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Resumo

As espécies encontradas em ambientes propensos ao fogo apresentam caracteristicas
adaptativas tanto fisiologicas quanto anatdmicas e morfologicas. Tais adaptacdes garantem o
sucesso de sua sobrevivéncia. Bulbostylis paradoxa uma Cyperaceae da América do Sul,
apresenta uma forma vegetativa diferente das demais espécies do proprio género e chama
atencdo por seu rapido florescimento pds fogo. Tendo em vista tais caracteristicas marcantes,
0 presente estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas de
B. paradoxa e investigar alteracdes nos dias seguintes ao fogo, atraveés de comparacgdes entre
presenca e auséncia de fogo. Investigando a capacidade protetiva dos Orgdos e reservas
através de paradmetros morfofisiologicos e quantificando compostos ligados a reserva e
mobilizacdo destas, como amido, carboidratos soltveis, aminoacidos e proteinas. O material
foi coletado no Cerrado, na Reserva Natural Serra do Tombador, em Goiés. Foram coletados
individuos Controle (ndo queimados), 24 horas, 48 horas e 15 dias ap6s o fogo. Foram
amostrados para fisiologia e anatomia folha, caudex, raiz e flores. Para fisiologia foram
guantificados amido, aminodacidos, carboidratos solUveis e proteinas. Para anatomia, foram
confeccionadas laminas que foram coradas em Azul de Toluidina, e testes histoquimicos para
verificar outras substancias. Também foram feitas analises em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Das reservas quantificadas, observamos aumento de amido e carboidratos
com as queimas, em todas as partes da planta. Para os aminoacidos, observamos aumento na
concentracdo nas flores dos individuos queimados bianualmente 48h ap6s o fogo. E a
concentracdo de proteinas mostrou diminuicdo nas flores queimadas. Quanto a anatomia,
encontramos lignina nas folhas, em toda a epiderme e em uma das bainhas que envolvem o
feixe vascular, podendo indicar alta protecédo para o érgédo foliar. Foram encontrados gréos de
amido no parénquima das folhas, no parénquima do cilindro vascular do caudex e no periciclo
das raizes mais distantes do caudex. As substancias pécticas foram evidenciadas nas paredes
celulares da folha, do caudex e da raiz. E leves reacdes de proteinas foram detectadas nas
paredes celulares dos tecidos do caudex e raiz. Também foram observados compostos
fendlicos no caudex dentro cilindro vascular e nas células do cortex e de revestimento. E os
resultados obtidos com a MEV mostraram os estdmatos dispostos em fileira. Assim
concluimos que a queima causou alteracbes no metabolismo de reservas de B. paradoxa,

porém sua estrutura anatémica permaneceu intacta.

Palavras-chaves:  alteragbes = morfofisiologicas;  Cyperaceae;  fogo;  estruturas

morfoanatémicas; metabolismo vegetal.



Abstract

Species found in fire-prone environments have both physiological, anatomical and
morphological adaptive traits. Such adaptations ensure the success of their survival.
Bulbostylis paradoxa a Cyperaceae from South America presents a vegetative form that is
different from the other species of the genus and attract attention for its rapid flowering after
fire. In view of such remarkable traits, the present study aimed to analyze the anatomical and
physiological traits of B. paradoxa and investigate changes in the days following a precribed
fire, through comparisons between the presence and without fire. We investigated the
protective capacity of organs and reserves through morphophysiological parameters and
quantified compounds linked to their reserve and its mobilization, such as starch, soluble
carbohydrates, amino acids, and proteins accumulation. The sampling was performed in the in
the Cerrado, in the Serra do Tombador Nature Reserve, in Goias. Individuals were sample
under the following conditions: control, 24 hours, 48 hours and 15 days after fire. Leaf,
caudex, root and flower physiology and anatomy were examined. For physiology, starch,
amino acids, soluble carbohydrates and proteins were quantified. For anatomy, slides were
made and stained in Toluidine Blue, and histochemical tests were performed to check other
substances. Scanning Electron Microscopy (SEM) analyzes were also performed. For the
quantified reserves, we observed an increase in starch and carbohydrates with burning, in all
parts of the plant. For amino acids, we observed an increase in the concentration in the
flowers of individuals burned biannually 48h after fire. And the protein concentration showed
a decrease in burned flowers. For anatomy, we found lignin in the leaves, throughout the
epidermis and in one of the vascular bundle sheaths, which may indicate high protection for
the leaf organ. Starch grains were found in the parenchyma of leaves, in the parenchyma of
the vascular cylinder of the caudex and in the pericycle of the roots farthest from the caudex.
Pectic substances were evidenced in the cell walls of the leaf, the caudex and the root.
Phenolic compounds were also observed in the caudex within the vascular cylinder and in the
cortex and coating cells. And the results obtained with the SEM showed the stomata arranged
in line. We concluded that the burning caused alterations in the metabolism of reserves of B.

paradoxa, but its anatomical structure remained intact.

Key words: Cyperaceae; fire; morphoanatomical structures; morphophysiological changes;

plant metabolism.
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Introducao geral
O Cerrado esta localizado majoritariamente no Planalto Central do Brasil, com 2

milhdes de km? abrangendo 11 estados brasileiros (SILVA et al, 2008), com o clima marcado
por invernos secos de abril a setembro e verdes chuvosos de outubro a marco (SILVA et al,
2008, WALTER et al, 2008). Tal ambiente também apresenta grande variabilidade de
vegetacdo (RIZZINI, 1997), tendo 11 tipos principais como, formacGes florestais (Mata
Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), savanicas (Cerrado sentido restrito, Parque de
Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres (Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre)
(RIBEIRO; WALTER 2008). O estrato rasteiro do Cerrado se difere em altura e espagamento,
e tais fatores estdo ligados intimamente ao tempo decorrido desde a ultima queima
(GOODLAND, 1979). Nos subarbustos a parte aérea se caracteriza por ser fortemente

lignificada e suas bases caulinares perenes (RIZZINI, 1997).

