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RESUMO

Cerrado é o segundo bioma brasileiro em biodiversidade e um dos mais ameagados de
extingdo pelo desmatamento, por ser uma das ultimas fronteiras agricolas do planeta.
Visando contribuir para o entendimento, preservacio e exploracdo racional desse bioma
conduziu-se um estudo utilizando trés espécies da familia Styracaceae: Styrax
ferrugineus Ness & Mart., Styrax camporum Pohl. e Styrax pohlii A. DC. O objetivo foi
quantificar ¢ medir os teores de agucares redutores (carboidratos livres totais) e ndo
redutores (sacarose) ¢ de amido foliar em individuos adultos de Styrax ferrugineus,
Styrax camporum e Styrax pohlii durante a estagdo umida (fevereiro/2011), o outono
(maio/2011), a estagdo seca (agosto/2011) e o periodo de retomada das chuvas
(outubro/2011). Testou-se a hipdtese basica fundamental de que os referidos congéneres
de Styrax alteram sazonalmente os teores de carboidratos soluveis, sacarose ¢ amido nas
folhas, assim como seus valores da area foliar especifica (AFE). Para tal, as principais
perguntas foram: Qual espécie tem um desempenho mais modulado pela sazonalidade?;
Em qual época do ano os congéneres apresentam significativa redug¢do dos teores de
carboidratos?; Existe correlagdo entre AFE e teores de carboidratos?. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise varidncia e suas médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade. A baixa disponibilidade hidrica na estagdo seca alterou o
metabolismo de carboidratos soliveis e o contetido de amido da parte aérea, sobretudo
para S. camporum e S. pohlii. J& S ferrugineus, bem adaptada ao Cerrado S. Sir.,
mostrou menor relagdo causal entre as estagdes e a concentragdo de amido na folha. As
trés espécies também alteraram sua AFE, correspondendo com a sazonalidade e o local
de maior ocorréncia, uma vez que S. camporum e S. pohlii apresentaram menor AFE no
inverno. No entanto dados de S ferrugineus indicam que no inverno suas folhas
mantiveram o alto indice de AFE, refor¢ando aproveitamento de luz mesmo na estacdo

s€ca.
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1. Introducéo
1.1 Cerrado

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, superado, em area, apenas pela floresta
Amazodnica; ¢ considerado também a terceira maior formacao floristica, perdendo em niimero
absoluto de espécies apenas para a Amazonia e a Mata Atlantica (COUTINHO, 2006).

Devido a sua elevada extensdo territorial, esse bioma é considerado uma das ultimas
fronteiras agricolas do planeta (SOUZA & HABERMANN, 2012). Cerca de metade dos dois
milhdes de km? originais do Cerrado foram transformados em pastagens plantadas, culturas
anuais ou tiveram outros tipos de uso pelo homem. A destrui¢do dos biomas que constituem o
Cerrado continua de forma acelerada, de modo que, atualmente o Cerrado encontra-se na lista
das 25 areas do mundo consideradas criticas para conservagdo, devido a riqueza bioldgica e a
alta pressdo agricola e demografica (MMA, 2002; SOUZA & HABERMANN, 2012).

O Cerrado ¢ um tipo de savana endémica do Brasil (DURIGAN et al., 2004) e seus
remanescentes atuais desenvolveram-se sobre solos muito antigos, acidos, pouco férteis
(GOODLAND, 1971; MALAVOLTA & KLIEMANN, 1985; RATTER et al., 2000;
COUTINHO 2002) e com elevadas concentragdes de aluminio (HARIDASAN, 2008). Este
extenso complexo de formagdes savanicas sio compostos por fisionomias rupestres (campo
limpo e campo sujo), fisionomias intermediarias (campo cerrado e cerrado sensu stricto) e
fisionomias florestais (cerraddo) (COUTINHO, 2006). Além das fisionomias savanicas, o
Cerrado compreende um grande numero de matas de galerias.

De um modo geral, todas as fisionomias componentes do Cerrado estdo sujeitas a
climas sazonais com invernos secos e frios, e verdes quentes e chuvosos. Tais pressdes
sazonais foram determinantes na selecdo de espécies adaptadas a secas prolongadas
(HABERMANN & BRESSAN, 2011, VEIGA & HABERMANN, 2013) ¢ chuvas torrenciais
durante a estagdo chuvosa, capaz de lixiviar nutrientes foliares e do solo (SOUZA &
HABERMANN, 2012, HARIDASAN 2008). Em solos com maior disponibilidade de
nutrientes e baixa incidéncia de fogo, existe a tendéncia da formacdo florestal, em detrimento
de formacdes mais abertas, uma vez que nio ha barreiras geograficas que impegam a troca de

elementos floristicos entre o cerrado e os biomas adjacentes (RATTER et al., 2003).



A diversidade funcional e estrutural da vegetagdo tem dirigido estudos para
compreender as relagdes entre fatores ambientais e as respostas ecofisioldgicas das plantas, de
modo que se torna relevante elucidar mecanismos bioquimicos e fisiologicos das espécies
para entender a dindmica do ecossistema e repostas as alteracdes ambientais.

Estudos comparativos envolvendo pares congenéricos do cerrado, morfologicamente
semelhantes, mas com padrdo de ocorréncia distinto sugerem que algumas espécies tém a
capacidade de se estabelecer ¢ colonizar diferentes formagdes através de mecanismos
ecofisiologicos distintos (HOFFMANN et al., 2004).

Padrdes de particdo de biomassa e nutrientes, além de respostas diferenciadas nas
trocas gasosas durante o estabelecimento de suas plantulas podem determinar a ocorréncia de
uma espécie (HOFFMANN & FRANCO, 2003, HOFFMANN et al., 2005; HABERMANN et
al., 2011) em determinadas regides. Também ja foram registradas respostas contrastantes
entre pares congenéricos quanto ao investimento na formacio do sistema radicular
(HABERMANN & BRESSAN, 2011) e nas caracteristicas funcionais foliares relacionadas a
produtividade vegetal em diferentes épocas, como area foliar especifica e concentracdo de

nutrientes foliares (HOFFMANN et al., 2005).

