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BOSIO, F. ATIVIDADE CAMBIAL E O EFEITO DE ANELAMENTO NO XILEMA
SECUNDARIO EM ESPECIES DE CERRADO. 2015, 83p. TESE (DOUTORADO) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

Resumo - Este estudo abordou a sazonalidade da atividade cambial e da fenologia vegetativa,
a relacdo existente entre estes dois eventos e a relagdo destes com fatores climéticos e
ambientais, bem como os efeitos de anelamento caulinar na estrutura do xilema secundario
em espécies de cerrado. Para o estudo da sazonalidade da atividade cambial, amostras do
caule principal de Kielmeyera grandiflora (Wawra) Saddi (Calophyllaceae) foram coletadas
mensalmente, entre setembro de 2011 e dezembro de 2012. No mesmo periodo, foram feitas
observacdes mensais das fases fenoldgicas vegetativas para avaliar a sazonalidade na
producéo de folhas e comparar estes dados com a atividade cambial. Para verificar quais os
fatores ambientais e climaticos relacionados com a brotacdo e com o inicio da atividade
cambial, foram calculadas as médias de temperatura e do fotoperiodo, e obtido o somatério da
precipitacdo em uma escala de tempo que variou de 1 a 30 dias antes da brotacdo e do inicio
da atividade cambial. Em seguida, foi calculado o coeficiente de variacdo das médias para
avaliar a variabilidade entre os anos. Para o estudo do efeito de anelamento caulinar na
estrutura do xilema secundario foi montado um experimento em campo com a espécie
Aegiphila verticillata Vell. (Lamiaceae). O experimento foi composto por dois grupos,
anelamento e controle. No grupo anelamento, a casca e o cambio vascular foram removidos
completamente do caule principal na porc¢éo central do tronco, formando um anel completo. O
objetivo do anelamento foi interromper o fluxo polar de auxina produzido na copa para
avaliar os efeitos dessa interrupcdo na estrutura do xilema secundario. No grupo controle, o
caule ndo foi anelado. Para identificar o xilema secundario formado antes do anelamento do
formado posteriormente ao tratamento foi feita uma incisdo na casca, nas por¢des acima e
abaixo do anelamento, até atingir o cambio vascular. Esta incisdo alcangava 03 centimetros de
comprimento. Da mesma forma, no grupo controle, foi feita uma incisdo na casca, em um
ponto central do caule, até atingir o cambio vascular. Observou-se que a producao de folhas e
a atividade cambial foram sazonais. A brotacdo ocorreu em setembro de 2011 e em agosto de
2012, na estagéo seca, um a dois meses antes da reativacdo do cambio vascular, que ocorreu
em outubro de 2011 e em outubro de 2012, no inicio da estacdo chuvosa. O cambio vascular
entrou em dorméncia em maio, em plena estacdo chuvosa. O fotoperiodo e a temperatura
tiveram menor coeficiente de variacdo quando comparados a precipitacdo, o que evidencia a
importancia destes dois fatores na atividade cambial. Quanto aos efeitos do anelamento no
caule, observou-se que, apds o tratamento, a proporc¢édo de xilema formado nas porc¢des acima
do anelamento foi maior do que a propor¢do do xilema formado nas porcGes abaixo do
anelamento, e houve reducdo do didmetro e da area do Iimen de vasos e aumento da
densidade de vasos ap6s o tratamento. No grupo controle ndo foram observadas diferencgas
anatdmicas entre o xilema formado antes e depois de quando foi realizado o tratamento no
grupo anelamento. Os resultados mostram que existe uma interacdo de fatores climéticos,
ambientais e hormonais envolvidos nos processos de crescimento e de formacao dos tecidos
vasculares em espécies de cerrado.

Palavras-chave: auxina; floema secundario; periodicidade de crescimento; xilema secundario.



BOSIO, F. CAMBIAL ACTIVITY AND THE GIRDLING EFFECT IN THE
SECONDARY XYLEM IN CERRADO SPECIES. 2015, 83p. THESIS (DOCTORATE) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

This study approached the seasonality in cambial activity and vegetative phenology, the
relationship between these events and their relation with wheater and environmental factors,
and also the effects of stem girdling in the structure of secondary xylem in Cerrado species. In
order to study of seasonality in cambial activity, monthly samples from main stem of
Kielmeyera grandiflora (Wawra) Saddi (Calophyllaceae) were collected from September
2011 to December 2012. In the same period, observations of vegetative phenological phases
were made to assess the seasonality in leaf production, and to compare these data with
cambial activity. In order to certify which environmental and weather features are related with
bud opening and onset of cambial activity, it was calculated the mean value of temperature
and photoperiod, and obtained the sum of rainfall in a time scale that ranged from 1 to 30 days
before bud opening and the onset of cambial activity. After that, the coefficient of variation
was calculated to assess the variability between years. In order to evaluate the stem girdling
effect in the structure of secondary xylem was conducted an experiment in field with the
species Aegiphila verticillataVell (Lamiaceae), composed of two groups, girdling and control.
In girdling group, bark and cambium were completely removed from the central portion of
main stem, forming a complete ring. The purpose of girdling was to interrupt the polar flow of
auxin produced in the crown, and to assess the effect of its disruption in the structure of
secondary xylem. In control group, it has not made a girdling in the stem. To distinguish the
xylem formed before girdling from xylem formed after the treatment, an incision (03 cm in
length) was made in the regions above and below girdling until reaches the vascular cambium.
In the same way, in control group an incision in the bark was made at a central point of the
stem, until it reaches the vascular cambium. Leaf production and cambial activity were
seasonal. The bud opening occurred in September 2011 and August 2012, during the dry
season, one or two months before the onset of vascular cambium, which occurred in October
2011 and in October 2012, at beginning of the rainy season. The photoperiod and temperature
showed a lower coefficient of variation than rainfall, which highlights the importance of these
factors in cambial activity. Regarding the girdling effects in the stem, it was observed that
after treatment, the proportion of xylem formed in the portions above girdling was higher than
the proportion of xylem formed below it, and also was observed a reduction in vessel lumen
area, width and an increasing in vessel density after treatment. In control group were not
observed anatomical differences between the xylem formed before and after when it has been
made the girdling in the stems of girdling group. The results show that there is an interaction
of climatic, environmental and hormonal factors involved in the process of growth and
formation of vascular tissues in Cerrado species.

Key words: auxin; growth periodicity; secondary phloem; secondary xylem.



1 INTRODUCAO GERAL

Em muitas espécies tropicais, o desenvolvimento foliar e a atividade cambial séo
eventos sazonais, ou seja, a producdo de folhas novas e de xilema e floema secundéarios
ocorrem em periodos especificos do ano (ver GHOUSE; HASHMI, 1983; VENUGOPAL,;
KRISHNAMURTHY, 1987; RAJPUT; RAO, 2001a). Devido a sazonalidade nestes dois
eventos em algumas dessas espécies, € natural esperar que producdo sazonal de folhas e dos
tecidos vasculares secundarios esteja correlacionada. Sendo assim, um namero representativo
de estudos abordou a atividade sazonal destes meristemas e observou-se que, dependendo da
especie, o desenvolvimento foliar pode ou ndo estar relacionado com a atividade cambial (ver
GHOUSE; HASHMI, 1983; VENUGOPAL; KRISHNAMURTHY, 1987; RAJPUT; RAO,
2001b).

Em relagdo a correlagdes entre fatores ambientais e desenvolvimento foliar, alguns
estudos mostram que o fotoperiodo esta positivamente relacionado com a brotacdo
(BORCHERT; RIVERA, 2001; RIVERA et al., 2002; YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS;
LOPEZ-MATA, 2006), e em algumas espécies a senescéncia foliar relaciona-se com a
estacdo seca (RAO; RAJPUT, 1999). Quanto a atividade cambial, a precipitacdo sazonal é o
principal fator que tem sido relacionado com os periodos de atividade e dorméncia do cambio
vascular e com o crescimento radial (RAJPUT; RAO, 2001a; LISI et al., 2008;
KREPKOWSKI et al., 2011). Em geral, o cdmbio vascular retoma a atividade no inicio da
estacdo chuvosa e entra em dorméncia durante a estacdo seca (RAJPUT; RAO, 2001a). No
entanto, alguns estudos dao evidéncias que outros fatores ambientais podem estar
relacionados tanto com a brotacdo quanto com o inicio da atividade cambial (AJMAL,
IQBAL, 1987; VENUGOPAL; LIANGKUWANG, 2007; TROUET et al., 2012), mostrando
que existem lacunas no conhecimento acerca dos fatores relacionados com o crescimento
apical e lateral.

Outro aspecto importante relacionado ao desenvolvimento caulinar é a influéncia da
auxina na estrutura do xilema secundario. Estudos mostram que este hormonio vegetal estd
envolvido no processo de diferenciacdo dos elementos traqueais do xilema (ver JACOBS,
1952; FUKUDA, 1997; ALONI, 2014). Aloni e Zimmermman (1983) propuseram a hipdtese
de que um gradiente de concentracdo de auxina ao longo do corpo da planta regula o didmetro
e a frequéncia de vasos, o que reflete na diferenca de didmetro e frequéncia de vasos
encontrada entre os ramos, caule principal e raizes. Considerando que a principal fonte de



auxina em plantas sdo as folhas jovens em formacéao, (LJUNG; BHALERAO; SANDBERG,
2001), e que esta é transportada na zona cambial e no floema (UGGLA et al., 1996; ALONI,
2010), pesquisas que associem a interrupcdo do fluxo da auxina ao periodo de sua producdo
podem trazer informagdes importantes sobre o seu papel na estrutura do xilema secundério.

O Cerrado € um dominio fitogeografico que apresenta sazonalidade na precipitacéo e,
temperatura média anual entre 22-23°C, onde a temperatura maxima pode chegar aos 40°C no
verdo, e a temperatura minima pode chegar a zero no inverno (ver COUTINHO, 2002).
Portanto, pode-se dizer que o Cerrado € um “laboratério vivo” para o estudo das relacdes
entre 0 a sazonalidade nos fatores climaticos e ambientais com o crescimento sazonal em
especies tropicais. No entanto, estudos que relacionam a fenologia com a atividade cambial
em espécies de Cerrado ainda sdo poucos, e sO publicados em teses (ver CORADIN, 2000;
MARCATI, 2014). Além disso, no cerrado existe um ndmero considerdvel de espécies
deciduas (ver PIRANI; SANCHEZ; PEDRONI, 2009), que sdo espécies que podem servir
como modelo em estudos que avaliem da influéncia da auxina na estrutura do Xilema
secundario.

Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho € estudar a atividade cambial e os efeitos
da interrupgdo do fluxo de auxina, via anelamento caulinar, no xilema secundario de espécies

do cerrado.