Simon et al. (2009), ressalta a ideia de que o fogo no Cerrado tenha funcionado ao
longo de milhdes de anos, como um agente evolutivo para as espécies. Ocorrendo
caracteristicas reprodutivas relacionadas ao fogo ao longo dos ultimos 110 milhdes de anos
(LAMONT; HE 2017). E provavelmente a casca espessa, as brotagdes em 6rgaos lenhosos
subterraneos (tais como xilopodios), ramos espessos e folhas agrupadas préximas ao apice na
parte aérea sejam adaptacbes ao fogo (SIMON et al., 2009). Uma das estratégias de
sobrevivéncia ao fogo ocorre por meio de protecdo das gemas pela casca espessa da arvore,
permitindo ao vegetal a capacidade de rebrotar em areas mais altas no dossel (CHARLES-
DOMINIQUE, et al. 2015). Ja os xilopddios de plantas lenhosas e os rizomas de herbaceas
armazenam gemas abaixo do solo onde estdo protegidas do fogo (CLARKE, et al 2013). Nas
espécies do Cerrado Lantana montevidensis, Stylosanthes capitata, Vernonia grandiflora e
Wedelia glauca as gemas axilares comecam seu desenvolvimento 10 dias apds a queima, e
entre 15 e 20 dias ja sdo visiveis seus eixos florais e o fogo favorece o florescimento e a
dispersdo de frutos e sementes (COUTINHO, 1976). Além disso, o fogo favorece a
reproducdo sexuada de espécies do estrato herbaceo-subarbustivo, promovendo a deiscéncia e
/ ou abertura dos frutos e infrutescéncias, causando a liberagdo das sementes garantindo assim
a sobrevivéncia e germinacdo (COUTINHO, 1977).

E além das adaptagdes morfologicas as plantas também utilizam reservas de amido nas
raizes como a arbdrea, Dalbergia miscolobium para rebrotarem pés distarbio (Barbosa et al,
2014). E assim a rebrota apds o fogo se da com a jungéo da disponibilidade de gemas viaveis,

seu nivel de protecéo e disponibilidade de recursos (CLARKE, et al 2013).
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Dentre essas espécies que resistem ao fogo, estd Bulbostylis paradoxa, (Spreng.)
Lindm., uma espécie que apresenta um conjunto de bainhas longamente persistentes que
funcionam como isolante térmico e resistentes ao fogo (RIZZINI, 1997) e que curiosamente
apresenta rapido florescimento apés a queima (LONGHI-WAGNER; ARAUJO, 2014;
MUNHOZ; FELFILI ,2005). Segundo Fidelis et al, (2019), é muito fécil de identificar B.
paradoxa apds as queimadas pois o caule carbonizado encontra-se coroado por flores. Tais
observacOes despertaram nosso interesse sobre qual seria sua dindmica morfofisiologica de

floracéo.

Objetivos gerais
O presente estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas anatdmicas e
fisiolégicas de Bulbostylis paradoxa que expliguem o florescimento da espécie apds a

passagem do fogo, através de comparacOes entre presenca e auséncia deste:

-Investigando a capacidade protetiva do caudex, das folhas e das raizes através de

parametros morfoanatémicos;

-Quantificando compostos ligados a reserva e mobilizacdo desta, como amido,

carboidratos soltveis, aminoacidos e proteinas.

Delineamento Experimental

Area de estudos e coleta de material botanico

O material foi coletado na Reserva Natural Serra do Tombador (RNST), que é uma
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), pertencente a Fundacdo Grupo Boticario
de Protecdo a Natureza. A RNST esta localizada em Cavalcante (Goias, 47° 45°-51’W e 13°
35°-38’S, altitude 560 a 1.118m). A RNST possui 8.900 ha de 4rea e atualmente representa a
maior RPPN de Cerrado no Brasil. O clima é tropical, com precipitacdo anual média entre
1300 e 1500 mm e temperaturas médias maximas até 36°C e minimas entre <15°C
(FUNDACAO GRUPO BOTICARIO, 2011). A vegetacio é bastante variada, composta por
campo limpo, campo sujo, cerrado rupestre, cerrado sensu stricto, veredas, além de areas com
florestas de vale (AER, 2009).

Foram amostrados individuos de Bulbostylis paradoxa (Spreng.) Lindm. em parcelas
estabelecidas de 30x30 m. As parcelas de queimas experimentais foram estabelecidas em
2013, em uma area de campo sujo que foi queimada em 2011. Desta maneira, ha parcelas que

sdo queimadas bienalmente e anualmente desde 2013 e parcelas excluidas do fogo desde 2011
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(para mais detalhes confira Fidelis et al. 2019). No total foram 12 parcelas neste estudo: 4
parcelas controle (exclusdo de fogo), 4 parcelas bianuais e 4 parcelas anuais.
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CAPITULO |
COMO O FOGO AFETA A DINAMICA DE ARMAZENAMENTO DE RESERVAS
EM BULBOSTYLIS PARADOXA (SPRENG.) LINDM (CYPERACEAE)?