1.2 Teor de carboidratos

O crescimento ¢ desenvolvimento das plantas requer um constante ajuste a
periodicidade sazonal da radiagdo, comprimento do dia e precipitacdo anual (LARCHER,
2000). A folha ¢ o 6rgdo vegetal mais exposto a estes fatores externos que podem ser a causa
inicial para reducdo da capacidade fotossintética das plantas (HABERMANN & BRESSAN,
2011), desencadeando alteracdes metabolicas.

A maior parte das plantas sdo constituidas por grandes quantidades de carboidratos, os
quais possuem relacdo direta com o funcionamento e metabolismo das células. Esses
carboidratos estdo distribuidos por todos os orgdos vegetais compondo cerca de 60% da
matéria seca vegetal. Além das fungdes estruturais, os carboidratos sdo responsaveis pelo
fornecimento energético (LARCHER, 2000).

Durante o desenvolvimento foliar, as espécies vegetais possuem diferentes
necessidades fisioldgicas. As folhas jovens utilizam a maior parte de carbono para satisfazer a

demanda energgética para crescimento e desenvolvimento foliar, inclusive importando carbono



de outras partes da planta (KERBAUY, 2004). Por outro lado, as folhas maduras armazenam
o carboidrato excedente, que em muitos casos serd utilizado por novas folhas em
desenvolvimento. A maior parte do carbono fixado na fotossintese ¢ utilizado para formacao
de carboidratos que fornecem energia para a respiracdo, esqueletos de carbono para sintetizar
outras moléculas e protecdo em condi¢des de restricdes (KERBAUY, 2004). Quando os
carboidratos excedentes ndo sdo consumidos na respiragdo, a planta tende a ter saldo do
balango de carbono que pode ser aplicado no crescimento, reserva e aumento da matéria seca
(LAUCHER, 2000).

Toda a alteragdo bioquimica e fisiologica é influenciada pela presen¢a de carboidratos
soluveis, insoluveis. Os principais carboidratos vegetais sdo: sacarose (carboidrato soluvel) e
amido (carboidrato insoluvel).

Nas plantas, o ciclo de Calvin-Benson transforma o carbono do CO, em compostos
organicos, as trioses fosfato. Depois, no metabolismo primario do carbono, formam-se
moléculas de glicose e frutose que quando ligadas entre si formaram a sacarose. De outra
forma, a glicose pode ser encadeada e formar o amido, que desempenha fungdo exclusiva de
reserva (BUCKERIDGE, 2000).

A sacarose ¢ um carboidrato mével, transportado em altas quantidades pelo floema,
sendo o principal composto utilizado durante a respiracdo para formacdo de ATP. O amido ¢
um polissacarideo sintetizado nos cloroplastos dos orgios fotossintetizantes e nos
amiloplastos de érgaos ndo-fotossintetizantes (TAIZ & ZEIGER, 2002). Apds acumulado, sua
principal fungd@o ¢ garantir a manutencdo do metabolismo de carbono de forma dindmica. No
periodo de luz o amido ¢ reservado na forma de granulos nos cloroplastos e durante o periodo
noturno, ou inicio da manha parte de suas moléculas sdo degradadas, transformando-o em
sacarose ¢ levado para outras partes da planta (BUCKERIDGE, 2009) ou, em situagdes de
escassez de carbono, este ¢ degradado e consumido na respiragdo (KERBAUY, 2004;
DWIVEDL, 2003).

Existem varios trabalhos com espécies de interesse agrondmico explicando a sintese ¢
acumulo de carboidratos em relag@o aos fatores ambientais. Tais avaliagdes sdo utilizadas, em
muitos casos, como indicadores de vigor ou estresses fisiologicos. Dentre as culturas
comumente estudadas encontramos: videira (Vitis vinifera L.) (DANTAS et al., 2007);
eucalipto (TORRES, 2003); cana-de-agucar (SOUZA, 2007) e batata (PASTORINI, 2003).

Entretanto, essas pesquisas raramente sdo feitas com espécies nativas, revelando a



necessidade de um melhor entendimento sobre a agdo dos carboidratos nos mecanismos
fisioldgicos dessas espécies.

Em ambientes sazonais, as espécies vegetais desenvolveram estratégias de utilizagdo
da agua e luz, minimizando os efeitos que possam ser causados no balango de carbono das
plantas (FRANCO, 2002).

Espécies da familia Asteraceae no cerrado, como Vernonia herbacea constitui cerca de
80% de frutanos em massa seca dos 6rgdos subterranecos (GARCIA, 2009). Os frutanos sio
polimeros de frutose derivados da sacarose. As altas concentragcdes deste composto nesta
espécie atuam ndo s6 como reserva, mas também como osmorregulador em condi¢des de
restricdes hidricas no Cerrado (GARCIA, 2009). Estudos com gramineas sugerem que, de
acordo com a época do ano, ocorrem alteragdes no acimulo de carboidratos soluveis e
producio de biomassa, indicando possivel estratégia de desenvolvimento em ambientes
abertos, quentes e secos como o Cerrado (SOUZA et al., 2005; 2010). Hoffmann et al. (2003)
ndo encontraram varia¢des nos teores de carboidratos ndo estruturais em raiz e caule de pares
congenéricos, no entanto mostraram maior particdo de biomassa nas raizes de espécies do
Cerrado, evidenciando caracteristica vantajosa para este ambiente uma vez que possui maior
capacidade para rebrota apds o fogo. Este comportamento também foi encontrado em um
estudo, no qual espécies sempre verdes no Cerrado tiveram maior acimulo de carboidratos
ndo estruturais nas raizes em relagdo a parte aérea dos congéneres florestais (HOFFMANN et
al., 2004).