1.1 Objetivos

e Verificar se a producdo de folhas e a atividade do cambio vascular em Kielmeyera
grandiflora (Wawra) Saddi (Calophyllaceae) sdo eventos sazonais;

e Identificar a duracdo dos periodos de atividade e dorméncia do cambio vascular nessa
espécie;

e Investigar a existéncia de correlacdo entre fenologia e atividade cambial, e a relacdo
destes eventos com a precipitacdo, temperatura e o fotoperiodo;

e Verificar se a interrupcao do fluxo de auxina, via anelamento no caule principal, leva a
producdes variaveis de xilema secundario ao longo do eixo caulinar, alteracbes no
didmetro, na area e na densidade de vasos no xilema secundario em Aegiphila verticillata
Vell. (Lamiaceae);

e Verificar o periodo de formacgdo dos vasos de maior didmetro do lenho inicial em A.

verticillata.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Relacdo entre a fenologia e a atividade cambial em espécies tropicais

Em espécies tropicais, estudos que relacionam a brotacdo com o inicio da atividade
cambial mostram que para muitas espécies a reativacdo do cambio vascular ocorre de duas
semanas a dois meses apOs a brotacdo (LU; CHIANG, 1975; DAVE; RAO, 1982b;
GHOUSE; HASHMI, 1983; DESPHANDE; RAJENDRABABU, 1985; AJMAL,; IQBAL,
1987; VENUGOPAL; KRISHNAMURTHY, 1987; RAJPUT; RAO, 200la, 2001b;
VENUGOPAL,; LIANGKUWANG, 2007). Entretanto, em outras, a reativacdo do cambio
pode ocorrer antes ou simultaneamente a brotacdo (ver VENUGOPAL,;
KRISHNAMURTHY, 1987; RAO; RAJPUT, 1999, RAJPUT; RAO, 2001a), mostrando que
ndo existe um padrdo geral quanto a relacdo entre a brotacdo e a reativacdo do cambio
vascular nas espécies tropicais.

Quando se avalia as relagdes entre a brotacdo e a reativagdo do cambio vascular por
grupos fenoldgicos funcionais, observa-se que para as espécies sempre verdes e
brevideciduas, aparentemente ndo existe um unico padrdo que relacione a brotacdo com a
reativacdo do cAmbio vascular. Em um ndmero representativo de espécies, o cdmbio vascular
reativa apds a brotacdo (GHOUSE; HASHMI, 1983; VENUGOPAL; KRISHNAMURTHY,
1987; RAJPUT; RAO, 2001a, 2001b; VENUGOPAL; LIANGKUWANG, 2007), mas em
outras a reativacdo do cdmbio vascular pode ocorrer junto com a brotacdo (VENUGOPAL;
KRISHNAMURTHY, 1987; RAJPUT; RAO, 2001b), ou ainda estes dois eventos podem nao
estar relacionados (RAJPUT; RAO, 2000). Em algumas espécies sempre verdes, a atividade
cambial pode se estender por todo o ano, ndo apresentando relacdo com a brotacdo (DAVE;
RAO, 1982a; VENUGOPAL ; KRISHNAMURTHY, 1987; RAJPUT; RAO, 2000, 2001a).

Em algumas espécies deciduas, a reativagdo do cambio pode ocorrer um pouco antes
ou junto com a brotacdo (ver VENUGOPAL; KRISHNAMURTHY, 1987; RAO; RAJPUT,
1999), mas em um numero representativo de espécies, a atividade cambial retoma de duas
semanas a dois meses apds a brotacdo (LU; CHIANG, 1975; DAVE; RAO, 1982b;
GHOUSE; HASHMI, 1982; DESPHANDE; RAJENDRABABU, 1985; VENUGOPAL;
KRISHNAMURTHY, 1987), caracterizando um padrdo para este grupo funcional, onde a
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reativacdo do cambio vascular ocorre apés a brotacdo. Como proposto por Larson (1969), a
producdo de hormonios pelas gemas pode estar relacionada com a retomada da atividade
cambial nas espécies em que a brotacdo ocorre antes da reativacdo do cambio vascular.

Apesar de ndo haver um padrdo unico quando se trata da relacdo entre a brotacdo com
0 inicio da atividade cambial, a presenca das folhas adultas parece ser um fator importante
para o periodo de atividade cambial como um todo. Observa-se que o pico de atividade
cambial em muitas espécies ocorre quando as plantas estdo com sua folhagem completa
(DAVE; RAO, 1982b; RAO; RAJPUT, 1999; MARCATI; ANGYALOSSY; EVERT, 2006;
MARCATI; MILANEZ; MACHADO, 2008; TROUET et al., 2012), e em algumas espécies o
periodo de dorméncia do cambio e o término da diferenciacdo dos tecidos vasculares
relacionam-se com a abscisdo foliar e com o periodo em que as plantas estdo sem folhas (ver
DAVE; RAO, 1982b; DESPHANDE; RAJENDRABABU, 1985; VENUGOPAL;
KRISHNAMURTHY, 1987; MARCATI; MILANEZ; MACHADO, 2008; COSTA et al.,
2013).

2.2. Relacdo entre a brotacdo e fatores climaticos e ambientais

Em muitas espécies tropicais em ambientes com precipitacdo sazonal, a brotacdo
ocorre no periodo seco (DESPHANDE; RAJENDRABABU, 1985; AIMAL; IQBAL, 1987,
RAJPUT; RAO, 2001a; RIVERA et al., 2002). Em geral, somente espécies deciduas com
sistema subterraneo raso brotam apos as primeiras chuvas (BORCHERT, 1999). Isso mostra
que em geral a sazonalidade na precipitacdo ndo é um fator limitante para a brotacdo em
espécies tropicais.

Se a precipitacdo ndo sincroniza a brotagdo em espécies tropicais, quais os fatores que
podem regular a brotacdo nessas espécies? Alguns estudos mostram que o fotoperiodo € um
fator importante para a indugdo da brotagdo em espécies tropicais. O aumento no
comprimento do dia induz a brotagdo em espécies de florestas destas regibes (BORCHERT;
RIVERA, 2001; RIVERA et al., 2002; YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS; LOPEZ-MATA,
2006). Além do comprimento do dia, para algumas espécies, a temperatura parece ser um
fator envolvido na inducdo da brotacdo. A brotacdo esta correlacionada com a temperatura
méxima em algumas dessas espécies (YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS; LOPEZ-MATA,



2006), e o aparecimento dos primordios foliares pode ocorrer quando a temperatura atinge o
méaximo no ano (RAO; RAJPUT, 1999). No entanto, informacdes sobre os fatores ambientais

e climaticos envolvidos com a brotacdo em espécies tropicais ainda sdo escassos.

2.3. Relacéo entre atividade cambial e fatores climéaticos e ambientais

Nas regibes tropicais, a precipitagdo sazonal € um dos principais fatores relacionados
com a atividade cambial e incremento radial. Em geral, a atividade cambial e a diferenciacéo
dos tecidos vasculares secundarios estdo relacionados com a estacdo chuvosa (ver
MARCATI; ANGYALOSSY; EVERT, 2006; YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS; LOPEZ-
MATA, 2006; MARCATI; MILANEZ; MACHADO, 2008; WANG et al., 2013). Com o
inicio das primeiras chuvas, o cambio vascular entra em atividade e inicia-se a formacéo e
diferenciacdo dos tecidos vasculares secundarios (ver RAJPUT; RAO, 2001a;
KREPKOWSKI et al., 2011). Observa-se um pico de atividade cambial na estacdo chuvosa
(ver DAVE; RAO, 1982b; RAO; RAJPUT, 1999; RAJPUT; RAO, 2000; MARCATI,
MILANEZ; MACHADO, 2008) e, assim, 0 maior incremento radial ocorre durante o periodo
chuvoso (ver LISI et al., 2008; KREPKOWSKI et al., 2011; DIE et al., 2012). No entanto,
alguns estudos de atividade cambial a nivel histolégico mostram que, em algumas espécies, a
reativagdo do cadmbio vascular ocorre antes do inicio das chuvas (DAVE; RAO, 1982b;
AJMAL; IQBAL, 1987; RAJPUT; RAO, 2001a), dando indicios que alem da precipitacéo,
outros fatores ambientais podem interagir na reativacdo do cambio vascular em espécies
tropicais.

A atividade cambial e a diferenciacdo dos tecidos vasculares cessam durante a estacdo
seca em ambientes com precipitacdo sazonal (ver VETTER; BOTOSSO, 1989; RAO;
RAJPUT, 1999; RAJPUT; RAO, 200la; MARCATI; ANGYALOSSY; EVERT, 2006;
MARCATI; MILANEZ; MACHADO, 2008; DIE et al., 2012). Worbes (1995) observou que
um periodo seco de dois a trés meses, com menos de 60 mm mensais de precipitacdo, pode
gerar um estresse que induz a dorméncia do cdmbio vascular em espécies tropicais. Em
Cedrela odorata, a reducdo na precipitacdo parece ser realmente o fator que leva a
sazonalidade no crescimento da espécie (COSTA et al., 2013). No entanto, em algumas
espécies, a atividade cambial cessa antes do inicio da estacdo seca (RAJPUT; RAO, 2001a),



mostrando que embora o periodo de dorméncia se sobreponha ao periodo seco, outros fatores
também podem estar relacionados com o término da atividade do cadmbio vascular em
especies tropicais.

A temperatura (méxima e minima) também é um fator envolvido no processo de
reativacao da atividade do cambio vascular em espécies tropicais. Alguns estudos observaram
uma relacdo positiva da atividade cambial com a temperatura maxima, (RAJPUT; RAO,
2001a; YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS; LOPEZ-MATA, 2006), e em algumas espécies a

reativagdo do cambio requer uma condigdo quente e seca (AJMAL,; IQBAL, 1987).
Para Tectona grandis, uma espécie da india, Rao e Rajput (1999) observaram que a
temperatura entre 34-36°C € a temperatura Otima para o crescimento radial. Quanto a
temperatura minima, esta pode ter algum efeito positivo na atividade cambial e na formacéo
do xilema secundario (Venugopal e Liangkuwang 2007), mas em Grewia tiliaefolia o
decréscimo da temperatura no inverno cessa a atividade cambial e a diferenciacdo de tecidos
vasculares (DESHPANDE; RAJENDRABABU, 1985). No entanto, informagfes sobre o
efeito da temperatura na atividade cambial em espécies dos tropicos sdo escassas, sendo
necessaria a realizacdo de mais estudos para uma melhor compreensdo do papel da
temperatura na atividade cambial e diferenciacdo dos tecidos vasculares nestas espécies.

Estudos recentes mostram que o fotoperiodo também tem papel importante na
reativacdo do cambio vascular. Em algumas espécies tropicais 0 aumento no comprimento do
dia e a proximidade do verdo austral estdo relacionados positivamente com a reativagéo do
cambio vascular (YANEZ-ESPINOSA; TERRAZAS; LOPEZ-MATA, 2006; TROUET et al.,
2002), enquanto que o final da atividade cambial corresponde ao comprimento do dia entre 74
e 53% do maximo anual (TROUET et al., 2002). O ciclo anual de mudancas no fotoperiodo €
regular o bastante para representar um sinal constante para plantas (ROSSI et al.; 2006), e
provavelmente é um sinal importante que est4 envolvido na reativacdo do cAmbio vascular em

especies tropicais.