Resumo

As reservas de carboidratos, sdo uma importante estratégia para a sobrevivéncia das plantas a
disturbios. Portanto, estudar os diferentes 6rgdos de armazenamento e tipos de reservas
auxilia na compreensdo do comportamento e dindmica de plantas singulares como Bulbostylis
paradoxa, que apresenta florescimento desencadeado pelo fogo. O objetivo do presente
estudo foi mensurar as reservas da planta nos dias subsequentes ao distdrbio e quais
carboidratos estdo mais disponiveis para seu uso, detalhando sua resposta fisiologica a
frequéncia de fogo e ao passar dos dias. N6s medimos as concentracbes de amido,
aminoéacidos, carboidratos solGveis totais e proteinas soltveis nas folhas, flores e caudex de B.
paradoxa. As condicdes avaliadas foram frequéncia de fogo anual e bianual, excluséo de fogo
(controle) e tempo apds o fogo de 48 horas e 15 dias. As concentra¢des de amido aumentaram
em ambas as frequéncias de fogo em todas as partes da planta, assim como aconteceu com as
concentracdes de carboidratos. Nos aminoacidos observamos aumento na concentracdo das
flores dos individuos queimados bianualmente 48h apds o fogo. E a concentracdo de proteinas
diminuiu nas flores queimadas. Além disso, as duas frequéncias de queima e os dias

subsequentes ao fogo podem interferir no armazenamento de tais reservas.

Palavras-chave: amido; aminoacidos; carboidratos; cerrado; florescimento; fogo; proteinas;

reservas.
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1- Introducgéo

A capacidade das plantas de se regenerarem diante de disturbios distintos pode estar
em suas formas de armazenar reservas, onde as concentragdes podem variar de acordo com o
orgdo e a funcdo do mesmo (OLANO et al., 2006; MORAES et al., 2016). Tais reservas sdo
essenciais para garantir o desenvolvimento dos organismos e auxiliar em eventos ambientais
graves (CANADELL; LOPEZ-SORIA, 1998; SCHUTZ et al., 2009; PALACIO et al., 2014).
Em condi¢cBes normais de desenvolvimento, as plantas utilizam essas reservas para
florescimento e frutificacdo, no entanto quando ocorre uma perturbacao antes desse periodo, a
planta pode aumentar o armazenamento resguardando as reservas, e direcionando-as para
outros fins (KLIMESOVA et al., 2017), como a rebrota (JANECEK et al., 2015).
Normalmente os 6rgdos subterraneos sdo os principais locais de armazenamento de reservas
das plantas susceptiveis a perturbacdes (de Moraes et al., 2016) e investir em tais sistemas

pode possibilitar maior sucesso na rebrota (HOFFMANN et al., 2003).

Os carboidratos ndo estruturais como amido e acucares, além de outros compostos de
carbono como lipidios e proteinas, podem ser decisivos em eventos adversos (PALACIO et
al., 2014), como o fogo (CANADELL; LOPEZ-SORIA, 1998; OLANO et al., 2006;
BOWEN ; PATE, 1993; BELL et al., 1996), varia¢Ges sazonais (KHANIZADEH et al., 1989;
PALACIO et al., 2007; PALACIO et al., 2008), desfolha (ATKINSON et al., 2014),
herbivoria (MACHADO et al., 2013), frio intenso (STOLLER; WEBER, 1975) e também

variagdes na temperatura do solo (DONG et al., 2001).

No Cerrado o amido apresenta ampla ocorréncia, sendo encontrado em diversas
familias botanicas como Apiaceae, Apocynaceae, Eriocaulaceae, Lamiaceae, Verbenaceae,
Orchidaceae (OLIVEIRA JOAQUIM et al., 2018) e em Iridaceae que além de amido,
apresenta glicose, frutose, sacarose, maltose e rafinose (ALMEIDA et al., 2015) sendo este
ultimo carboidrato presente também nas Velloziaceae, juntamente com estaquiose e
verbascose (OLIVEIRA JOAQUIM et al., 2018). Glicose livre, sacarose e malto-
oligossacarideos também s&o comumente encontrados em Poaceae (MORAES et al., 2016).
Enquanto as frutoses sdo tidas como o principal carboidrato de reserva em Amaranthaceae e
Asteraceae (OLIVEIRA JOAQUIM et al., 2018).

O fogo € um evento ambiental caracteristico de florestas boreais, bosques de eucalipto,
arbustos, pastagens e savanas (BOND; KEELEY 2005). No Cerrado ele pode favorecer a

reproducdo sexuada de forma a proporcionar a disseminagcdo e abertura dos frutos no
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ambiente (COUTINHO, 1977). Outro efeito decorrente desse disturbio é o estimulo a floracéo
(COUTINHO, 1976) que ocorre h& pelo menos 65 milhdes de anos (LAMONT; HE, 2017).
Cyperaceae africanas do género Cyperus sobrevivem ao fogo apresentando floracdo em
algumas semanas apds 0 mesmo, pois seus bulbos praticamente lenhosos e as escamas duras
conferem alta protecdo as suas reservas de agua (MEDWECKA-KORNAS; KORNAS, 1985).
Bulbostylis paradoxa (Spreng.) Lindm. sinbnimo de Scirpus paradoxus (Spreng.) Boeckeler
(THE PLANT LIST, 2013) é uma curiosa espécie apresentando brotamentos curtos,
envolvidos por fragmentos folidceos, com hébito solitario e raro (WARMING; FERRI, 1973),
cujo florescimento é desencadeado pelo fogo (LONGHI-WAGNER; ARAUJO, 2014;
MUNHOZ; FELFILI, 2005). Seu caudex é encontrado totalmente carbonizado e coroado por
flores apenas 24 horas depois do fogo (FIDELIS et al., 2019), e sua estrutura espessa pode ter
a funcao de reproducdo vegetativa e também de armazenamento de reservas (RODRIGUES;
ESTELITA, 2009).