Estudos que abrangem as relagdes entre fotossintese, restricdo hidrica e meio ambiente
contribuem para investigacdes sobre alteragdes na assimilagdo de carbono e consequente
producdo e consumo de carboidratos no estrato arboreo. Espécies lenhosas de diferentes
fitofisionomias do Cerrado regulam de maneira intensa a abertura estomatica, alterando a taxa
fotossintética e o potencial de assimilagdo de carbono tanto na estacdo seca como chuvosa
(MEINZER et al., 1999; FRANCO & LUTTGE, 2002). Desempenho similar foi encontrado
em estudo com duas espécies sempre-verdes, Rapanea guianensis e Roupala montana, as
quais apresentaram forte controle estomatico em relagdo a demanda evaporativa da atmosfera
(mesmo ocorrendo em fisionomias diferentes, como campo sujo e Cerraddo, respectivamente)
obtidos através do fluxo de seiva, condutancia estomatica e potencial da dgua na folha (¥Yw)
no final da estag@o seca (NAVES-BARBIERO et al., 2000). Outro estudo também aponta que

analises de parametros estomaticos em pares congenéricos do Cerrado e mata de galeria



indicam que varia¢des de condutincia estomatica e taxas de transpiragdo foliar ndo sdo uma
especializagdes de ambientes distintos, mas produto da histéria evolutiva dos taxa
(PEIXOTO, 2007).

Um estudo com Solanum lycocarpum (lobeira) mostrou reduc¢do no potencial osmotico
em reposta a diminui¢do do Ww associado a aumento do teor de carboidratos soliveis em
folhas e raizes, indicando que houve ajustes osmoticos, 0s quais proporcionaram a
sobrevivéncia desta espécie em condi¢des de déficit hidrico com implicagdes na ciclagem de
carbono (CHAVES-FILHO & STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Franco (2002) sugere que as plantas de um ambiente sazonal tem capacidade de
minimizar os efeitos que o periodo de seca pode causar no balango de carbono. A alterac@o
das condigdes foliares das plantas sdo uma delas, podendo ser avaliadas pelas variacdes da
area foliar especifica (AFE). Hoffmann et al., (2005) e Habermann & Bressan (2011)
demonstraram que pares congenéricos de Cerrado possuem menor AFE em relagdo ao
ambiente florestal. Entretanto, faz-se necessario elucidar como estas diferencas influenciam o

metabolismo do carbono e na distribuicdo de espécies.

1.3 A familia Styracaceae e sua distribuicdo geografica

A familia Styracaceae compreende aproximadamente 11 géneros e 160 espécies,
sendo Styrax o género mais representativo. Cerca de 130 espécies compdem este taxon ¢ mais
da metade situam-se na América do Sul, em ambientes como florestas imidas, restingas ¢
cerrado (FRITSCH, 2001). No Brasil, a maioria das espécies nativas de Styrax ocorrem em
areas de cerrado (SOUZA & LORENZI, 2005). Styrax camporum ¢ uma espécie de
ocorréncia mais ampla em relagdo ao habitat, sendo encontrada em cerrado lato sensu,
transicdo cerraddo/floresta paludosa, mata mesoéfila e floresta perenifélia, porém ¢ mais
comumente encontrada nas formagdes de cerrado (NAKAJIMA & MONTEIRO, 1986;
RATTER et al., 2000; DURIGAN et al., 2004; GOMES et al., 2004; TANNUS & ASSIS,
2004; KOTCHETKOFF-HENRIQUES et al., 2005). Tais informagdes foram confirmadas nos
registros do Herbario do IB da Unesp, Campus de Rio Claro-SP (HRCB) e sua distribuicdo
abrange os Estados de SP, MG, BA, PI, MT, MS, GO ¢ o DF (HRCB; NAKAJIMA &
MONTEIRO, 1986; RATTER et al., 2000; LORENZI, 2002; DURIGAN et al., 2004;
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GOMES et al., 2004; TANNUS & ASSIS, 2004; KOTCHETKOFF-HENRIQUES et al.,
2005).

Styrax camporum parece ser exclusiva do cerraddo; é pouco encontrada no cerrado
s.s., onde Styrax ferrugineus ¢ exclusiva e bem adaptada. As duas espécies apresentam
padrdes aleatorios de distribuigdo, devido, talvez, as diferengas no ambiente, estagio de
sucessdo vegetacional (envolvendo o fator luz), competi¢do e estabelecimento das espécies na
comunidade. Entretanto, suas morfologias ¢ o padrdes de dispersdo de suas sementes sdo
muito semelhantes (NAKAJIMA & MONTEIRO, 1987).

O banco de dados BIOTA-FAPESP (PROGRAMA-BIOTA-FAPESP) indicou que
Styrax camporum foi registrada em 60% das coletas em area com influéncia fluvial arborea
(mata ciliar e/ou cerraddo); 25%, em cerrado S.S. e campo cerrado; 8%, em area de contato
entre cerrado e floresta estacional; 3%, em floresta ombroéfila densa; e 4%, em locais sem
descricdo do habitat.

Styrax ferrugineus ¢é descrita como quase exclusiva e bem adaptada ao cerrado S.S.,
praticamente ndo sendo observada em formagdes de cerraddo. Trata-se de um arbusto, com
folhas pequenas, coriaceas, tronco tortuoso, casca espessa € 0S ramos novos sio recobertos
por pilosidade ferruginea. Portanto, caracteristicas que parecem justificar sua ocorréncia em
ambientes secos, como o cerrado S.S. Sua distribuigdo abrange os Estados do PR, SP, MG,
BA, MA, TO, RO, MT, MS, GO ¢ o DF (HRCB; GOODLAND, 1970; NAKAJIMA &
MONTEIRO, 1986; BICUDO et al, 1996; RATTER et al, 2000; LORENZI, 2002;
DURIGAN et al., 2004; GOMES et al., 2004; KOTCHETKOFF-HENRIQUES et al., 2005;
OLIVEIRA & BATALHA, 2005).