2.4. A auxina e o xilema secundario

O é4cido indol-3- acético (AlA) é a auxina predominante nas plantas superiores
(BERLETH; MATTSON; HARDTKE, 2000). Sua producdo ocorre principalmente nas



regibes apicais da planta, em tecidos com divisdo e crescimento rapido, como gemas apicais
do caule, folhas jovens, flores e no apice da raiz (BERLETH; MATTSON; HARDTKE, 2000;
SACHS, 2000; LJUNG; BHALERAO; SANDBERG, 2001; ALONI et al., 2003). A auxina
produzida nos érgdos apicais segue um fluxo polar no corpo da planta, ou seja, num sentido
unidirecional, que vai do &pice dos ramos em direcdo ao caule e as raizes (ver GERSANI,
SACHS, 1984; SACHS, 2000; SCARPELLA; HELARIUTTA, 2010). Nas plantas lenhosas o
transporte da auxina ocorre no cambio vascular e felogénio, onde o fluxo € polar (ver
UGGLA et al., 1996; ALONI, 2010, 2013), bem como no floema secundério, onde o fluxo de
auxina nao ¢é polar, ou seja, no floema o fluxo de auxina ocorre nos dois sentidos (ALONI,
2010, 2013).

Quanto a sinalizacdo para a diferenciacdo dos elementos traqueais doo Xilema, o
trabalho desenvolvido por Jacobs (1952) foi um dos primeiros a mostrar que a auxina é o
estimulo responsavel pela regeneragdo dos elementos traqueais do xilema em regiGes
injuriadas. Assim, nas plantas vasculares, a auxina é o estimulo que sinaliza a diferenciacéo
dos elementos de vaso (JACOBS, 1952; FUKUDA, 1997; ALONI, 2010; SCARPELLA,;
HELARIUTTA, 2010), bem como é um dos horménios que sinalizam a diferenciacdo das
traqueides (ALONI, 2014).

Aloni e Zimmermann (1983) propuseram a hipotese do “gradiente da auxina” em que
a auxina oriunda das folhas jovens segue até as raizes e atua como um sinal morfogenético,
formando um gradiente de concentragéo polar ao longo do eixo da planta. Este gradiente de
AlA polar e gradual no cambio vascular fornece uma informacéo direcional e de localizagéo
para as células em diferenciacdo. A hipotese propSe que o gradiente decrescente da
concentracdo de auxina ao longo do eixo da planta, das folhas até as raizes, controla a taxa de
diferenciacdo e de expansdo celular antes da deposicdo da parede secundaria. Assim, altas
concentrac@es de auxina proximo a folhas jovens induzem a formacéo de vasos estreitos como
resposta de uma diferenciagéo rapida, permitindo somente um tempo limitado para a expansao
celular. Por outro lado, baixas concentracfes de auxina mais abaixo da regido das folhas
jovens resultam na diferenciacdo mais lenta, que permite maior expansdo celular antes da
deposicdo da parede secundaria, resultando em vasos largos. Segundo esta hipotese, a
densidade de vasos também é controlada pela concentracdo de auxina: altas concentracdes
deste hormonio induzem um aumento na densidade de vasos e baixas concentracdes de auxina

induzem uma menor densidade de vasos.



Alguns estudos realizados com plantas modificadas geneticamente para uma super
producdo, ou para a reducdo no montante de auxinas produzido mostram que a alteracdo nos
niveis enddgenos de auxina leva a alteracdes na dimensdo dos elementos traqueais (KLEE et
al., 1987; ROMANO; HEIN; KLEE, 1991). Segundo estes estudos, altos niveis de auxina
levam & diferenciacdo de um grande numero de vasos (KLEE et al., 1987) e baixas
concentracfes desse hormonio resultam em elementos traqueais com maior didmetro
(ROMANO; HEIN; KLEE, 1991). Sachs (2000) comenta que apesar da concentracdo de
auxina ndo ser o suficiente para a diferenciacdo vascular, a concentragao de auxina nas células

parece ser um fator decisivo para que ocorra a diferenciagéo.

2.5. O Cerrado

O Cerrado € um dominio fitogeografico brasileiro (COUTINHO, 2002), e esta inserido
dentro do dominio da zona tropical. Ocupa uma area de aproximadamente 2,0 milhGes de km?
e abrange boa parte dos estados brasileiros, concentrando-se na regido do Planalto Central
(EITEN, 1972; COUTINHO, 2002). Além da porcdo central do pais, o Cerrado ocorre
também em &reas disjuntas ao norte dos estados do Amapa, Amazonas, Para e Roraima, e ao
sul em pequenas “ilhas” no Parana (OLIVEIRA-FILHO; RATTER, 2002; RIBEIRO;
WALTER, 2008). Possui uma grande diversidade de espécies vegetais e € um dos hotspots de
biodiversidade com prioridade de conservacdo (MYERS et al., 2000).

Em geral, o Cerrado é composto por uma sinusia arbdreo-arbustiva, composta por
arbustos, subarbustos e arvores baixas, inclinadas, tortuosas, muitas vezes com cortica especa
e com folhas coriaceas (OLIVEIRA-FILHO; RATTER, 2002), além de uma sinusia herbacea
(EITEN, 1972; FILGUEIRAS, 2002). Algumas espécies vegetais do Cerrado possuem
sistema radicular profundo (OLIVEIRA-FILHO; RATTER, 2002).

Em seu conceito amplo (sensu latu), o Cerrado é constituido por fitofisionomias
campestres, como o campo limpo, o campo sujo e o campo cerrado, uma fitofisionomia
savanica, 0 cerrado sensu strictu, e uma fitofisionomia florestal, o cerraddo (COUTINHO,
1978). Além dessas fitofisionomias, as matas de galeria podem fazer parte desse dominio
(RIBEIRO; WALTER, 2008). Dessa forma, pode-se dizer que o Cerrado é um complexo de
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biomas distribuidos em mosaico (COUTINHO, 2006), constituindo assim um dominio
fitogeogréfico.

A regido por onde o Cerrado distribui-se possui uma grande diversidade de solos, onde
a classe dos latossolos corresponde a cerca de 49% do total (MOTTA; CURI;
FRANZMEIER, 2002; REATTO et al., 2008). Morfologicamente, em areas de Cerrado 0s
solos sdo ndo hidromorficos, profundos (normalmente superior a 2m), possuem baixos teores
de silte e de argila, sdo bem drenados e possuem alta permeabilidade a agua (MOTTA; CURI;
FRANZMEIER, 2002; REATTO et al., 2008). Apesar de possuirem em geral boas
propriedades fisicas para o crescimento das plantas, sdo solos com baixa quantidade de
nutrientes (MOTTA; CURI; FRANZMEIER, 2002; REATTO et al., 2008).

Quanto as condicBes ambientais, o Cerrado é marcado pela sazonalidade na
precipitacdo ao longo do ano. A precipitacdo média anual fica em torno de 1200 e 1800 mm, e
concentra-se no periodo entre os meses de outubro e abril, caracterizando uma estacéo
chuvosa. Entre maio a setembro, a precipitacdo diminui e os indices pluviométricos mensais
podem chegar a zero, resultado em uma estacdo seca com duracdo de trés a cinco meses
(COUTINHO, 2002; MENDONCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007; SILVA; ASSAD;
EVANGELISTA, 2008). A temperatura média anual fica em torno de 22-23°C, com maxima
mensal podendo chegar a mais de 40°C no verdo e as e minima podendo atingir valores
proximos ou até abaixo de zero no inverno (COUTINHO, 2002).

No Cerrado, queimadas, naturais ou de origem antrépica, principalmente na estacdo
seca (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002; MIRANDA; SATO, 2005) sé&o
frequentes. Muitas espécies lenhosas do Cerrado apresentam forte suberizacdo de troncos e
ramos (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002) e sdo resistentes ao fogo
regenerando poucos dias apos a queimada (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002;
MIRANDA; SATO, 2005). No entanto, o fogo afeta a floragdo, bem como a sobrevivéncia de
plantulas e individuos jovens (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002; MIRANDA,
SATO, 2005), e diferentes tipos de danos ocorrem com a vegetacdo lenhosa (MIRANDA,;
SATO, 2005). Esses danos alteram a composicdo de espécies e a estrutura da vegetacgéo,
(MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002) e resultam em fisionomias mais abertas
como consequéncia das altas taxas de mortalidade (MIRANDA; SATO, 2005).

11



Conforme estabelecido pelo conselho do Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncias Bioldgicas (Botanica), os resultados obtidos durante a
execucdo deste projeto de tese foram reunidos em dois capitulos, em
formato de artigos cientificos para publicacdo. Seguimos as normas do
Annals of Botany para o Capitulo I, e do IAWA Journal para o
Capitulo II.

Capitulo I: Periodicity and environmental drivers of apical and lateral

growth in a cerrado woody species.

Capitulo II: Efeito de anelamento caulinar na producdo de xilema
secundario e no tamanho e densidade dos vasos em Aegiphila

verticillata Vell. (Lamiaceae).
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ABSTRACT
Background and Aims In some tropical species leaf production is related to photoperiod, and
cambial activity and radial growth are strongly related to seasonal rainfall. In addition, bud
opening and onset of cambium can be related events in some species. In Cerrado, a tropical
ecosystem with seasonal rainfall, it was observed whether cambial activity and leaf
production are seasonal events, whether these events are correlated one to each other and with
climatic and environmental features in a woody species.
Methods For cambial activity, samples from main stem of Kielmeyera grandiflora (Wawra)
Saddi (Calophyllaceae) were collected monthly, between September 2011 to December 2012.
At the same time, monthly phenological observations were made to assess the seasonal
production of leaves and to compare with cambial activity data. To check whether the
environmental features are related to bud opening and onset of cambium, we calculated the
average of temperature and day length, and the sum of precipitation in a time window ranging
from 1 to 30 days before the occurrence of these events. With these values we calculated the
coefficient of variation of mean values to assess the variability between years.
Key results Leaf production and cambial activity were seasonal events. Bud opening
occurred in September 2011 and August 2012, during dry season The onset of cambium
occurred both 2011 and 2012, one to two months after bud opening, at beginning of the rainy
season. Cambium dormancy was observed in May, before the end of the rainy season. Day
length and temperature showed low coefficient of variation along the time window before bud
opening and onset of cambium, while rainfall present high coefficient of variation.
Conclusions The results suggest that a set of features can be related to apical and lateral
growth in Cerrado species.
Key words: buds; cambium; Cerrado, Kielmeyera grandiflora, leaf production; phloem;

seasonal growth, xylem.
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INTRODUCTION

Tropical ecosystems show a great diversity in plant species and functional types
(Borchert, 1999; Clarke and Gaston, 2006). Due to this diversity, different patterns of activity
in apical (buds) and lateral (vascular cambium) meristems are expected. Among the growth
patterns, the seasonal growth is a common feature among tropical species (see Venugopal and
Krishnamurty, 1987; Rivera et al., 2002). Considering the relationships between apical and
lateral seasonal growth, some studies observed that in some species bud opening and onset of
vascular cambium could be related, but no definitive rule could be drawn (see Rajput and
Rao, 2001a). These observations give origin to the follow question: do the apical and lateral
growths of tropical trees consist of phenologically-related events?

About the relationship between bud opening and environmental features, the increase
in photoperiod is the major signal involved in bud opening in a representative number of
tropical species (Rivera et al., 2002; Yanez-Espinosa et al., 2006). However, a positive
relationship between maximum temperature and bud opening in three tropical species from
Mexico was observed (Yanez-Espinosa et al., 2006), suggesting the importance of these
feature in bud reactivation. Although temperature appears to be an important feature related to
bud opening, the information about these relationships is still scarce for tropical species.