Portanto, as informacgfes sobre carboidratos sollUveis em conjunto com estudos
morfologicos, ecoldgicos e metabolicos contribuem para a compreensdo dos mecanismos que
garantem a coexisténcia e permanéncia de espécies herbaceas em savanas neotropicais (
MORAES et al., 2016). Alguns estudos apontam relagfes entre o aumento de carboidratos
ndo estruturais e a rebrota, como o aumento das concentracbes de amido e a rebrota de
espécies de arbustos do mediterraneo (PALACIO et al., 2007). Também ja foram descritos
armazenamento de amido nas root-crown em ecossistemas propensos ao fogo (Pausas et al.,
2018) e em Acacia karroo que utiliza suas reservas do composto para rebrotar apds a queima
em savanas (SCHUTZ et al., 2009). Outros carboidratos relacionados a rebrota sdo por
exemplo os frutanos do tipo inulina normalmente encontrados nas Asteraceae e o tipo levano
nas Amaranthaceae (MORAES et al., 2016), e que também estdo presentes nas ervas de
ambientes com baixas temperaturas (PAUSAS et al., 2018).

Dessa forma pretendemos avaliar os efeitos do fogo nas reservas de B. paradoxa, em
relacdo & duas frequéncias de fogo e ao tipo e quantidade de reservas. Optamos por separar as
partes da planta em folhas (para individuos controle) e flores (para individuos queimados) e 0
caudex em &pice, meio e base, pois a divisdo nos possibilita detectar possiveis diferengas na
composicdo das reservas e assim detalhar a quantidade dos compostos. Nossa primeira
hipdtese é que o fogo pode alterar o estoque de reservas de B. paradoxa, uma vez que ele
proporciona o florescimento dos individuos queimados enquanto os controles ndo florescem e

assim essas reservas poderiam diferenciar quantitativamente entre 0s queimados e néo
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queimados. Segundo, acreditamos que ocorram diferencas entre os tratamentos de fogo, ja que
existe um intervalo de tempo maior entre as queimas bianuais em comparagcdo com as
gueimas anuais e talvez este intervalo possibilite maior armazenamento das reservas nas
plantas queimadas bianualmente do que nas anuais que dispGe de menos tempo para recuperar
suas reservas. E nossa terceira e ultima hipotese é que as reservas de B. paradoxa diminuam

nos dias subsequentes ao fogo, devido ao uso das mesmas nos primeiros dias apds a queima.

2- Materiais e métodos

2.1- Area de estudos e coleta de material botanico

O material foi coletado na Reserva Natural Serra do Tombador (RNST), que é uma
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), pertencente a Fundacdo Grupo Boticario
de Protecdo a Natureza. A RNST esta localizada em Cavalcante (Goias, 47° 45°-51°W ¢ 13°
35°-38’S, altitude 560 a 1.118m). A RNST possui 8.900 ha de area e atualmente representa a
maior RPPN de Cerrado no Brasil. O clima é tropical, com precipitacdo anual média entre
1300 e 1500 mm e temperaturas médias maximas até 36°C e minimas entre <15°C
(FUNDACAO GRUPO BOTICARIO, 2011). A vegetacio é bastante variada, composta por
campo limpo, campo sujo, cerrado rupestre, cerrado sensu stricto, veredas, além de areas com
florestas de vale (AER, 2009).

Foram amostrados individuos de Bulbostylis paradoxa (Spreng.) Lindm. em parcelas
estabelecidas de 30x30 m. As parcelas de queimas experimentais foram estabelecidas em
2013, em uma area de campo sujo que foi queimada em 2011. Desta maneira, ha parcelas que
sdo queimadas bienalmente e anualmente desde 2013 e parcelas excluidas do fogo desde 2011
(para mais detalhes confira FIDELIS et al. 2019).

O presente estudo conta com o total de 12 parcelas. Os individuos foram amostrados

no més de julho e agosto de 2017, durante a estacdo seca (Tabela 1).
2.2- Extracao e Quantificacdo de Amido, Aminoéacidos, Carboidratos soluveis e Proteina.

Em campo os individuos foram coletados e armazenados em sacos de papel, mantidos
dentro de bolsas térmicas, permanecendo assim por aproximadamente uma semana até chegar
ao laboratorio. As amostras foram secas em estufa a temperatura de 60 °C, por 72 horas.
Posteriormente, para analisar melhor a planta, separamos o material em folhas (controle),
flores (queimados) e dividimos o caudex em trés partes para melhor analise: apice (1), meio
(2) e base (3), como podemos observar na figura. 1. Em seguida todas as amostras foram

moidas separadamente em moinho de facas.
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Os compostos de reserva foram extraidos sequencialmente. Aminoacidos e
carboidratos solUveis foram extraidos segundo Bieleski e Turner, (1966) utilizando-se a
solucdo de MCW (metanol 60%: cloroformio 25%: &gua 15%) para compostos
hidrossollveis. Proteinas sollveis totais foram extraidas utilizando 0.1 M NaOH. Amido

hidrolisado foi extraido de acordo com Yemm e Willis, (1954).

Aminoacidos totais soltveis (YEMM et al., 1955) e carboidratos soliveis (UMBREIT
et al., 1957), bem como o amido hidrolisado, foram quantificados tendo como padrdo de
referéncia leucina e glicose, respectivamente. Proteinas totais soluveis (Bradford, 1976) foram
quantificadas tendo como padréo BSA.

2.3- Andlises estatisticas

Aplicamos modelos lineares generalizados (GLM) para analisar diferencas para cada
uma das variaveis de resposta. Portanto, consideramos cada uma das 4 partes da planta, como
variaveis, dessa forma (Amido: folha/flores, apice, meio e base; Aminoéacidos: folha/flores,
apice, meio e base; Carboidratos: folha/flores, apice, meio e base; Proteinas: folha/flores,
apice, meio e base) dentro de tratamentos e tempos (controle, anual 48h, anual 15d, bianual
48h e bianual 15d). Consideramos tratamento e tempo como fatores fixos. As analises
estatisticas foram feitas separadamente para cada composto, no ambiente R (R Core Team,
2018) utilizando o pacote Ismeans (LENTH, 2016).