O banco de dados do Projeto BIOTA-FAPESP (PROGRAMA-BIOTA-FAPESP)
indicou que S ferrugineus foi registrada em 50% das coletas em cerrado S.S. ou campo
cerrado; 30% das ocorréncias foram vistas em cerraddo e mata ciliar; 10%, em floresta
ombroéfila densa e contato cerrado-floresta estacional; e 10%, em locais sem descri¢do do
habitat.

Styrax pohlii é comum em sitios de maior disponibilidade hidrica (TONIATO et al.,
1998), como matas mesofila, ciliar, de galeria, de brejo e floresta paludosa (HRCB;
DURIGAN et al., 2004; KOTCHETKOFF-HENRIQUES et al., 2005; TEIXEIRA & ASSIS,
2005), e faz parte do grupo de espécies que definem uma estrutura semelhante entre as

florestas paludosas do interior paulista (TEIXEIRA & ASSIS, 2005). Tipica e abundante em
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mata de brejo, também ocorre em areas mais secas, indicando que pode se desenvolver em
diferentes condi¢cdes de umidade (TONIATO et al., 1998). Sua distribui¢do abrange os
Estados de SP, MG, BA, MT, MS, GO ¢ o DF (HRCB; LORENZI, 2002; DURIGAN et al.,
2004; KOTCHETKOFF-HENRIQUES et al., 2005; TEIXEIRA & ASSIS, 2005). Tem casca
aspera e escura com ramos novos recobertos por pilosidade marrom; possui folhas simples,
alternas, subcoriaceas, ovais, elipticas a oblongas, recobertas por pilosidade na face inferior
(DURIGAN et al., 2004). Estas informagdes conferem com os dados do Projeto BIOTA-
FAPESP (PROGRAMA-BIOTA-FAPESP), que indicou que S. pohlii estava presente em 65%
das coletas em area com influéncia fluvial arbdrea; 20%, em florestas ombroéfila densa e
estacional semidecidual e formacgdes submontanas e 15% das coletas, em cerrado S.S.

Styrax camporum, também se destaca e ¢ frequentemente encontrada nas bordas de
fragmentos de cerraddo, sendo pouco observada (mas ndo inexistente) no interior destes.
Dentro dos fragmentos de cerraddo sua predomindncia é como individuo adulto, no estrato
arboreo. Isso indica o envolvimento do fator luz, sugerindo ser espécie pioneira. Em testes
preliminares com plantas sob cobertura de insulfilm (SPfilm), que simula o sub-dossel de
mata (SIMAO et al., 2005), notou-se que S. camporum apresenta crescimento reduzido, em
relacdo ao filme plastico comum, sob o qual o crescimento foi maior.

Em cerrado s.s. tipico, considerando-se as dificuldades de caracterizagcdo das
fisionomias, que muitas vezes encontram-se em transi¢do, sdo raros os representantes de S
camporum, sendo muito comum os exemplares de S ferrugineus, como destacado.

Ja S. pohlii, ocorrente no estrato arboreo de matas de brejo e ciliares, apresenta de 4 a
8 metros de altura. Contudo, é notavel sua abundancia no estrato inferior, desenvolvendo-se e
investindo a maior parte da sua biomassa principalmente no caule e pouco nos ramos,
indicando sua adaptacio as florestas paludosas. E interessante observar que mesmo plantas
maiores ndo florescem ou frutificam se muito sombreadas, fazendo-o apenas quando atingem
insolacdo plena, em alguma regido do bosque ou no estrato superior. Logo, pode ser
considerada tolerante a sombra, mas incrivelmente plastica.

Plantas tolerantes a sombra e aquelas dependentes da luz incidente direta, como ja
supra-descrito, sdo capazes de plasticidade fenotipica, indicando que os ajustes ndo sdo
necessariamente relacionados ao estado sucessional das espécies (TURNBULL, 1991;
POPMA et al., 1992). A plasticidade fenotipica pode ser essencial para sobrevivéncia em

ambientes variaveis e heterogéneos (GIANOLI, 2004). De fato, Spohlii germinadas a luz ou
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no escuro ¢ conduzidas em vaso sob irradidncia direta mostraram o6timo crescimento ¢
desenvolvimento no jardim experimental da Unesp de Rio Claro.

Apesar da aparente plasticidade de Styrax pohlii a luz, é ainda possivel que a
disponibilidade hidrica também explique sua ocorréncia destacada em matas ciliares ¢ de
brejo. Mas o fator edafico ndo pode ser subestimado, pois os solos desses habitats sdo

notavelmente ricos em matéria organica.

2. OBJETIVOS

Quantificar os teores de aglicares redutores (carboidratos livres totais) ¢ ndo redutores
(sacarose), e de amido foliar em individuos adultos de S. ferrugineus, S. camporum ¢ S. pohlii
durante a estagdo umida (fevereiro/2011), transi¢do para estacdo seca (maio/2011), estacdo
seca (agosto/2011) e o periodo de retomada das chuvas (outubro/2011). Para tal foi testada a
hipotese de que os referidos congéneres de Styrax alteram sazonalmente os teores de
carboidratos soluveis, sacarose e amido nas folhas, assim como seus valores de AFE.

Baseado nessa hipdtese, almejamos responder as seguintes questdes:

i) Qual espécie tem um desempenho mais modulado pela sazonalidade?
i) Em qual época do ano os congéneres apresentam significativa redugdo dos teores de
carboidratos?

iii) Existe correlagdo entre AFE e teores de carboidratos?

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo das areas experimentais

Folhas de S ferrugineus Nees & Mart. foram coletadas na Fazenda Sdo José da
Conquista (22°13” S e 47°53° W), na Rodovia Ayrton Senna, km 8 no municipio de Itirapina,
Estado de Sdo Paulo, que possui area preservada original de cerrado sensu stricto (s.tr.).