Regarding the relationships between the seasonal lateral growth and climatic factors, it
IS observed that the rainy period has been linked with the seasonality in cambium activity
(Rao and Rajput, 1999; Marcati et al., 2006a; Marcati et al., 2008; Dié et al., 2012), and in
some species, the onset of cambial activity is synchronous with the onset of the rainy season
(Krepkowski et al., 2011; Wang et al., 2013). Regarding cambium dormancy, Worbes (1995)
states that a period of two to three months with less than 60 mm monthly rainfall generates a

water stress and induces dormancy of vascular cambium. In many species, the vascular
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cambium remain dormant during the dry season (Aljaro et al., 1972; Rao and Rajput, 2001;
Marcati et al., 2006a). However, detailed histological studies of cambial zone show that in
some species the onset of cambium can occur just before the start of the rainy season in areas
with seasonal rainfall (Dave and Rao, 1982b; Rao and Rajput, 2001), which raises the
question whether factors other than precipitation may be related to reactivation of cambium.

The Cerrado is a Brazilian phytogeographic domain inserted in the limits of tropical
zone (Coutinho, 2006). Cerrado has some kinds of vegetation, and among them there is
savannah vegetation, knowing as cerrado sensu strictu (Oliveira-Filho and Ratter, 2002). In
Cerrado the rainfall is seasonal: there is a rainy season between October — April, and a dry
season between May — September (Coutinho, 2002). The mean temperature is 22-23°C, but
the maximum temperature can range 40°C in the summer, and the minimum temperatures can
range 0°C in the winter (Coutinho, 2002). Moreover, Cerrado has many species with growth
markers in wood (Marcati et al., 2006b), giving evidences about the existence of seasonal
growth in these species. Thus, Cerrado is a good environment to study the relationships
between seasonal weather and periodic growth.

The aim of this study is to assess the periodicity and the environmental drivers of the
apical and lateral growth in Kielmeyera grandiflora (Wawra) Saddi (Calophyllaceae), a
Cerrado woody species. K. grandiflora is a deciduous species typical from the Cerrado areas
(Durigan et al., 2004; Santos et al., 2011; Caddah et al, 2012), and it is present in all states of
Brazil where this phytogeographic domain occurs. Some species of the same genus have
growth markers in the secondary xylem (Coradin, 2000; Marcati et al., 2006b), that are a
indicative of allowing to raise the hypothesis that also K. grandiflora may have meristems

showing periodical activity.
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MATERIAL AND METHODS

Study site

The study was carried out in a Cerrado area in Rubido Junior district (22°53'11" S,
48°29'17" W), in Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. The vegetation of the area is a fragment of
cerrado sensu stricto, composed of an herbaceous-shrub layer in association with sparse trees.
The climate is warm temperate, with annual mean temperature of 20.3°C; the minimum
temperature of the coldest month can reach to 0°C, and the maximum temperature in the
warmest month draw near to 40 °C (Cunha and Martins, 2009). The annual rainfall of 1400-
1500 mm is distributed throughout the year, although a dry period occur between April and
September (Coutinho, 2002; Cunha and Martins, 2009). The soil is classified as oxisol, a deep
and low nutrient availability soil with high concentrations of aluminum and iron (Motta et al.,
2002). Bud and leaf phenology, and vascular cambium activity were monitored monthly from
September 2011 to December 2012 in .K. grandiflora. Vouchers were deposited at the
Herbarium “Irina Delanova De Gemtchujnicov” (BOTU) and stem samples were deposited at

the Wood Collection “Maria Aparecida Mourdo Brasil” (BOTUw).

Bud and leaf phenology

Bud and leaf phenology were recorded on a number of sample trees varying between
22 to 45. The low height of trees facilitated the observations of phenological phases (Table
01). The phenological phases were identified according to Morellato et al. (1989) procedure,
modified by addition of subdivisions in some phonological categories. The phenological

phases observed were: (a) leaf primordium emergence, the appearance of the red or light-
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green colored leaf primordium; (b) young leaves, characterized by expanding, red coloured
leaf blades; (c) expanded leaves, fully expanded, bluish-green leaves; (d) senescent leaves
with a changing color becoming yellow or with brown spots on their surface; (e) leaf fall,
when at least one of the following characteristics were observed, the leave drops easily from
the branch, presence of leaf scars at the apex of the branch, presence of voids in the canopy or
leafless branches.

A semi-quantitative value was attributed to each phenological phase according to the
procedure by Fournier (1974), modified by reduction in the number of phenological classes,
and redistribution of percentages in the remaining values. The assigned values ranged from 0
to 3, whether a phenological phase was lacking (0), present between 1 and 50% (1), between

50 and 70% (2), or more than 70% (3) of the crown.

Vascular cambium activity

Samples of 2 cm® were collected from the stem of 3-5 trees showing a circumference
of at least 26 cm at breast height. Sample extraction was performed each month on different
trees because the small diameter of the stem did not allow repeated sampling on the same
individual. The samples containing bark, cambial zone and the recently formed xylem were
taken from trunk at a height of 1.30 m from soil, with a saw, a hammer, and a chisel. In the
periods when the bark easily separated from the trunk, sampling was performed with a saw
and a stylus.

Samples were stored for c.a. one month in CRAF Il fixative (chromic acid, glacial
acetic acid and formaldehyde, Berlyn and Miksche, 1976). After fixation, cubes of 3 mm?®

were cut out from the samples, dehydrated in ascending alcohol series, and then passed
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through a process of pre-infiltration with a solution of Historesin ® (Leica, Wetzlar, Germany)
and ethanol 99.9% (1:1) for 7 days. The samples were infiltrated in pure historesin for 25-30
days, and were embedded in historesin (Bennet et al., 1976). The blocks were sectioned at 4-5
pum along the transverse, tangential and radial planes using a rotary microtome. The sections
obtained were stained for 5 minutes with toluidine blue in phosphate buffer pH 4.7 that
produced a metachromatic staining (O’Brien et al., 1964; O’Brien and McCully, 1981), and
observed under a light microscope at magnifications of 400-1000x%.

The vascular cambium was considered active when signs of cell division in the
cambial zone were observed in terms of mitosis phases, phragmoplast and newly formed
anticlinal or periclinal cell walls in the initial and mother cells (Evert, 1963; Farrar and Evert,
1997; Frankenstein et al., 2005). The dormant period occurred when there was no evidence of
cell divisions in the cambial zone, and in tangential sections the radial walls of fusiform initial
cells were thick, and with prominent primary pit-fields, giving the radial cell wall a “beaded
aspect”. Differentiation of secondary xylem was considered when at least one of the following
characteristics were observed: enlargement of xylem derivatives, deposition of secondary wall
and lignification (see Evert, 2006). Secondary phloem differentiation was considered when
was observed the enlargement of phloem derivatives, presence of nucleus and/or dispersion of

P-protein in sieve tubes (see Evert, 2006).

Weather data

Data of temperature and rainfall were obtained from the weather station belonging to
the Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu,
installed in an open field located 9 km from the study site. Photoperiod data were obtained

from website time and date (TimeandDateAS, 2014).
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Data analysis

Weather data were averaged (temperature and photoperiod) or cumulated (rainfall) at
time windows varying between 1 and 30 days preceding the events of leaf primordium
emergence and cambium activity. As variability depends on the sample mean, the coefficients
of variation were calculated to evaluate the variability between years, which allowed to

standardize the measure of dispersion (standard deviation) to the mean.

RESULTS

Weather during the monitoring

Between August 2011 and December 2012, the average temperature was 22.1°C, with
an absolute minimum of 2.4°C recorded in August 2011, and an absolute maximum of 36.2°C
recorded in February 2012 (Fig. 1A). A variation of 2.9 h of light occurred during the year,
from a minimum of 10.6 h in June, at the winter solstice, to a maximum of 13.5 h in
December, at the summer solstice (Fig. 1B). In total, the site received 2526 mm of rain during
the study period, of which 1895.8 mm felt during 2012. The distribution of rainfall was
irregular: two rainy seasons occurred, between October 2011 and June 2012 (1745 mm) and
between October and December 2012 (682.1 mm). Two dry periods were also observed in

August-September 2011 (24.8 mm) and July-September 2012 (74.1 mm) (Fig. 1C).
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Bud and leaf phenology

All phenological phases showed a clear seasonal pattern (Fig. 2). Leaf primordium
emergence occurred with high intensity once per year, in September 2011 (52.17% of trees),
and August 2012 (86.67% of trees). The peak was followed by a drastic reduction in leaf
primordium emergence, occurring only in few branches of the crown. Young leaves peaked in
the same months than leaf primordium emergence, but decreased gradually in the successive
months (between 7 and 86% of trees still showed young leaves in October-May).

Expanded leaves were sporadic in September 2011 and August 2012, and represented
the leaves remaining from the previous growth period. In October 2011 and September 2012,
one month after the peaks in leaf primordium emergence and young leaves, an abrupt increase
in the amount of mature leaves was observed (from 13% to 100% in 2011 and from 13% to
86% in 2012), indicating that leaf expansion was nearly complete. The trees showed a
complete foliage until April 2012, when the percentage of trees with mature leaves began to
reduce. This reduction occurred until August 2012.

Leaf senescence and leaf fall spread several months. The first senescent leaves were
observed in November of both years, but in a small number of trees and with a low intensity
(between 4 and 5% of trees). From February 2012, 70% of the trees showed senescent leaves,
but with a low intensity, and in August trees were almost without senescent leaves. Leaf fall
began in February, and increased during the following months, culminating in July, when
more than 90% of the trees lost their leaves, and 57% of the trees were classified at the degree
3. In August, the last leaves fell. In September 2012, a fire occurred in the study area that led

the fall of the young leaves.
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Cambial activity and differentiation of vascular tissues

The vascular cambium showed a seasonal activity (Figs 3-4). In May the vascular
cambium was dormant, without evidence of cell divisions (Fig. 4A). In this period, the radial
walls of fusiform initial cells in tangential sections were thick with numerous pit fields, giving
to the wall a "beaded" aspect (Fig. 4B).

The onset of cambium activity occurred in October in both years (2011-2012, Fig.
3A), when signs of cell division in the cambial zone were observed in terms of mitosis,
phragmoplast (Fig. 4D, E) and newly formed anticlinal or periclinal cell walls (Fig. 4E). In
this period, the radial walls of fusiform initials in tangential sections were thin and smooth,
and primary pit fields were not prominent (Fig. 4F).

The differentiation of xylem and phloem was also seasonal (Fig. 3BC), and these
processes were simultaneous with the beginning of the cambium activity. Phloem and xylem
differentiation extended until May and June, respectively, about one and two months after the
end of cambial activity. The vascular cambium remained active for seven months and
differentiation of secondary xylem and phloem occurred for about eight to nine months,

respectively.

Relationship between bud opening and vascular cambium

In both years, the onset of vascular cambium activity and the beginning of xylem and

phloem differentiation occurred in October, one to two months after leaf primordium

emergence. In this period, more than 60% of trees showed the leaves fully developed.
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Dormancy of vascular cambium and ending of xylem and phloem differentiation

corresponded with the increasing of senescent leaves.

Relationship between phenology and weather and environmental features

The peaks of leaf primordium emergence and new leaves occurred during the dry
period (September 2011; August, 2012), when the photoperiod was increasing from 10 to 11
hours (Fig. 1-2). Most mature leaves were present during the rainy season. Leaf senescence
and leaf fall started in the rainy period (November both 2011 and 2012), but the higher
intensity of leaf fall occurred during the dry period.

