Temperatura Umidade Temperatura Umidade
Jan 24,76 £5,16 76,9 £19,04 22,53+ 3,10 91,48 + 9,66
Fev 22,62 + 4,64 82,66 + 17,29 21,01+ 2,88 93,99 + 8,87
Mar 22,52 +4,23 83,47 + 14,66 20,86 + 2,59 95,53 + 5,66
Abr 21,24 + 4,59 84,04 + 16,47 19,78 + 2,88 95,28 + 6,80
Mai 19 + 5,02 86,64 + 14,64 17,85 + 3,39 97,25+ 4,33
Jun 16,77 £ 5,79 81,46 £ 19,51 15,82 + 3,60 91,47 £ 8,11
Jul 14,93 + 6,61 79,07 £ 21,35 13,93+ 4,74 84,96 + 9,86
Ago 17,02 + 6,41 75,34 £ 21,07 1592 +4,9 83,29 + 14,40
Set 20,06 +6,43 75,66 + 22,19 19 +£5,43 84,96 + 19,31
Out 22,51+ 6,42 69,95 + 22,52 21,63 +5,38 78,44 + 18,88
Nov 22,94 £ 5,61 77,34 £ 18,91 21,38 £ 4,17 86,26 + 14,70
Dez -—-- -—-- 21,97 £ 3,31 90,87 £ 11,85
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Tabela 4. Dados das caracteristicas climaticas: Densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativo (DFFFA, umol m s-1), temperatura ambiente (°C) e Umidade
Relativa do ar (%) das areas de estudo (Cerrado e Floresta). Dados coletados no momento

das avaliacGes com o equipamento Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo GFS 3000 FL.
Caracteristicas ambientais Cerrado

Floresta
DFFFA 454,26 + 388,7 9,36 £ 7,75
Temperatura ambiente °C 19,1+6,9 20,2+4.8
Umidade relativa do ar % 79,6 = 20,5 90,2+129
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Figura 12: Trocas gasosas: a. Taxa de assimilacdo de CO2 (Anet); b. Taxa de transpiracdo (E);
c. Concentragdo interna de CO». d. Condutancia estomatica (gs); e. Atividade da enzima Rubisco
(A/Ci) e f. Eficiéncia do uso da &gua e Resisténcia estomatica (Rs) em plantas de Miconia
ligustroides, no cerrado e floresta. Médias comparadas pelo teste Tukey (P < 0.05).
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Figura 13: Fluorescéncia da clorofila a: a. Rendimento quantico efetivo do fotossistema Il
(®FSIID); b. Taxa de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 * 0,84); c. quenching
fotoquimico (qP); d. Fragdo de luz absorvida pela antena do fotossistema Il que é dissipada como
calor (D); e. Fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na antena que ndo pode ser utilizada na
fotoquimica (EX); f. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv'/Fm’) e g. em plantas
de Miconia ligustroides, no cerrado e floresta. Médias comparadas pelo teste Tukey (P < 0.05).
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Figura 14: Dados microclimaticos. a. Temperatura média mensal no cerrado e na floresta. b.
Umidade Relativa do ar média mensal no cerrado e na floresta.
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