O fragmento de Cerraddo, onde foram coletadas folhas de S camporum Pohl.
encontra-se em area de 38,7 ha e situa-se no municipio de Corumbatai (22° 15" S e 47° 00’

W), Estado de S&o Paulo. A altitude varia de 880 m a 810 m.
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Folhas de S pohlii A. DC. foram coletadas de individuos adultos ocorrentes em um
fragmento de floresta paludosa (32 ha) localizada ao fundo da Escola Agricola Municipal de
Rio Claro (24° 00" S ¢ 47° 30" W), no distrito de Ajapi-SP.

As medidas de pluviosidade e temperatura obtidas durante a condu¢do dos
experimentos auxiliaram na caracterizagdo do clima da regido de Rio Claro no periodo de
estudo. A precipitagdo anual de chuva, em 2011, foi cerca de 1890 mm, tendo como extremos
Janeiro (> 500 mm) e Julho (< 1 mm). As temperaturas maxima ¢ minima, em 2011, foram

30.21 £ 2.55 (Janeiro) € 9.07 + 2.86 °C (Junho) respectivamente (Figura 1).
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Figural. Diagrama climatico da regido de Rio Claro — SP, abrangendo os trés fragmentos de
vegetacdo utilizados nos experimentos.

3.2 Material Vegetal

Foram utilizadas folhas maduras de plantas adultas de S. ferrugineus, S. camporum e
S pohlii dos fragmentos de vegetagdo supra-descritos para quantificacdo dos teores de
carboidratos (carboidratos soluveis, sacarose e amido) e determinacdo da AFE.

Visando contemplar todas as esta¢des climaticas (verdo, outono, inverno, primavera),
foram realizadas quatro coletas durante o ano de 2011, sendo elas em fevereiro, maio,
setembro e dezembro. Em cada estagdo foram coletadas 50 folhas por espécie provenientes de
cinco individuos adultos, em bom estado fitossanitario, distribuidas nos quatro pontos

cardeais da copa das arvores.
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Com o objetivo de complementar as analises dos teores de carboidratos, no més de
julho/2011 realizaram-se coletas de folhas e raizes em plantas adultas cultivadas em
recipientes plasticos com capacidade de 100L, no Jardim Experimental do Instituto de
biociéncias — Unesp — Rio Claro. Para tal, utilizamos 5 individuos de cada espécie.

As medidas de pluviosidade e temperatura obtidas durante a condu¢do dos
experimentos auxiliaram na caracterizagdo do clima da regido de Rio Claro no periodo de
estudo. A precipitagdo anual de chuva, em 2011, foi cerca de 1890 mm, tendo como extremos
Janeiro (> 500 mm) e Julho (< 1 mm). As temperaturas maxima e minima, em 2011, foram

30.21 £2.55 (Janeiro) € 9.07 + 2.86 °C (Junho) respectivamente (Figura 1).
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Figural. Diagrama climatico da regido de Rio Claro — SP, abrangendo os trés fragmentos de
vegetacdo utilizados nos experimentos.

3.3 Local das analises

A determinagdo da AFE foi realizada no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal, localizado
no Departamento de Botanica — Instituto de Biociéncias — campus Rio Claro. As extragdes e
analises dos teores de carboidratos foram feitas no Laboratdrio do Centro de Ecofisiologia ¢

Biofisica no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) — Campinas.
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3.4 Caracterizacdo da area foliar especifica

A AFE foi calculada a partir da razdo entre a area foliar (AF) (cm?) e massa seca (g)
das folhas (MSF) de cada individuo (AFE=AF/MSF) (PRIOR et al., 2005). Para determinagio
da AF foram utilizados 40 discos foliares com area conhecida por individuo. A massa seca foi
determinada pela secagem em estufa a 60 °C até o peso constante, em seguida pesou-se em
balanga analitica de precisdo. Os dados de AFE foram obtidos e calculados apds a primeira ¢ a

terceira coleta, no verdo e inverno, respectivamente.

3.5 Extracao e quantificacdo de carboidratos

As folhas foram secas em estufas de circulacdo de ar a 40°C por 96 horas até adquirir
massa seca constante e posteriormente foram trituradas em moinho de facas.

A obtencdo do extrato bruto para as analises de carboidratos soluveis e sacarose seguiu
o método de extragio MCW (BIELESK & TURNER, 1966). Nesta etapa, foram transferidas
75 mg de amostra para um tubo falcon contendo 3 mL de solucdo MCW (metanol,
cloroformio e agua na proporgdo 12:5:3 v/v) e armazenadas sob refrigeracdo por 2 a 3 dias
para a separagdo das 3 fases, obtidas pela adi¢do de cloroformio ¢ agua. O sobrenadante de
interesse foi coletado, transferido para um béquer e concentrado em banho-maria (50 °C),
onde houve a evaporacdo do metanol e residuos de cloroférmio. Os extratos foram entdo
armazenados em freezer (-20 °C) até o momento da quantificacdo.

O extrato bruto para a quantificacdo de amido foi obtido pelo método de extragdo
descrito por Amaral et al.,, (2007). Foram realizadas quatro extracdes para retirada de
agucares, pigmentos, fendis e outras substancias. O material seco foi colocado em tubos
eppendorf contendo 10 mg de amostra e 500 uL. de etanol 80% a 80 °C (banho-maria), 20
minutos. O precipitado foi seco em temperatura ambiente até a completa evaporagdo do
residuo de etanol. Foram adicionados 500 pL (120U mL™) de solu¢do a-amilase (EC 3.2.1.1)
termoestavel de Bacillus licheniformis (cod. E-ANAAM, MEGAZYME, Irlanda), diluida em
solucdo tampdo MOPS 10 mM e pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75 °C (em banho-
maria) por 30 minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes. Em seguida adicionou-se

500 pL (30U mL™") de solucdo de amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de Aspergillus Niger (céd.
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E-AMGPU, MEGAZYME, Irlanda) em tampdo acetato de sédio 100 mM e pH 4,5. As
amostras foram incubadas em banho maria a 50 °C por 30 minutos. Este procedimento foi
realizado duas vezes. Foram acrescentados, 100 uL de acido perclorico (HCIO4) 0,8 M para
parar a reacdo e precipitar proteinas, com isso, o extrato para dosagem do amido foi

armazenado em freezer para as proximas etapas.