The onset of vascular cambium activity and the beginning of xylem and phloem
differentiation occurred at the beginning of the rainy season (October both 2011 and 2012),
when the mean temperature was 21.7 °C, and day length was near to 12 h (Fig. 1, 3). The
dormancy of the vascular cambium started when the rainy events were still abundant (May

2012), with a mean temperature of 18.9 °C and daylenght of less than 12 h.

Coefficient of variation from weather features

Across a time window of 30 days, both leaf primordium emergence and onset of
vascular cambium activity showed the same pattern of the coefficient variation of weather
(Fig. 5). The minimum, mean and maximum temperatures, as well as photoperiod, showed
lower coefficients of variation within the time window (between 0,056 and 16,089), while the
precipitation showed higher values (141 for leaf primordium emergence, between 61 and 141

for onset of vascular cambium activity). Along the time scale, variations in the coefficients of
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variation of rainfall and photoperiod were constant, while the coefficients of minimum, mean

and maximum temperature showed the greatest variability.

DISCUSSION

Periodicity of meristem activity

In this study, the growth dynamics of leaf production and cambial activity of K.
grandiflora were monitored monthly from September 2011 to December 2012. The results
show that this species has a clear seasonal pattern in leaf production, cambium activity and
differentiation of secondary vascular tissues, confirming the periodicity in growth observed
for Kielmeyera coriacea, a sympatric species of the same genus (Coradin, 2000). Tropical
ecosystems are composed of a mosaic of functional types with species exhibiting different
patterns of apical and lateral meristem growth (Borchert, 1999, 2000). The results of this
study are compatible with those observed for other tropical species, where leaf production and
cambial activity are represented by seasonal events (see Venugopal and Krishnamurty, 1987;

Marcati et al., 2008; Trouet et al., 2012).

Leaf development and cambial activity

In K. grandiflora, the onset of cambial activity in the main stem occurred when the
new leaves were completing their development, two months after leaf primordium emergence.
The scientific literature is rich of examples of tropical species with cambium reactivating
either before, during or after bud opening (see Venugopal and Krishnamurty, 1987; Rao and

Rajput, 1999; Rao and Rajput, 2001; Rajput and Rao, 2001b), indicating the co-existence in
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plants of distinct patterns relating bud opening and cambium reactivation. However, in a
representative number of diffuse porous deciduous species, such as K. grandiflora, the
resumption of cambial activity and the formation of the first vessel elements occur after bud
opening (Lu and Chiang, 1975; Dave and Rao, 1982; Suzuki et al., 1996). Our results are in
agreement with the observations performed in both tropical ecosystems, confirming the
knowledge on deciduous species with diffuse porosity.

Some authors propose that the reactivation of the vascular cambium is related to plant
hormones, in particular auxin (Larson, 1969; Lachaud et al., 1999; Li et al., 2013). In trees,
most auxin is produced in the apical regions during leaf emergence and expansion (Berleth et
al., 2000; Ljung et al., 2001; Aloni et al., 2003), and moves basipetally along the stem (Sachs,
2000). Larson (1969) proposed that the auxin produced in apical buds was responsible for the
basipetal reactivation of the vascular cambium, and leading to a temporal lag between auxin
production and the onset of the vascular cambium. However, in some species the resumption
of cambial activity occurs before bud burst (Rossi et al., 2009; Li et al., 2013), suggesting that
the reactivation of the cambium may be more related to sensitivity of cambium cells to the
presence of auxin irrespective of its amount in cambial zone (Baba et al., 2011. In addition,
manipulating experiments with local heating of stem induced a resumption of cambial growth
in conifer species, indicating that this meristem does not require necessarily auxin from young
needles for its reactivation (Griccar et al., 2006; Begun et al., 2010). However, the observed
lag between leaf primordium emergence and onset of cambium activity in K. grandiflora
support the idea proposed by Larson (1969). In this species, it is possible that the auxin
produced in apical buds may be involved with the resumption of cambial activity.

In both years, onset of cambial activity occurred when the new leaves were almost
fully expanded and mature. Furthermore, as observed in other tropical species, the central

period of cambial activity and differentiation of secondary vascular tissues occurred when
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trees were with their foliage completely developed (Rajput and Rao, 2001a; Marcati et al.,
20064a; 2008; Trouet et al., 2012).

The leaves are the main organ related to the production of carbohydrates and
hormones, such as auxin, necessary for the growth and development of the plant (Kozlowski
etal., 1991; Ljung et al., 2001). The young leaves are photosynthetically active, but the use of
reserves for their respiration usually exceeds the production of photosyntates by
photosynthesis, therefore their early growth is strongly dependent from the carbohydrates
stored in the stem in form of starch, or in the near old leaves (Kozlowski et al., 1991,
Deslauriers et al., 2014). As K. grandiflora is a deciduous species, the canopy renewing
occurs once a year, and the new foliage takes one to two months to complete its development.
Probably, the photosyntates produced during this period are consumed exclusively by leaf and
branch development, and are not available to the other sinks of the plant. Thus, cambium
activity and differentiation of the vascular tissues occur when the leaves have completed their
development and can act as active sources of carbon, supplying with recently-produced

photosyntates the growth of lateral tissues.

Photoperiod, temperature, rainfall and meristem reactivation

In K. grandiflora, leaf primordium emergence and onset of vascular cambium
occurred when photoperiod was increasing (from 10 to 11h for bud opening; from 11 to 12h
for onset of cambium), while cambium dormancy occurred when photoperiod was decreasing
(from 12 to 11h). Moreover, both leaf primordium emergence and cambium reactivation
showed low coefficients of variation of photoperiod in the time window of 30 days before
these events, indicating a strong homogeneity of this environmental factor between the two

study years. The annual cycle of change in photoperiod is regular enough to represent a
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constant signal for plants (Rossi et al., 2006), and the perception of light by phytochrome
provides a temporal mechanism that ensures that bud opening and the onset of cambium occur
at appropriate moment of the year (Smith, 2000). Our data show that changes in photoperiod
explain the observed synchronization of both leaf primordium emergence and onset of
cambium, and confirm the relationships between phenology and photoperiod in tropical
species (Rivera et al., 2002; Yanez-Espinosa et al., 2006; Trouet et al., 2012). Temperature
also showed low coefficients of variation for both leaf primordium emergence and onset of
cambium activity, providing evidence of the importance of this climatic factor for growth
resumption of this species. In temperate regions, the breaking of dormancy and cambium
reactivation are directly linked to temperature (Wesotowski and Rowinski, 2006; Deslauriers
et al., 2008; Caffarra and Donnelly, 2011). For breaking of dormancy, it is necessary that the
plants are exposed to low temperatures (chilling process), and accumulate a certain amount of
heat sums (forcing process). For the onset of cambium, Deslauriers et al (2008) observed that
high temperatures in the spring above the historical average anticipated both cambium
reactivation and xylogenesis in a conifer species in an ltalian timberline. However, for
tropical species, information about relationship between temperature and growth reactivation
are still scarce, and few papers relate a positive relationship between maximum or minimum
temperature and apical and lateral growth (see Ajmal and Igbal, 1987; Rajput and Rao, 2001;
Yénez-Espinosa et al., 2006; Venugopal and Liangkuwang, 2007).

The cambium completed its activity in May 2012, a period with amount of rainfall and
high temperatures, two months before the end of the differentiation of xylem and phloem. The
processes of formation of xylem and phloem is composed of a number of steps initiated with
the formation of new cells by cambium (Fukuda, 1996). Moreover, the completion of
secondary xylem differentiation is not always simultaneous with the onset of cambium

dormancy (Gric¢car et al., 2005; Rossi et al., 2006), observed that highest rates of growth in
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conifers occurred before the period of the year with higher temperatures, allowing plants to
complete the deposition of secondary wall and lignification before winter, in a period where
conditions are still favorable to growth. The Cerrado domain is characterized by a dry and
cold winter, when the monthly rainfall is less than 60 mm and temperatures attaining the
freezing point (Coutinho, 2002). These results suggest that cambium dormancy in K.
grandiflora in a period still favourable for growth occur before winter in order to secondary
vascular tissues finishes its differentiation under favorable conditions. These results are in
agreement with the observations in others tropical species experiencing seasonal
environments (Lu and Chiang, 1975; Desphande and Rajendrababu, 1985).

The leaf primordium emergence occurred during the dry season, when rainfall was
low, and precipitation showed high coefficients of variation within the time scale of 30 days
before bud opening. These results suggest that rainfall is not a determinant feature for bud
opening in K. grandiflora. Similar results were observed in other tropical ecosystems, where
bud opening occurred at the end of the dry season (Desphande and Rajendrababu, 1985; Rao
and Rajput, 2001; Rivera et al., 2002). Some tropical species access the water stored in deep
soil or in stem tissues in the dry season, which enable it to produce new leaves before the
onset of rains (Borchert, 1999). Jackson et al. (1999) observed that another Kielmeyera
species from cerrado access water in the deep soil, allowing it to produce new leaves during
the dry period. As other cerrado species, K grandiflora probably access the water in deep soil
to begin produce new leaves during the dry period.

The onset of vascular cambium in many tropical species occurs together witth the
onset of rains, and the cambial activity and secondary tissues differentiation are correlated
with the rainy season (see Rajput and Rao, 2001a; Yanez-Espinosa et al., 2006; KrepkowskKi
et al., 2011). However, in a detailed reading of the studies that explored the cambial activity

at histological level, it is observed that the onset of cambium may occur at the end of the dry
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season, when the first rains have not still felt (Dave and Rao, 1982; Rajput and Rao, 2001b).
In the present study the onset of cambial activity coincides with the beginning of the rainy
season, but the high coefficients of variation of rainfall data over the time scale of 30 days
before the onset of cambium show that rainfall is highly variable, indicating that this factor is
not a good indicator for the resumption of cambial activity. However, like others tropical
species, it seems that the rainfall is important for cambial activity as a whole, since the period
of cambial activity in this species overlaps with the core of the rainy season (see Rajput and

Rao, 2000; Marcati et al., 2006; Wang et al., 2013).
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Tabel 1: Height and circunference at breast height of studied trees of K. grandiflora

Tree  Heigth Circunference at breast Tree  Heigth Circunference at breast
(m) height (cm) (m) height (cm)

01 4,30 32 24 4,5 44
02 3,40 32 25 3,30 24
03 3,10 26 26 3,75 41
04 3,25 23,5 27 3,80 31
05 5 43 28 4,00 30
06 3,20 21 29 3,15 23
07 3,50 26,5 30 5,30 29
08 3,50 28 31 3,60 32
09 3,70 40 32 3,55 33,5
10 2,90 29 33 3,60 26
11 3,70 27 34 4,10 26
12 4,60 28 35 4,50 35
13 3,05 33,5 36 4,30 28
14 2,80 23 37 3,50 25
15 4 32 38 4,30 28
16 3,25 29 39 4,60 30,50
17 4,30 33,5 40 2,80 21
18 5,20 38 41 4,40 34
19 3,90 23,5 42 4,70 38
20 3,80 31 43 3,30 27
21 4,50 27,5 44 2,80 29
22 3,40 23 45 3,50 30
23 4,7 41 - - -
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FIGURE CAPTION

FIG. 1. Weather features (temperature, photoperiod and rainfall) during the study period (from

August 2011 to December 2012).

FIG. 2. Percentage of trees expressing phenological phase and percentage of trees in each

phenogical degree.