3- Resultados

Neste estudo a divisdo do corpo da planta em trés partes e a analise das folhas (controle) e
flores (queimados) possibilitou observar diferengas nos teores das reservas em cada uma das
partes para cada um dos tratamentos (controle, queima anual e queima bianual) e também nos

tempos (48 horas e 15 dias apés o fogo).

Para o amido a comparacdo do controle com as queimas, mostrou que os teores desta
reserva aumentaram significativamente com a passagem do fogo em todas as partes da planta
(Fig.2a). Além disso, de forma geral as concentragcdes sdo maiores na queima bianual do que
na queima anual e as concentracGes de amido 48 horas ap6s o fogo aumentam muito e
declinam com o tempo depois de 15 dias, mas ainda assim, ndo apresentam as mesmas
concentragfes do controle. Dentro da varidvel folha/flor, foi possivel observar que o
tratamento bianual no tempo de 48 horas ap6s queima apresenta maior quantidade deste
composto em relagdo a todos os outros (Fig.2a). O mesmo também foi observado no apice de

B. paradoxa, que apresenta maior quantidade de amido na queima bianual no tempo de 48
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horas apds o fogo (Fig.2a). Na regido mediana, o teor de amido € maior na queima bianual no
tempo de 48 horas, sendo semelhante ao teor encontrado no tempo de 15 dias da mesma
qgueima e também ao tempo de 48 horas na queima anual (Fig.2a). E na base do caudex
encontramos maior teor de amido na queima anual 48 horas, tendo valores semelhantes aos

encontrados 15 dias na mesma queima e 48 horas da queima bianual (Fig.2a).

Em relacdo aos aminoacidos observamos aumento significativo de seus teores nas
flores da queima bianual 48 horas apos o fogo (Fig.2b). Na regido mediana seus teores foram
maiores 48 horas ap6s a queima em ambas as frequéncias de fogo. E no apice e na base de B.
paradoxa, os teores foram iguais para todos os tratamentos e tempos apds a queima (Fig.2b).

A composicdo de carboidratos sollveis mostra maiores concentracdes na queima
anual, tanto em 48 horas quanto em 15 dias ap6s o fogo e também na queima bianual 48 horas
(Fig.2c). Além disso, o tratamento de queima bianual ap6s 48 horas também mostrou maiores
concentracdes de carboidratos nas regides apical e mediana dos individuos (Fig.2c). E na
regido basal as concentracfes de carboidratos foram significativamente maiores em todos os
individuos queimados, mostrando a mesma tendéncia de resposta das demais reservas para

ambos 0s tratamentos.

As proteinas mostraram comportamento diferente dos outros compostos. Em resposta
ao fogo ndo ocorreram mudancas significativas em sua composicdo nas partes apicais,
mediana e basal (Fig.2d). A Gnica excecdo foi observada nas folhas e flores, onde as folhas
dos individuos controle apresentaram maiores teores de proteina, quando comparadas as
flores dos individuos queimados bianualmente 15 dias e queimados anualmente 48 horas e 15
dias (Fig.2d).

E por ultimo € interessante destacar as diferencas observadas ao decorrer dos dias apds
a queima. Na queima anual, ndo encontramos diferencas de aumento ou diminui¢cdo dos
compostos de reserva, entre os individuos coletados 48 horas e 15 dias apds o fogo
(Fig.2a.b.c.d). No entanto, na queima bianual encontramos diferencas significativas entre 48
horas e 15 dias, principalmente nas flores para todos os compostos, exceto proteinas e

tambem no apice para as reservas de amido e carboidratos (Fig.2a.b.c.d).

4- Discusséo
A dindmica de armazenamento de reservas pode variar de acordo com a espécie, 0
ambiente e o tipo de perturbacdo a qual a planta é exposta. Entretanto, nem todos os tipos de

perturbacBes alteram o armazenamento de reservas (KLIMESOVA et al., 2017). Contudo,
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carboidratos ndo estruturais diminuem em individuos ap6s distirbios (JANECEK et al., 2015)
provocados pelo corte por exemplo (CANADELL; LOPEZ-SORIA, 1998). Outro tipo de
perturbacdo como a desfolha, diminui imediatamente as concentracdes de carboidratos em
espécies com alta taxa de crescimento, enquanto as espécies de crescimento lento ndo sofrem
tal alteragdo (ATKINSON et al., 2014). Em alguns casos de perturbac¢des de fogo, a espécie
demora um ano para recuperar suas reservas iniciais de amido (SCHUTZ et al., 2009), ou até
mesmo 2 anos (MIYANISHI; KELLMAN, 1986).

Em Cyperaceae a incidéncia do fogo pode regular o crescimento e a floracdo de
espécies (MEDWECKA-KORNAS; KORNAS, 1985). Neste estudo, a perturbacio do fogo
aumentou as concentracdes de amido, aminoacidos e carboidratos, menos as concentracGes de
proteinas. Assim como foi observado em Cyperus esculentus L. (Cyperaceae), que aumentou
as concentracbes de carboidratos como amido, aglUcar e lipidios em resposta ao frio,
apresentando maior resisténcia (STOLLER; WEBER, 1975). Talvez o aumento desses

compostos descritos acima para B. paradoxa, indiquem resisténcia ao distarbio do fogo.

Outro ponto importante € a frequéncia da perturbagdo, onde é possivel que a maior
frequéncia de perturbacdo permita que a planta recupere suas reservas, mas nao o contetido
total (Striker et al., 2011). A perturbacdo pode auxiliar na diversidade de espécies da
comunidade, porém para recuperacdo das reservas é necessario o intervalo de tempo (OLANO
et al.,, 2006; THOM; SEIDL, 2016), ou menores intensidades, para garantir rebrota
(CALDWELL et al., 1981). A perturbacéo pelo fogo neste estudo aumentou as concentragdes
da maioria dos compostos de reserva, no entanto, foram encontradas algumas diferencas entre
as gueimas anuais e bianuais. Essas diferencas, referentes ao aumento dos teores dos
compostos, estdo mais acentuadas nos individuos coletados 48 horas apds o fogo na queima
bianual, no amido nas flores e no apice (Fig.2a), nos aminoacidos nas flores (Fig.2b), nos
carboidratos no apice (Fig.2.c) e nas proteinas nas flores (Fig.2.d). O que pode indicar que a
frequéncia anual de queima tenha uma tendéncia a diminuir as concentracGes desses

compostos em relacdo a frequéncia bianual.