3.5. 1 Determinacéo de carboidratos soluveis totais

A concentragdo de carboidratos soluveis totais foi determinada pelo método do fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Para a etapa de quantificagdo, adicionou-se em um tubo de
ensaio em duplicata: 10 uL de extrato, 490 uL de agua destilada, 500 uL de solu¢do de fenol 5
% e 2 mL de acido sulfurico (H2SOs4) concentrado. Agitou-se bem e apds resfriar, fez-se a
leitura de absorbancia em espectrofotdometro (Micronal, modelo B342I) a 490nm. As
concentracdes de aglicares soluveis foram calculadas a partir de uma curva-padrao
colorimétrica de glicose obtida com leituras da solugfo diluida 5, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 pg de

glicose.

3.5. 2 Determinacao de sacarose

A concentragdo de sacarose foi determinada pelo método descrito por Handel (1968) e
a dosagem colorimétrica feita pelo método do fenol-sulfurico. Em um tubo de ensaio
adicionou-se 15 uL de extrato, 485 pL de agua destilada e 500 uL de solu¢@o de hidroxido de
potassio (KOH) 30 %. Em seguida, depositou-se em banho-maria a 95°C, por 10 minutos.
Apds a retirada dos tubos, acrescentou-se 500 uL de solugdo de fenol 5% e 2 mL de acido
sulfarico (H>SO4) concentrado. Para finalizar, os tubos foram agitados e apos resfriar, fez-se a
leitura de absorbancia em espectrofotometro (Micronal, modelo B342I1) a 490 nm. As
concentracdes de sacarose foram calculadas a partir de uma curva-padrdo colorimétrica de

sacarose obtida com leituras da solu¢fo diluida 5, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 ug de sacarose.
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3.5. 3 Determinacgao de amido

Adicionou-se em tubos eppendorfs banhados em gelo: 10 uL de extrato, 40 puL de agua
destilada ¢ 750 pL do reagente glicose PAP Liquiform (Labtest Diagndstica S.A.) Os tubos
foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. O teor de amido foi determinado
utilizando um leitor de microplacas de ELISA (modelo EL307C, Bio-Tek Instruments,
Winooski, Vermont) em comprimento de onda de 490 nm. As concentragcdes de amido foram
calculadas a partir de uma curva-padrdo colorimétrica de amido obtida com leituras da

soluc¢do diluida 5, 10, 15, 25 e 30 pg de amido.

3. 6 Analise dos dados

Os resultado obtidos foram submetidos a analise varidncia ¢ as médias de cada espécie
em cada estacdo foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. As
correlagoes entre AFE versus teores de Amido, Carboidratos soluveis totais ¢ Sacarose foram
determinadas pelo teste de Spearman Rank a 5% de probabilidade. Ainda, as médias dos
diferentes orgdos de cada espécie cultivada no jardim experimental foram também

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. Resultados
4.1 Area foliar especifica (AFE)

A AFE medida na estagio umida apresentou-se elevada em S. Pohlii (175,55 cm?g” +
17,13) e S. Camporum (123,28 cm’g” + 21,38). Na estagdo seca, a maior AFE foi observada
para S pohlii (133,07 cm’g” £17,71) e S ferrugineus (126,28 cm’g™ + 16,54).

S ferrugineus apresentou seu maior valor de AFE na estagdo seca, tendo aumentado

sua AFE em aproximadamente 44 cng'l.
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Figura 2. Area foliar especifica de Styrax ferrugineus, S camporum e S. pohlii, medidas na
estacdo umida (fevereiro/2011) e seca (setembro/2011).

4.2 Carboidratos soltveis

As trés espécies alocaram de maneira diferente os carboidratos soluveis (CS) ao longo
das estacdes. Em maio (p>0,05) os valores foram semelhantes para as trés espécies. As trés
espécies apresentaram menores valores de CS em setembro e dezembro (p<0,05), sendo que
em setembro encontramos os menores valores para as trés espécies, mostrando que S
camporum foi superior em relagdo a S. ferrugineus e esta maior que S. pohlii. S, pohlii foi a
espécie que apresentou um maior decréscimo dos valores nas coletas de setembro e dezembro
em relagdo as outras espécies. Ja S. ferrugineus mostrou valores altos na coleta de fevereiro e

maio, com decréscimo em setembro, mas recuperando-se em dezembro (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo de carboidratos soliveis (mg g ') de folhas de Styrax ferrugineus, S
camporume S. pohlii.
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4.3 Sacarose

Os maiores valores de sacarose (Sac) foram obtidos no més de maio nas espécies S.
camporum e S. pohlii. Ja em S, ferrugineus foram maiores em fevereiro, com decréscimo em
maio e setembro, seguido de aumento significativo em dezembro. Em S, pohlii e S. camporum
os maiores valores de sacarose foram observados em fevereiro ¢ maio, com decréscimo em

setembro, sendo que em dezembro, novamente, houve aumento de valor de Sac. (Figura 4).

1 Fevereiro/2011

[ Maio/2011

[ Setembro/2011
40 c I Dezembro/2011

30 + ab

Sacarose (mg.g™)

S. ferrugineus S. camporum S. pohlii

Figura 4. Concentragdo de sacarose de folhas de Styrax ferrugineus, S camporume S. pohlii.
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4.4 Amido

As maiores concentragdes de amido das trés espécies foram observadas em fevereiro e
maio e comecaram a decair nas coletas de setembro e dezembro.