FIG. 3. Periods of cambial activity, differentiation of secondary vascular tissue and percentage

of trees that showed these events (black columns).

FIG. 4. Cambial activity and differentiation of vascular tissues of K. grandiflora. (A-B)
dormant cambium. (A) narrow cambial zone in transverse section (double arrow). (B)
Fusiform cambial cells with beaded aspect of radial walls in tangential sections. (C-F)
cambium active. (C) Cambium with dormant aspect in transverse section of October 2011,
without signs of cell division in cambial zone (double arrow), but with presence of mitosis in
a cell from cambial zone at radial view in October 2011 (D). (E) Cambium active in
November 2011, with phloem (Pd) and xylem (Xd) differentiation; arrows shows new cell
walls formed in cambial zone (double arrow). (FD) Thin cell walls and phragmoplast (arrows)
in tangential section. Scale bar (D) = 20um; (A, C, E) = 50um; (B, F) = 100um.

Abbreviations: CZ, cambial zone; X, secondary xylem; P, secondary phloem.

FIG. 05. Coefficients of variation from weather features in a time window of 30 days before

leaf primordium emergence and onset of vascular cambium.
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Figure 01
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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RESUMO

Teoricamente a concentragdo de auxina é um dos fatores que regulam a dimenséao do limen e
da densidade de vasos no xilema secundario. No entanto, os poucos estudos que dao suporte a
esta hipotese sdo baseados apenas em observacOes qualitativas. Assim, sd80 necessarios
estudos anatdmicos mais detalhados que observem a relagdo entre a auxina e as caracteristicas
de vaso. No presente estudo promoveu-se o anelamento do caule principal em Aegiphila
verticillata Vell. (Lamiaceae) a fim de interromper o fluxo de auxina produzida na copa e,
assim, avaliar se a interrupcdo no fluxo deste hormonio leva a alteragfes na dimensdo do
limen e na densidade dos vasos do xilema secundéario. Adicionalmente, foi determinado o
periodo de formacédo dos vasos maiores do lenho inicial na espécie. No estudo experimental, a
proporcéo de xilema secundario produzido nas regides acima do anelamento foi maior que a
proporcéo produzida na regido abaixo do anelamento. Os vasos formados ap6s o anelamento
tinham menor diametro, menor area do limen e estavam em maior densidade quando
comparados com os vasos do xilema secundario formados no periodo anterior ao anelamento.
A formacdo dos primeiros vasos de grande didmetro do lenho inicial ocorreu no inicio da
estacdo chuvosa concomitantemente a brotacdo e ao inicio do desenvolvimento das folhas
novas. Os resultados mostram que a auxina parece estar relacionada com a regulacdo do
tamanho do limen e na densidade de vasos, mostrando a importancia deste horménio na
diferenciacdo do xilema secundario. Os resultados mostram também uma correlacdo positiva

da precipitacdo e da brotacdo com o inicio da formacdo do lenho inicial na espécie.

Palavras-chave: auxina; ferimento; lenho inicial.
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INTRODUCAO

O diametro dos vasos é uma das caracteristicas relacionadas a condutividade hidrica
nas plantas (ver Sperry et al. 2006). Um aumento em 20% do diametro de vaso implica na
duplicacdo do volume de &gua conduzida, e que um vaso de grande didmetro conduz um
volume de &4gua semelhante ao volume conduzido por 16 vasos com a metade do seu didmetro
(ver Zimmermman 1983; Sperry et al. 2006). Assim, é importante conhecer os fatores
envolvidos nos processos de expansdo do limen dos vasos.

Alguns estudos mostram que existe uma variacdo na area do limen dos vasos ao longo
do corpo da planta, mostrando uma tendéncia no aumento da area do limen dos ramos em
direcdo as raizes, bem como uma diminui¢do na densidade de vasos no mesmo gradiente (ver
Anfodillo et al. 2006; Olson et al. 2014). Esta variagdo tem sido relacionada com aspectos
funcionais na conducdo hidrica, mas pouco se conhece sobre os fatores envolvidos no
processo de expansdo do limen e na determinacdo da densidade dos vasos nas plantas
vasculares.

Os horménios vegetais sdo um dos fatores relacionados com a diferenciagdo dos
elementos traqueais do xilema (ver Jacobs 1952; Aloni 2014). Dentre eles, a auxina é um dos
que tem papel importante na sinalizagéo para a diferenciacdo de elementos de vasos e de
traqueides (Jacobs 1952; Aloni 2014). Quanto a expansdo do limen dos vasos, Aloni e
Zimmermman (1983) propuseram a hipotese “do gradiente da auxina”. Segundo esta teoria, a
auxina oriunda das folhas jovens segue até as raizes e atua como um sinal morfogenético. Este
fluxo compGe um gradiente de concentragdo polar ao longo do eixo da planta, e controla a
taxa de diferenciacdo celular e de expansdo celular antes da deposicdo da parede secundaria.
Assim, altas concentracdes de auxina préximas a folhas jovens induzem a diferenciacéo

rapida, gerando um tempo limitado para a expansdo celular e, consequentemente, levando a
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formacéo de vasos estreitos. Por outro lado, baixas concentragcdes de auxina em por¢fes mais
basais do caule resultam na diferenciagdo celular mais lenta, permitindo uma expansido maior
do lumen que resulta em vasos com diametro maior. Alguns pesquisadores comentam sobre
alteracGes nas caracteristicas dos elementos traqueais em relacdo ao montante de auxina, mas
estas observacdes sdo baseadas em analises qualitativas (ver Klee et al. 1987; Romano et al.
1991). Sendo assim, é importante a realizacdo de estudos que testem a hip6tese do gradiente
de auxina e fagam uma analise mais detalhada dos resultados.

O 4cido indol-3-acético (AlA), auxina predominante nas plantas superiores, é
produzido principalmente nas regides apicais da planta, em folhas jovens e flores (Berleth et
al. 2000; Ljung et al. 2001; Aloni et al. 2003). A auxina produzida nestes 6rgdos segue um
fluxo polar no corpo da planta, dos apices em brotagdo e folhas novas para caules e raizes (ver
Gersani & Sachs 1984; Sachs 2000), induzindo a maturacdo polar do sistema vascular ao
longo do eixo da planta (Aloni 1987). Sachs e Cohen (1982) comentam que ferimentos
horizontais, como por o exemplo 0 anelamento, podem levar a um acumulo local de auxina.
Considerando que a principal fonte de auxina em plantas s&o as folhas jovens em formacao
(Ljung et al. 2001), e que este hormonio segue um fluxo polar no na zona cambial (Aloni
2010), pesquisas experimentais de interrupcdo do fluxo polar da auxina, via anelamento
caulinar, podem trazer informacdes importantes sobre o papel desse hormdnio na regulagéo da
expansdo do limen e na densidade de vasos, células importantes na condutividade hidraulica
da planta.

Aegiphila verticillata Vell. (Lamiaceae) € uma espécie tipica de Cerrado, sendo uma
das 100 espécies mais frequentes nas regides ao sul deste dominio fitogeogréafico
(Bridgewater et al. 2004). E espécie decidua (Pirani et al. 2009) , ou seja, a renovacao da copa
acontece durante um momento especifico do ano, e a brotacdo e o desenvolvimento da nova

folhagem ocorre cerca de um més apds a queda de folhas (ver Franco et al. 2005). Assim, esta
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especie pode servir como um modelo para estudos que abordem os efeitos da auxina no
xilema secundario, uma vez que a producdo de auxina ocorre € pontual, no momento da
brotagéo.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da interrup¢do do fluxo de
auxinas, no tamanho e na densidade dos vasos no xilema secundario em A. verticillata, bem
como avaliar o periodo de formagdo dos vasos de maior didmetro no lenho inicial desta

espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em um fragmento de cerrado localizado no bairro Rio
Bonito (S 22°42'6.00" W 48°20'25.68"), municipio de Botucatu, estado de Sdo Paulo, Brasil.
A vegetacdo da area € sensu stricto em regeneracdo, e é composta por um extrato herbaceo-
arbustivo e por um extrato arbéreo, com arvores distribuidas esparsamente pela paisagem, ndo
compondo um dossel. O clima é temperado quente, com a temperatura média anual de
20,3°C; a temperatura minima no més mais frio pode chegar a 0°C, e a temperatura méaxima
do més mais quente pode chegar a 40°C (Cunha & Martins, 2009). A precipitagdo anual varia
entre 1400 a 1500 mm, e é distribuida ao longo do ano, embora possa ocorrer um periodo seco
entre os meses de abril-maio a setembro (Coutinho 2002; Cunha & Martins 2009). O solo é
do tipo latossolo, caracterizado por ser profundo, permeavel, com baixa disponibilidade de

nutrientes e com altas concentragGes de aluminio e ferro (Motta et al. 2002).
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Anelamento no caule principal

Foi montado um experimento em campo com plantas de A. verticillata em 05 de outubro de
2011. Nesta data as arvores estavam completamente sem folhas e sem sinais de brotacdo. A
brotacdo e o inicio do desenvolvimento foliar ocorreu entre 15 a 20 dias apos a instalagdo do
experimento. Considerando que a brotacdo e as folhas novas em expansdo sdo a principal
fonte de auxina em plantas lenhosas (ver Berleth et al. 2000; Ljung et al. 2001; Aloni et al.
2003), o experimento foi montado em periodo anterior ao qual o principal montante de auxina
fosse produzindo nas plantas em estudo.

Para compor o experimento foram escolhidas arvores com fuste reto, com
circunferéncia entre X e Y , e altura entre X e Y (Tabela 1). O experimento foi composto por
dois grupos:

Grupo anelamento: a fim de promover a interrupcdo do fluxo de auxina produzida durante a
brotagéo e expanséo foliar, foi feita a remocdo completa da casca e do cdmbio vascular num
anel de 05 cm de comprimento na porcao central do caule principal. Este grupo foi composto
por cinco arvores.

Grupo sem anelamento: composto por quatro arvores, neste grupo o caule principal ndo foi
anelado.

Em ambos os grupos foram feitas marcacGes no cambio vascular para auxiliar na
identificacdo do xilema secundéario formado até o0 momento do anelamento daquele produzido
apos a data em que o caule foi anelado. No grupo anelamento, as marcacgdes foram feitas em
duas datas: a primeira em 05 de outubro de 2011, quando foi feita uma inciséo de 03 cm de
comprimento, tanto acima quanto abaixo ao anelamento, em todas as arvores deste grupo; a

segunda marcagdo foi feita em duas arvores em 08 de novembro de 2011. No grupo sem
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anelamento foi feita uma marcacdo em 05 de outubro de 2011, constituida de uma inciséo de
01 cm de comprimento atingindo o cambio vascular na porgéo central do caule.

Logo ap6s o anelamento, as regibes aneladas das arvores foram recobertas com
Parafilme® para e evitar a dissecacao destas porc¢des. Entre outubro de 2011 e junho de 2012,
foram feitas visitas mensais as arvores estudadas, onde se observava se havia ou ndo a
formagéo de tecidos de cicatrizagdo nas regides aneladas e o desenvolvimento de gemas e
pequenos ramos nas regides proximas ao anelamento. Sempre que presentes, 0s tecidos de
cicatrizacdo, as gemas e 0s novos ramos formados proximo ao anelamento foram removidos
com o auxilio de uma lamina afiada, e em seguida as regifes aneladas foram novamente

recobertas com Parafilme®.