Algumas espécies de Cyperaceae estocam reservas em seus tubérculos, como Cyperus
esculentus L. var. sativus que armazena amido (TURESSON et al., 2010), e também Scirpus
planiculmis que ampliam a capacidade de estocar reservas nos tubérculos para sobreviver
apos uma perturbacdo (NING et al., 2014). No entanto a estrutura do corpo de B. paradoxa é

diferente e seu corpo ndo obtém protecdo do solo como os tubérculos, dessa forma ao sofrer o
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disturbio do fogo, ela mobiliza seus compostos de reservas principalmente na parte apical que

consequentemente sdo utilizados para florescer.

A quebra do amido produz compostos de baixo peso molecular que auxiliam no ajuste
osmatico contribuindo para manutencdo do turgor nas folhas e raizes de espécies que passam
por estresse hidrico (CHAVES, 1991, GALVEZ et al., 2011). Portanto, é possivel que o
aumento dos teores de amido imediatamente 48 horas apds o fogo, tanto na queima bianual
nas flores e apice, quanto no apice da queima anual (mesmo sendo menor que bianual, ainda
assim é maior que no controle), estejam relacionados ao ajuste osmotico de B. paradoxa em
resposta ao fogo. Além disso, na queima bianual observamos a queda das concentracdes de
alguns compostos principalmente nas flores e no apice com o passar de 48 horas para 15 dias
do fogo. A queda das concentracdes de reservas como agucar € normal com o passar dos dias
do crescimento em C. esculentus L. (Cyperaceae), no entanto o amido acumula continuamente
(TURESSON et al., 2010). Dessa forma, a queda das concentracfes de B. paradoxa 15 dias

apos o fogo pode indicar seu uso para o florescimento imediato apos o fogo.

E sobre a concentracdo de aminoacidos, € interessante ressaltar o aumento do acumulo
nas flores em 48 h na queima bianual e o decréscimo aos 15 d. Aminoacidos ja foram
descritos como importante estimulo de florescimento (CORBESIER et al., 2001). Prolina por
exemplo, atua na transicao floral e arquitetura da inflorescéncia (KAVI KISHOR et al, 2015).
Contudo, observamos que os aminoacidos na queima anual ndo aumentam em relacdo ao
controle, indicando que tal queima ndo altere as concentragdes desse composto. Portanto, para
responder de forma clara se os aminoacidos estdo envolvidos no estimulo a floracdo de B.
paradoxa é necessario observar os resultados de individuos coletados 24 apds o fogo (ainda

ndo publicados).

5- Conclusoes

O fogo € um importante agente de florescimento de Bulbostylis paradoxa, ele altera a
quantidade de reservas no corpo da planta em praticamente todos os compostos avaliados
neste estudo. A frequéncia de fogo interfere na quantidade de reservas e dessa forma, na
gueima bianual as reservas sdo maiores em praticamente todas as partes da planta. Além
disso, essas reservas sdo mobilizadas imediatamente para o florescimento ao passo que nos
dias subsequentes elas vdo se esgotando. A dindmica de particdo de compostos nos
possibilitou investigar detalhadamente o conteldo dessas reservas, que auxiliam essa

fenologia t&o Unica de nossa espécie.
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6- Figuras e tabelas

Figural. Bulbostylis paradoxa em campo na Reserva Natural Serra do Tombador, (a)
controle, (b) queimado - 48h, (c) queimado - 15 dias. As linhas correspondem as subdivisdes
realizadas no caudex das plantas para o estudo detalhado da fisiologia. 1- apice, 2- regido
mediana e 3- base. Setas indicam as folhas nos individuos controle e flores nos individuos

queimados.

Fonte: Propria autora.
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Tabelal. Planejamento do experimento e coletas de Bulbostylis paradoxa no Cerrado.
Numero de parcelas, regime de queima, Ultimo fogo, registro do fogo, nimero de eventos de
fogo, nimero de individuos coletados por parcelas e total de individuos coletados por controle

e frequéncias de fogo (anual e bianual) e tempos ap6s o fogo (48 horas e 15 dias).

_ . Registro  N°de _ Total Ind.
N° Regime de  Ultimo fogo N° ind. por
] de fogo  eventos Coletados por
parcelas queima (ano) parcela
(ano) de fogo tempo

4 Controle 2011 2011 - 1 4
48h 15d

2013

4 Bianual 2017 2015 3 1 4 4
2017
2013
2014

4 Anual 2017 2015 ) 1 4 4
2016
2017

Fonte: Prépria autora
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Figura 2. Concentracfes (média + erro padrdo) das reservas de (a) Amido, (b) Aminoéacidos,
(c) Carboidratos soluveis e (d) Proteinas, nas folhas/flores, apice, meio e base do caudex de
Bulbostylis paradoxa. Submetidos aos tratamentos, Controle, Fogo anual (coletados 48 horas
e 15 dias apds a queima) e fogo bianual (coletados 48 horas e 15 dias apds a queima). As
letras minusculas representam diferencas significativas para cada uma das partes em cada um

dos tratamentos e ao longo dos dias de coleta dos individuos queimados (p < 0,05).
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) _ CAPITULOII )
DESCRICOES MORFOANATOMICAS DAS ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA

DE BULBOSTYLIS PARADOXA ASSOCIADAS AO SEU RAPIDO
FLORESCIMENTO NO POS FOGO

Resumo

Bulbostylis paradoxa é uma espécie com habito e fenologia relacionados ao fogo. O fato de
florescer rapidamente apds o fogo desperta curiosidade sobre sua estrutura anatdmica que lhe
permite sobreviver diante tal distirbio. O objetivo deste estudo foi descrever a anatomia e
morfologia dos érgdos vegetativos de B. paradoxa, evidenciando caracteristicas anatémicas
relacionadas a sua sobrevivéncia e associadas ao seu rapido florescimento po6s fogo. O
material foi coletado na Reserva Natural Serra do Tombador (RNST, Cavalcante, Goias). As
amostras foram fixadas em FAA 70%, desidratadas em série etilica e incluidas em historesina.
As laminas foram entdo coradas em Azul de Toluidina e realizados testes histoquimicos. E
também foram feitas analises na Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Dentre os
resultados obtidos nas folhas é importante ressaltar a presenca de paredes celulares
lignificadas na epiderme e nas células acessérias a ela, além de células com paredes
lignificadas presentes nas bainhas dos feixes vasculares, o que indica tecidos que
proporcionam resisténcia e prote¢do. Quanto aos testes histoquimicos, observamos a presenca
de grdos de amido e substancias pécticas em todos os Orgdos vegetativos. Compostos
fenolicos foram verificados em células apenas no caudex. O fogo, apesar de consumir as
folhas, ndo causou nenhum dano aos tecidos das raizes e do caudex. Todos esses resultados
mostram que B. paradoxa é uma planta com caracteristicas anatbmicas adaptativas em relacdo

ao fogo que lhe permitem ndo sé sobreviver como também florescer diante a esse distdrbio.

Palavras chave: amido; caudex; compostos fendlicos; fogo; monocotiledénea
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1- Introducgéo

A familia Cyperaceae apresenta 110 géneros e 5.784 espécies (THE PLANT LIST
2013). No Brasil a familia apresenta 42 géneros e 678 espéecies 0 que representa 40% dos
géneros e 20% das espécies do mundo (ALVES et al.,, 2009). Sdo ervas geralmente
rizomatosas, com inflorescéncias em arranjos de espiguetas e com frutos do tipo aquénio
(JUDD et al., 2009). Podem ser encontradas em diferentes habitats, como afloramentos
rochosos (ARRUDA; NEVES 2005), lagos temporarios no semiarido (LEITE et al., 2012),
em ambientes frios e ou ambientes quentes (UENO; TAKEDA, 1992). Algumas também
ocorrem em campos rupestres, associadas a solos arenosos quartziticos como é o caso do
género Bulbostylis (LONGHI-WAGNER; ARAUJO 2014).

Dentre as espécies de Cyperaceae, Bulbostylis paradoxa que ocorre na América do Sul
até o México (PRATA; LOPEZ, 2003), apresenta um habito de crescimento diferente das
demais, pois ndo se parece com ervas, e sim uma estrutura lenhosa com altura de 8 a 15 cm
(METCALFE, 1971). Tal estrutura que a torna diferente das demais espécies é chamada de
caudex (PRATA; LOPEZ, 2003; ARDISSONE, 2013). Além do caudex, a espécie também
chama a atencdo por florescer rapidamente apés o fogo (MUNHOZ; FELFILI ,2005;
FIDELIS et al., 2019).

O fogo ocorre em diversos biomas pelo mundo, entre os trépicos e subtropicos, a
tempo suficiente para distinguir suas biotas (BOND; WOODWARD;_MIDGLEY 2005). As
espécies vegetais apresentam estratégias de sobrevivéncia, como rebrota, resultante da
capacidade de regeneracdo vegetativa a partir de tecidos protegidos por casca ou por bases
foliares de Orgaos aéreos por exemplo (CLARKE et al., 2013), sendo que, em arvores de
ambientes propensos ao fogo as gemas sdo protegidas pelas cascas (CHARLES-
DOMINIQUE, et al. 2015). No Cerrado brasileiro ele também causa adaptaces ao estrato
herbaceo-subarbustivo, promovendo a deiscéncia dos frutos ou infrutescéncias e ajudando na
dispersdo das sementes (COUTINHO, 1977). E também esta associado ao florescimento de
algumas espécies como, Lantana montevidensis, Stylosanthes capitata, Vernonia grandiflora
e Wedelia glauca as quais apresentam desenvolvimento das gemas 10 dias ap0s a queima, e
entre 15 e 20 dias ja sdo visiveis seus eixos florais (COUTINHO, 1976).

Na literatura sdo encontrados dados sobre a anatomia das folhas e raizes de B.
paradoxa (WEBER, 1963, p. 84, citado por METCALFE, 1971, p. 101), do escapo (PRATA
et al., 2007), do tipo do fruto (PRATA; THOMAS; WANDERLEY, 2008), da distribuigéo
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dos feixes vasculares do caudex (RODRIGUES; ESTELITA, 2009a) e da presenca de
meristemas de espessamento primério e secundario no caudex (RODRIGUES; ESTELITA,
2009b). Tendo todas essas caracteristicas mencionadas anteriormente ja sido descritas em
outros estudos, buscamos mostrar a protecdo imposta pela camada persistente de bainhas e as
células de revestimento do caudex, a protecdo das folhas e da raiz e assim descrever suas
estratégias de sobrevivéncia que contribuem para seu rapido florescimento no pos fogo.