As concentragdes de amido em S. ferrugineus foram maiores em fevereiro e maio,
seguido de reducdo, porém com pouca variacdo em setembro e dezembro. Dentre as espécies
analisadas em dezembro, observamos que S ferrugineus apresentou a maior concentragdo de
amido. Para as outras espécies, as concentragdes decresceram continuamente sendo que a
concentragdo de amido em S. pohlii foi a menor entre as espécies, seguida de S. camporum e

S ferrugineus (Figura 5).
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Figura 5. Concentrag¢do de amido em folhas de Styrax ferrugineus, S. camporume S pohlii.
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4.5 Resultados complementares

Os resultados obtidos com as espécies mantidas no Jardim experimental — Instituto de
Biociéncias — Unesp — Rio Claro - SP, estdo apresentados de acordo com as analises dos
teores de carboidratos foliar e radicular de cada espécie.

Os valores de carboidratos soliveis foram semelhantes nas folhas das trés espécies, ja
nas raizes os teores foram semelhantes apenas entre S. ferrugineus (50,76 mg g’ +3,9) ¢ S
camporum, (46,46 mg g + 7,1) e o menor valor para S. pohlii (41,26 mg g + 11,2) (Figura
6).

Nas andlises de sacarose, tanto em folha como raiz, S. camporum apresentou maior
valor entre as espécies, ao contrario dos menores valores de S. pohlii para folha (28,67 mg g’
+2.9) e raiz (18,09 mg g + 0,9) (Figura 7). O amido alocado nas raizes apresentou-se em
maior concentra¢do do que nas folhas das trés espécies, sendo que em S ferrugineus e S.

camporum encontraram-se a maior variagdo entre esses orgaos (figura 8).
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Figura 6. Concentracdo de carboidratos soliiveis (mg g') de folhas e raizes de Styrax
ferrugineus, S camporum e S pohlii cultivadas no Jardim experimental — Instituto de
Biociéncias — UNESP — Rio Claro.
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Figura 7. Concentragio de sacarose (mg g') de folhas e raizes de Styrax ferrugineus, S.
camporum e S. pohlii cultivadas no Jardim experimental — Instituto de Biociéncias — UNESP
— Rio Claro.
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Figura 8. Concentra¢io de amido (mg g') de folhas e raizes de Styrax ferrugineus, S
camporum e S. pohlii cultivadas no Jardim experimental — Instituto de Biociéncias — UNESP
— Rio Claro.
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4.6 Correlacoes

Nao foram observadas correlagdes signficativas (p>0,05) entre AFE e concentracdes
de amido, carobidratos soluveis totais ¢ sacarose para nenhuma das espécies congenéricas

durante as estacdes umida e chuvosa (Tabela 1).

Tabela 1. Correlagdo de Spearman Rank entre area foliar especifica (AFE) e concentragdes
de amido, carboidratos soltveis totais ¢ sacarose em plantas de S. ferrugineus, S. camporum e
S pohlii nas estagdes imida ¢ seca de 2011.

Espécie Carboidrato AFE-umida* AFE-seca*

S ferrugineusAmido 0,99 0,55
Carboidratos Soluveis 0,21 -0,40
Sacarose -0,20 0,77

S. camporum Amido -0,60 0,49
Carboidratos Soluveis -0,75 0,73
Sacarose -0,86 0,02

S. pohlii Amido -0,77 0,62
Carboidratos Solaveis -0,17 0,20
Sacarose -0,62 0,03

*correlacdo ndo significativa pelo teste de Spearman Rank (p>0,05)

5. Discussao

Através dos resultados obtidos para o pardmetro AFE observamos que S. camporum
teve significativa reducdo da AFE da estacdo chuvosa para seca, com o menor valor de AFE
na estacdo seca dentre todas as espécies (Figura 1). Apresentar menor AFE na estagdo seca
tem sido considerado um fator favoravel para o balango hidrico das plantas do cerrado
(SOMAVILLA & GRACIANO-RIBEIRO, 2011; HOFFMANN, 2005, HABERMANN &
BRESSAN, 2011) e pode explicar a adaptacdo da espécic em um ambiente com as altas

irradiancias (HABERMANN et al., 2011; FRANCO et al., 2005) uma vez que permite altas
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taxas de assimilagdo de carbono por unidade de massa foliar (FRANCO et al., 2005). S
camporum, diferente das outras espécies, possui ampla distribuicdo no bioma. Veiga &
Habermann (2013) consideraram essa espécie com alto desempenho ecofisioldgico, que
favorece o ajuste do aparato fotossintético para amenizar os efeitos da seca e a menor AFE
pode contribuir para o desenvolvimento da planta.

Styrax pohlii apresentou maior AFE na estagdo seca em relagdo aos outros congéneres,
ndo ocorrendo uma reducdo significativa entre as estagdes como em S camporum.
Comportamento similar é observado em individuos jovens da mesma espécie que
apresentaram maior AFE do que a espécie S. ferrugineus apds seis meses de desenvolvimento,
aumentando esse pardmetro em ambientes sombreados; S pohlii tem predominancia em um
ambiente sombreado, e a espécie parece investir em maior AFE em matas paludosas, talvez
para crescimento rapido até o dossel (HABERMANN & BRESSAN, 2011).

Styrax ferrugineus ¢ uma espécie adaptada ao Cerrado S. Str. Na estagdo seca, sua AFE
aumentou em relacdo a estacdo umida. Embora isso seja contra-intuitivo (maior AFE esta
sempre relacionado com captacdo de luz e uso de recursos para crescimento e brotagfo, o que
normalmente ocorre na primavera/verdo), ¢ possivel que esse aumento possa alterar o
desempenho ecofisiologico da planta, que possui raizes profundas (HABERMANN &
BRESSAN, 2011) e assim escapar da deficiéncia hidrica sazonal; logo, maior AFE na estagéo
seca melhoraria os ganhos do balango de carbono.