Coleta das amostras e procedimentos microtécnicos

As amostras caulinares foram coletadas em 27 de junho de 2012, cerca de oito meses
apos a instalacdo do experimento. No grupo anelamento foi coletada a porcdo do caule
contendo a regido anelada mais porg¢des situadas a 10 centimetros de disténcia, tanto acima
quanto abaixo, do anelamento. No grupo controle foi coletada a por¢do do caule contendo a
regido do ferimento mais 05 centimetros tanto acima quanto abaixo de distancia deste. Estas
amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, acido acético glacial e etanol 50%, Berlyn e
Mische 1976), e permaneceram embebidas no fixador por cerca de sete dias. Apos a fixacao,
as amostras foram armazenadas em etanol 70%.

As amostras do grupo anelamento foram subdivididas em discos com 01 cm de
espessura, removidos nas distancias de 01, 02, 05 e 10 cm do anelamento, tanto na porcao

acima quanto na por¢do abaixo do anel. A escolha destas posi¢Oes foi baseada no principio
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que ferimentos horizontais, como por exemplo, o anelamento, pode levar a um acimulo nas
porc¢des logo acima do ferimento (ver Sachs e Cohen 1982). Assim, nas porcdes situadas a 01
e 02 cm acima do anelamento espera-se observar os efeitos do provavel acimulo de auxinas
nas caracteristicas dos vasos, e nas porc¢des situadas a 05 e 10 cm uma atenuacdo desses
efeitos. No grupo sem anelamento, foi removido um disco com espessura de 01 cm na regido
onde foi feita a marcagdo no caule principal. Para as analises macroscépicas, estes discos
foram polidos com uma série de lixas secas e lixas d’agua. Primeiro utilizou-se uma sequéncia
de lixas secas, com granulometria de 100 e 150, para o nivelamento das superficies. Em
seguida foram utilizadas lixas d’agua, nas granulometrias de 320, 400, 600 e 1200 para 0
polimento da superficie nivelada. A andlise macroscopica permitiu separar o Xxilema
secundario formado antes e o formado depois do tratamento, com o auxilio dos ferimentos
feitos no cambio vascular em outubro e em novembro de 2011.

Apbs as anlises macroscépicas, blocos com aproximadamente 1cm®foram removidos
dos discos para as analises microscopicas. Os blocos foram retirados de uma regido afastada
das marcacdes, para evitar os efeitos dos ferimentos de marcacdo. Estes foram seccionados
em micrétomo de deslize, nos planos transversal, longitudinal tangencial e longitudinal
transversal, e a confecgdo das laminas permanentes seguiu as técnicas de Johansen (1940) e
de Sass (1951). Os cortes foram clarificados em hipoclorito de sédio 50% e lavados em agua
acética 1%. Em seguida os cortes foram corados com dupla coloracdo com safranina aquosa
1% (Bukatsch 1972) e azul de astra aquoso 1% (Roeser 1972). Apds a coloragdo, 0s cortes
foram desidratados em uma série etandlica crescente (etanol 30% - 50% - 70% - 90% - 95% -
100%). Em seguida, a coloracdo foi fixada com acetato de butila e foram confeccionadas

laminas permanentes em meio sintético (Entellan®).
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Obtencéao dos dados

No grupo anelamento, calculou-se a propor¢do do xilema secundario formado ap6s o
anelamento nas regides acima e abaixo deste. Optou-se pelo célculo da propor¢do porque as
arvores possuiam didmetros diferentes e, assim, a comparacdo entre as posi¢cdes foi mais
precisa (Tabela 1). Para o célculo das proporcdes, em cada disco de cada posi¢do foram
escolhidos aleatoriamente trés raios. Com o auxilio de um paquimetro digital em cada um
desses raios obteve-se duas medidas: a primeira compreendendo o xilema secundario formado
até o momento do anelamento, onde mediu-se a distancia entre o inicio do xilema secundario,
na regido proxima a medula até o inicio do xilema secundério formado ap6s o anelamento; na
segunda medida mediu-se o xilema secundario formado apds o anelamento.

Ambas as medidas foram somadas, obtendo-se assim o valor total do raio. O valor
correspondente ao xilema formado ap6s o anelamento foi dividido pelo valor total do raio,
obtendo-se assim a propor¢do de xilema formado apds o tratamento. Nas por¢des situadas a
01, 02 e 05 centimetros de distancia do anelamento as medidas da proporcdo de xilema
secundario formado foram realizadas em quatro arvores, e nas porcles situadas a 10
centimetros de distancia do anelamento as medidas foram feitas em duas arvores, pois nestas
regibes somente a marcagéo feita em novembro de 2011 possibilitou a identificacdo do xilema
secundario formado antes e ap6s o anelamento.

Para anélise das caracteristicas anatémicas dos vasos, foram obtidos os dados de
diametro de vaso, 4rea do limen de vaso e densidade de vasos (vasos por mm?). Estes
parametros foram medidos no xilema secundario formado apds o anelamento que sera
denominado neste trabalho como “xilema secundéario formado apds o anelamento”, e no
xilema secundario formado antes do anelamento adjacente a marcacdo feita no cambio

vascular, que serviu como controle e que serd denominado como “xilema secundéario formado
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apos o anelamento”. No grupo anelamento, os dados foram obtidos nas amostras provenientes
nas posicdes situadas a 01, 02 e 05 centimetros acima do anelamento e 01 centimetro abaixo,
locais onde foi visivel a marcacéo realizada no cdmbio vascular e onde houve maior producgéo
de xilema secundario. No grupo sem anelamento, os dados foram obtidos nos discos retirados
da porcdo central do caule. Em funcdo da quantidade de xilema secundario formado ap6s o
anelamento, a densidade de vasos foi medida em trés campos por disco e os resultados foram
transformados para o equivalente a uma area de um milimetro quadrado. O diametro e a area
de vasos foram medidos em todos 0s vasos presentes em cada um dos trés campos utilizados

para a frequéncia de vasos, resultando em uma média de 55,43 vasos medidos por campo.

Anadlises estatisticas

Para verificar se a proporcdo de tecidos formada apds o anelamento era diferente ao
longo do caule no grupo anelamento, foi realizado um procedimento glimmix (modelo linear
generalizado misto). Para verificar se houve diferencas entre as caracteristicas anatdmicas dos
vasos formados no periodo anterior e no periodo posterior ao anelamento, os dados do grupo
sem anelamento foram submetidos a o teste “t” pareado de Student, e os dados do grupo

anelamento foram submetidos a uma anélise se covariancia (ANCOVA).

RESULTADOS

Analise geral

No grupo anelamento observou-se que, apés o anelamento, a formacdo de xilema

secundério foi proporcionalmente maior nas por¢des acima do anelamento (Fig. 1) quando
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comparadas com as porcOes localizadas abaixo do anelamento (Fig. 2). Além disso, a
producdo de xilema nas porgdes abaixo ao anelamento foi muito irregular ao longo do disco
(comparar as Fig. 2A, 2B). O procedimento glimmix mostra a existéncia de variacdo na
proporc¢do de xilema formado apds ao anelamento ao longo do caule (F=2,88; p<0,01), e que
o efeito foi diferente entre as arvores.

Com o auxilio das marcacg6es feitas no cambio vascular entre outubro e novembro de
2011 observou-se que os vasos grandes arranjados tangencialmente no lenho inicial
formaram-se a partir de 05 de outubro de 2011 (Fig. 1, 2). A formacéao destes vasos coincidiu
com o inicio da estacdo chuvosa (Fig. 3) e com a brotacdo e o inicio do desenvolvimento

foliar do respectivo periodo.

Efeitos do anelamento nos parametros de vaso do xilema secundario

No grupo sem anelamento ndo foram observadas diferencas no didmetro, na éarea do
limen e na frequéncia de vasos entre os vasos formados no xilema secundério formado antes
do anelamento daqueles formados no xilema secundario apds o anelamento (Tabela 2).

No grupo com anelamento observou-se, apds o anelamento, a formacao de uma regido
anatomicamente alterada (Fig. 1, 2). Nesta por¢do os vasos do xilema secundario formado
apos do anelamento tinham didmetro e area do limen menor quando comparados com 0s
vasos formados no xilema secundario formado antes do anelamento (Fig. 4, 5; Tabelas 3-4) e
apresentaram um nmero maior de vasos por mm? (Fig. 6; Tabelas 3-4). Quando as posi¢des
ao longo do caule foram comparadas entre si, ndo foi observada alteracdo nos parametros de

vaso (Tabelas 3-4).
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DISCUSSAO

Efeitos do anelamento caulinar no xilema secundério

Neste estudo removeu-se o floema secundario e o cAmbio vascular da porgdo central
do caule de arvores em A. verticillata, visando & interrupcdo do fluxo de auxina proveniente
da copa. Apoés o anelamento, observaram-se alteracOes significativas no didmetro e na area do
limen de vasos e na densidade de vasos formados, bem como diferenca na proporcdo do
xilema secundario formado apds o anelamento entre as por¢des situadas acima e abaixo deste,
mostrando que o anelamento resultou em alteracbes anatébmicas na estrutura do xilema
secundario.

Apo6s o0 anelamento, os vasos tinham menor didmetro e menor area do limen quando
comparados com os vasos formados antes do anelamento. Resultados semelhantes foram
obtidos por Wilson (1968) em traqueides de caules em Pinus strobus. Aloni e Zimmermman
(1983) propuseram que a concentracdo de auxina controla a taxa de diferenciacdo e de
expansao celular antes da deposicdo da parede secundaria. Segundo os autores, altas
concentragBes de auxina induzem a vasos estreitos por causa de sua diferenciacdo rapida,
permitindo somente um tempo limitado para a expansdo celular, enquanto que baixas
concentragOes de auxina resultam na diferenciagdo mais lenta, permitindo mais tempo para a
expansao celular antes da deposicdo da parede secundaria. Sachs e Cohen (1982) comentam
que ferimentos horizontais como, por exemplo, o anelamento podem levar a um acumulo
local de auxina. Como o floema, o cdmbio vascular e o felogénio sdo as principais vias do
fluxo de auxina em plantas lenhosas (Uggla et al. 1996; Aloni 2010), presume-se que 0
anelamentoacarretou na interrupcdo do fluxo de auxina ao longo do caule principal, o que

pode ter levado ao aumento dos niveis de auxina nas regibes acima do anelamento. Lev-
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Yadun e Aloni (1993) relataram a diminuicdo do didmetro de vasos como um dos efeitos de
injuria em Melia azedarach e concluiram que tanto o efeito da injdria quanto o efeito do fluxo
axial de substancias sinalizadoras levaram ao resultado observado. Como observado por Lev-
Yadun e Aloni (1993), no presente estudo também observou-se a formacdo de vasos de
pequeno diametro apds o anelamento. Assim, 0s vasos de pequeno didmetro e de area menor
formados ap6s o anelamento podem ser resultado da interacdo entre a alteracdo na
concentracdo e niveis de auxina presente no caule ap6s o tratamento e os efeitos da injdria.