Todos os tipos de carboidratos analisados neste trabalho apresentaram variacdo
sazonal nos congéneres. A correlacdo entre sazonalidade e teores de carboidratos tem sido
relatada em herbaceas do Cerrado. Estes estudos sugerem que ha maior acimulo de
carboidratos ndo estruturais em periodos onde a fotossintese torna-se reduzida (RIBEIRO,
2005). Vernonia herbaceae, espécie herbacea possui o acimulo de frutanos sendo este
carboidrato solivel considerado um osmorregulador, estimulando sua hidrdlise em periodos
com pouca disponibilidade hidrica (GARCIA, 2009). Entretanto, nossos dados indicam que
ndo houve acimulo de carboidratos soliveis e amido no periodo da seca, mas sugere que em
determinadas estagdes a producdo de carboidratos estruturais e de reserva podem variar entre
si, como observado para S. camporum e S. pohlli entre o inverno e primavera.

Styrax pohlii mostrou maiores concentragdes de carboidratos soluveis e sacarose no
verdo e outono, o que possivelmente deve ter favorecido maior contribuicdo dos carboidratos

estruturais no crescimento e desenvolvimento de caule, com vistas ao crescimento rapido em
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direcdo ao dossel (HABERMANN & BRESSAN, 2011). No periodo da seca, houve
diminui¢do na concentragdo de carboidratos soliveis e sacarose, o que pode ser atribuido a
menor atividade fotossintética e alto consumo energético. Ja a concentra¢do de amido foi alta
até o inverno, reduzindo significativamente na primavera. Tal reducdo seria um indicio de
realocacdo de carboidratos para a floragdo e rebrota, uma vez que estes contribuem como
fonte de energia para floracdo (KERBAUY, 2005).

Das trés espécies avaliadas no campo, S. ferrugineus foi a que mostrou menores
variagdes sazonais de amido foliar (Figura 5). Por outro lado, foi uma das espécies que
apresentou maior diminui¢do sazonal na concentragdo foliar de sacarose (Figura 4). Assim, a
manutengdo das reservas de amido foliares durante a estacdo seca, pode demonstrar que deve
ter havido manutencdo da atividade fotossintética nesta estagcdo e pouca remobilizagdo para
ajuste osmotico. De fato, num estudo comparativo entre as trés espécies quanto a performance
ecofisioldgica frente a deficiéncia hidrica, S. ferrugineus nao variou os valores de condutancia
estomadtica e transpiracdo, em relagdo as plantas irrigadas, durante 57 dias de deficiéncia
hidrica em vaso (VEIGA & HABERMANN, 2013). Logo, essa manuten¢do sazonal dos
valores foliares de amido em S ferrugineus pode representar mais um indicio da maior
adaptacdo dessa espécie as condigdes de seca sazonal no Cerrado S. Sir.

Correlacionando os dados de carboidratos com a AFE no inverno, particularmente S
ferrugineus teve maior AFE na seca e baixa concentragdo de carboidratos o que pode parecer
uma relacdo contraditdria, pois o déficit hidrico e as altas irradidncias como ocorre na estagio
seca podem causar uma reducdo na fotossintese (KANEGAE & FRANCO, 2000),
consequentemente a hipotese aceita seria a redu¢do da AFE juntamente com os teores de
carboidratos. Palhares (2010), categorizou Styrax ferrugineus como a espécie que tende a
aumentar E e reduzir a AFE na esta¢do seca em relagdo a esta¢do chuvosa. No entanto, nio
podemos desconsiderar que pode ser uma caracteristica intrinseca da espécie e a dinadmica
fotossintética pode suportar a assimilag@o de carbono nesta época.

Em relagdo a Styrax camporum a concentragdo de carboidratos soliveis, sacarose e
amido foram maiores no verdo e outono com reducdo no inverno. Na primavera esta espécie
aumentou a produgdo de carboidratos soliiveis e sacarose, mas nido de amido. Esta espécie
também mostrou o maior valor de AFE na estacdo chuvosa, corroborando a retomada da
captacdo de luz e investimento fotossintético. Assim, por ser sazonalmente plastica, o

conjunto de repostas de Styrax camporum parece indicar respostas que favorecem seu
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desenvolvimento e adaptacdo em situagdes distintas, o que corrobora sua ampla distribui¢do

nas diferentes fisionomias de Cerrado, como ja descrito por Nakajima & Monteiro (1987).

6. Conclusao

As variagOes climaticas sazonais no cerrado parecem moldar o fluxo de carboidratos
nos congéneres Styrax ferrugineus, S. camporum e S. pohlii. A baixa disponibilidade hidrica
na estacdo seca alterou o metabolismo de carboidratos soliveis ¢ o conteido de amido da
parte aérea, sobretudo para S. camporum e¢ S pohlii. Tais resultados sugerem que S
camporum e S. pohlii t€ém uma grande correlagdo no metabolismo de sacarose ¢ amido em
fungdo da sazonalidade. Ja S. ferrugineus bem adaptada ao Cerrado S. Str., mostrou menor
relagdo causal entre as estagdes e a concentragdo de amido na folha.

Ainda, os dados complementares destas espécies indicam grande parti¢io de
carboidratos para as raizes, sobretudo em S. ferrugineus, que de fato tem grande investimento
no sistema radicular (HABERMANN & BRESSAN, 2011).

As trés espécies também alteraram sua AFE, correspondendo com a sazonalidade e o
local de maior ocorréncia, uma vez que S. camporum e S. pohlii apresentaram menor AFE no
inverno. No entanto dados de S. ferrugineus indicam que no inverno suas folhas mantiveram o

alto indice de AFE, reforcando aproveitamento de luz mesmo na estagdo seca.
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