A hipétese do gradiente da auxina proposta por Aloni e Zimmermman (1983) também
sugere que a densidade de vasos seja controlada pela concentracdo de auxina: altas
concentragOes de auxina levam a um aumento na densidade de vasos, e baixas concentragdes
deste horménio levam a uma menor densidade destes (Aloni & Zimmermman 1983). Estudos
com plantas alteradas geneticamente para a super producdo de auxina (Klee et al. 1987), ou
onde houve um aumento na concentragdo devido a aplicacdo de auxina no caule (ver Aloni
2013), mostram uma tendéncia no aumento do nimero de vasos, como observado no presente
estudo. Considerando que o anelamento podem levar a um acimulo local de auxina nas
porcdes acima deste (Sachs & Cohen 1982), provavelmente um aumento na concentragéo de
auxina na porcdo acima do anelamento pode ser um dos fatores envolvidos no aumento de
ntmero de vasos observado neste estudo.

Alguns estudos mostram que a largura do limen dos conduites (vasos e traqueides),
aumenta num gradiente que vai dos ramos em direcdo a base do caule (Anfodillo et al. 2006,
2013; Olson et al. 2014), bem como a densidade de vasos diminui no mesmo gradiente
(OLSON et al. 2014). Sachs (2000) comenta que apesar da concentracdo de auxina nao ser o
unico fator envolvido na diferenciacdo vascular, a concentracdo de auxina nas células parece
ser um fator decisivo para que ocorra a diferenciacdo vascular. No presente estudo, a alteracdo

no tamanho e na densidade dos vasos nas porg¢des logo acima do anelamento d&o sinais que a
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provavelmente a auxina seja um dos fatores que estdo relacionados com o controle da
expansdo da area do limen e aumento da densidade de vasos nas plantas vasculares, como
proposto por Aloni e Zimmermann (1983).

E importante ressaltar que além da auxina, outros hormdnios como as citocininas, 0
etileno e os brassinoesterdides também participam na diferenciacdo dos elementos traqueais
(Aloni 2013). Ou seja, provavelmente a alteragdo nas caracteristicas de vasos observadas ap6s
0 anelamento é resultado da interacdo desses hormdnios com a auxina. No entanto, 0s
resultados apresentados aqui sdo semelhantes aos observados por estudos que avaliaram
caracteristicas do sistema vascular em relagdo a concentracdo de auxina (Klee et al. 1987,
Romano et al. 1991; Aloni 2013), o que da evidéncias de que este hormonio provavelmente
tem papel importante na regulacéo das dimens6es do limen e da densidade de vasos.

O isolamento de porcdes de casca do restante do caule (através da remocao de anéis
concéntricos de casca) pode resultar na producdo irregular de xilema secundario nas porcées
isoladas (Evert et al. 1972). Neste estudo, uma producao irregular de xilema secundario foi
observada na seccdo transversal dos discos, ao longo da circunferéncia. Esta produgéo
irregular de xilema secundario foi melhor evidenciada nas porcGes inferiores ao anelamento, o
que parece mostrar que a interrupcdo do fluxo de auxina através do anelamento afetou a
producdo de xilema nestas regides, mostrando a importancia deste hormoénio na producao
normal do xilema.

Os vasos produzidos apos o tratamento nas porcdes inferiores ao anelamento também
eram de diametro e area do limen menor, e estavam em maior densidade. Segundo Davies
(1976), a auxina pode ser armazenada no caule e em outras partes da planta, inativa,
conhecida como auxina conjugada. Esta auxina pode ser hidrolisada posteriormente sendo
utilizada ativamente nos processos fisiolégicos da planta (Davies 1976; Aloni 2013). Como o

fluxo de auxinas produzida na copa foi interrompido pelo anelamento, provavelmente a
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auxina armazenada no caule na regido abaixo do anelamento esteve envolvida nas
caracteristicas dos vasos formados nessa regido.

A. verticillata possui camadas de crescimento distintas, demarcadas por anel
semiporoso (Sonsin et al. 2014). Neste estudo, observou-se que a formagdo dos vasos de
grande didametro do lenho inicial ocorreu no comeco da estagéo chuvosa, tal como foi descrito
em Tectona grandis (Rao & Rajput 1999) e em Cedrela fissilis (Marcati et al. 2006).
Adicionalmente, neste estudo, observou-se que a formagdo desses vasos ocorreu
concomitantemente a brotacdo e ao desenvolvimento foliar. A formacao dos vasos de grande
didmetro do lenho inicial concomitantemente ao desenvolvimento foliar provavelmente ocorre
para que estes vasos contribuam com o fornecimento hidrico necessario para o

desenvolvimento da nova folhagem da copa.

CONCLUSOES

As alteracBes no didmetro, na area do limen e na densidade de vasos do xilema
secundério formado acima do anelamento caulinar corroboram a ideia que a auxina produzida
na brotacdo e nas folhas jovens tem papel importante na regulacdo destas caracteristicas. A
producdo irregular de xilema secundario nas por¢des abaixo do anelamento caulinar evidencia
efeito da auséncia da auxina proveniente da copa. A formagéo de vasos de grande didmetro do
lenho inicial ocorreu concomitante com a estacdo chuvosa e com a brotacdo e o

desenvolvimento da nova folhagem da copa.
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Tabela 1: Altura e circunferéncia a altura do peito das arvores de A. verticillata estudadas.

Grupo de arvores Individuo Altura (m) Circunferéncia a

altura do peito (cm)

01 3,70 16,00
Grupo sem 02 2,64 14,00
anelamento 03 2,30 13,50
04 2,50 12,00
01 3,04 16,00
02 2,84 19,00
Grupo anelamento 03 257 13,50
04 3,90 25,00
05 4,00 19,80
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Tabela 2: Valores do teste “t” pareado para o grupo sem anelamento.

Caracteristica Tempo Valor de p
Antes Depois
Diametro do limen do vaso (um) 95,94 85,46 0,4917
Area do lGmen (um) 7997,45 6633,05 0,544
Vasos por mm? 14,45 15,82 0,6476
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Tabela 3: valores medios das caracteristicas de vaso do grupo anelamento. Antes= Xilema
secundario formado antes do anelamento. Depois= xilema secundario formado depois do

anelamento.

Diametro de vaso (my)  Area do IGmen de vaso Densidade de vasos

Posicao

(mp) (vasos por mm?)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois
05cm 91,79 66,00 7803,88 3386,59 18,13 54,36
acima
02 cm 94,23 58,89 8058,32 2607,31 14,52 49,33
acima
0lcm 88,38 52,97 6867,08 1801,59 13,41 62,08
acima
0lcm 97,28 60,58 8250,95 3030,80 14,31 44,14
abaixo
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Tabela 4: Teste do efeito do anelamento nos parametros de vaso do xilema secundario.

Valores destacados com asterisco mostram que as variaveis foram significativamente

diferentes para a caracteristica analisada.

Caracteristica Variaveis Valor de F Valor de p
Diametro de vaso Posicdo no tronco 0.0225 0.8816
Tempo (antes/depois do 28.8588 <0.0001 *
tratamento)
Interacdo entre posicdo e 0.4162 0.5234
tempo
Area do Iimen do vaso Posicédo no tronco 0.4687 0.4985
Tempo (antes/depois do 43.8133 <0.0001 *
tratamento)
Interacdo entre posicéo e 0.0259 0.8731
tempo
Vasos por mm? Posicédo no tronco 0.2477 0.6221
Tempo (antes/depois do 37.7088 <0.0001 *
tratamento)
Interacdo entre posicéo e 0.0008 0.9777

tempo
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Aspectos anatdmicos do xilema secundario em Aegiphila verticillata antes e ap6s o
tratamento nas porcgdes situadas acima do anelamento.--A--B: 10 cm de distancia do
anelamento.--C--D: 05 cm.--E--F: 02 cm.--G--H: 01 cm. Note a regido marcada no momento
da instalacdo do experimento (setas largas), a delimitacdo entre o xilema secundario formado
antes (X) e ap6s (X’) o tratamento e os vasos grandes do lenho (setas estreitas) formados no

nivel da marcacéo.-- Escala: A, C, E, G=2mm; B, D, F, H =500 pm.

Figura 2. Aspectos anatdmicos do xilema secundario em Aegiphila verticillata antes e ap6s o
tratamento nas porgdes situadas abaixo do anelamento.--A--B: 01 cm de distancia do
anelamento.--C--D: 02 cm.--E--F: 05 cm.--G--H: 10 cm. Note a regido marcada no momento
da instalacdo do experimento (setas largas), a delimitacdo entre o xilema secundario formado
antes (X) ap6s (X’) o tratamento e os vasos grandes do lenho inicial (setas estreitas) no nivel
da marcacdo. Note a proporcéo estreita em A e a proporcdo larga em B.--Escala: A, C, E, G =

02 mm; B, D, F, H =500 pm.

Figura 3. Precipitacdo mensal durante o periodo estudado.

Figura 4. Variagdo no diametro dos vasos entre o xilema formado antes e depois do

tratamento.--Posigdo: -1=01cm abaixo do anelamento; 1=0lcm acima do anelamento;

2=02cm acima; 5=05cm acima.
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Figura 5. Variacdo na area do limen dos vasos entre o xilema formado antes e depois do
tratamento.--Posigdo: -1=01cm abaixo do anelamento; 1=0lcm acima do anelamento;

2=02cm acima; 5=05cm acima.

Figura 6. Variagdo no nimero de vasos por milimetro quadrado entre o xilema formado antes

e depois do tratamento.--Posi¢do: -1=01cm abaixo do anelamento; 1=0lcm acima do

anelamento; 2=02cm acima; 5=05cm acima.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo abordou-se a sazonalidade da atividade cambial e da fenologia vegetativa
de Kielmeyera grandiflora, a relagdo existente entre estes dois eventos e a relacdo destes com
fatores climéaticos e ambientais. Estudaram-se também os efeitos de anelamento caulinar na
estrutura do xilema secundario de Aegiphila verticillata. As espécies escolhidas sao tipicas do
Cerrado, um dominio fitogeogréafico brasileiro.

A formacgédo de folhas e a atividade cambial s&o eventos sazonais e anuais em
Kielmeyera grandiflora. A brotagdo ocorreu durante o periodo seco, cerca de um a dois meses
antes da reativacdo do cambio vascular, que ocorreu no inicio da estacdo chuvosa. O cambio
vascular ficou ativo por sete meses. A diferenciacdo dos tecidos vasculares inicia-se com a
reativacdo do cambio vascular, e se prolonga por um a dois meses apds o término da atividade
cambial. O fotoperiodo e a temperatura sao melhores sinalizadores para a brotacdo e para a
atividade cambial quando comparados com a precipitacdo, devido a maior regularidade destes
dois fatores ao longo do tempo.

O anelamento do caule principal levou a reducdo do didmetro e da &rea do lumen dos
vasos, bem como ao aumento da densidade de vasos no xilema secundério formado acima do
anelamento. Considerando que o anelamento causou a interrupcdo do fluxo de auxina
produzida na copa, os resultados evidenciam que a auxina produzida durante a brotacdo e o
desenvolvimento foliar tem papel importante na regulacdo da area do limen e da densidade de
vasos no xilema secundario. Nas porcGes abaixo do anelamento houve producéo irregular de
xilema secundario, mostrando a importancia da auxina produzida durante a brotacdo e o
desenvolvimento foliar na formacao do xilema secundario.

Os vasos de maior diametro do lenho inicial foram formados no inicio da estagdo

chuvosa, concomitantemente com a brotacdo e com o desenvolvimento foliar.
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