Apesar de relatos que tal espécie consiga sobreviver ao fogo, ndo sdo encontrados
estudos na literatura que descrevam sua estrutura antes e depois do fogo. Também néo temos
registros de estudos histoquimicos que poderiam ajudar a entender seu metabolismo e seu
rapido florescimento. Tais testes histoquimicos podem auxiliar a identificar compostos nos
tecidos e oOrgdos das plantas, tais como, os compostos fendlicos, que sdo importantes na
defesa de plantas a estresses bidticos e abidticos (SHARMA et al., 2019; CORSO et al.,
2020), bem como substancias pécticas que também sdo importantes em respostas a estresses
ambientais (PELLOUX; RUSTERUCCI; MELLEROWICZ, 2007; MILEWSKA-HENDEL et
al., 2017; MERCED; RENZAGLIA, 2019).

Portanto o presente estudo teve como objetivo descrever a anatomia e morfologia dos
Orgdos vegetativos de Bulbostylis paradoxa, evidenciando caracteristicas anatémicas

relacionadas a sua sobrevivéncia e associadas ao seu rapido florescimento no p6s fogo.

2- Material e métodos

2.1- Area de estudos e coleta de material botanico

O material foi coletado na Reserva Natural Serra do Tombador (RNST), que é uma
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), pertencente a Fundacdo Grupo Boticario
de Protecdo a Natureza. A RNST esta localizada em Cavalcante (Goias, 47° 45°-51’W e 13°
35°-38’S, altitude 560 a 1.118m). A RNST possui 8.900 ha de area e atualmente representa a
maior RPPN de Cerrado no Brasil. O clima é tropical, com precipitacdo anual média entre
1300 e 1500 mm e temperaturas médias maximas até 36°C e minimas entre <15°C
(FUNDACAO GRUPO BOTICARIO, 2011). A vegetacio é bastante variada, composta por
campo limpo, campo sujo, cerrado rupestre, cerrado sensu stricto, veredas, além de areas com
florestas de vale (AER, 2009).

Foram amostrados individuos de Bulbostylis paradoxa (Spreng.) Lindm. (Cyperaceae)
em parcelas estabelecidas de 30x30 m. As parcelas de queimas experimentais foram

estabelecidas em 2013, em uma area de campo sujo que foi queimada em 2011 (DAIBES et
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al, 2017; RISSI et al., 2017). Desta maneira, hd parcelas que sdo queimadas bienalmente e
anualmente desde 2013 e parcelas excluidas do fogo desde 2011 (FIDELIS et al. 2019).

O presente estudo conta com o total de 12 parcelas: 4 parcelas com queima suspensa
desde 2011 (e ndo foram queimadas) denominadas de ‘controle’; 4 parcelas queimadas
anualmente em julho desde 2013 e 4 parcelas queimadas bienalmente desde 2013. Para as
andlises anatémicas foram coletados os individuos em todas as parcelas citadas, controle e nos

tempos de 24 horas, 48 horas e 15 dias ap6s o experimento de fogo.

As amostras foram fixadas em FAA 70% (JOHANSEN 1940), para evitar a perda de
material devido a degradacdo natural, para posterior analise anatbmica. Apds 48 horas o

material foi estocado em alcool 70%.

O material fixado foi dividido e amostrado em folhas, raizes e o caudex. As folhas
totalmente expandidas foram separadas em duas regides, apice foliar (mais exposto ao fogo) e
base foliar (proxima a camada de tricomas do caudex). As raizes foram amostradas em partes
basais do caudex que foi subdividido em trés partes para melhor analise: apice (1), meio (2) e

base (3), como esquematizado na Figura 1 do Capitulo 1.

Depois de separados em partes, as amostras do caudex foram submetidas a uma
solucgéo de Etilenodiamina 10% por trés dias em temperatura ambiente (CARLQUIST, 1982)
para amolecimento dos tecidos lignificados. E em seguida foram lavadas 3 vezes em agua
destilada.

2.2- Microscopia de luz

As amostras foram desidratadas em série etilica, incluidas em hidroxi-etil-metacrilato
(Leica Historesin) e os blocos obtidos foram seccionados com a espessura de 5-10 um. O
material foi corado com Azul de Toluidina 0,05% em tampdo fosfato e acido citrico pH entre
4,5-6,0 (SAKAI, 1973). Também foram feitos cortes a mao livre, somente das folhas, que
foram depuradas em hipoclorito de sodio e coradas com safranina e azul alcian (BUKATSCH,
1972, BURGER; RICHTER 1991). As laminas de ambas as coloracdes citadas acima foram

montadas com resina sintética “Entellan”.

O amido foi detectado em folhas, raizes e no caudex atraves da realizacdo de testes
histoquimicos utilizando-se lugol (BERLYN ; MIKSCHE, 1976) em laminas histoldgicas.
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Outros testes histoquimicos também foram realizados em laminas histologicas. Para
deteccdo de substéncias lipidicas, utilizou-se Sudan 1V (Jensen 1962); para compostos
fenolicos, cloreto férrico (JOHANSEN, 1940); para substancias pécticas, vermelho de
Ruténio (JOHANSEN, 1940) e para proteinas, Xylidine Ponceau (O‘BRIEN; MCCULLY,
1981).

Foram realizadas fotomicrografias dos materiais preparados em laminas com a camera

AxioCam ERC5S, acoplada ao microscépio Zeiss Primo Star.

2.3- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras fixadas das folhas, raizes e caudex de B. paradoxa foram desidratadas, secas
ao ponto critico (HORRIDGE; TAMM, 1969), fixadas em suporte de aluminio com fita dupla
face de carbono e metalizadas com uma camada de ouro de 30-40 nm no aparelho Quorum
Q150T E.

As andlises foram realizadas no microscopio eletrbnico de varredura Zeiss modelo
EVO/LS15, operado a 20kv com as escalas impressas diretamente nas eletromicrografias.
Essa etapa foi realizada no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Engenharia de
Ilha Solteira-UNESP.

3- Resultados

Bulbostylis paradoxa em campo apresenta nos individuos controle (ndo queimados)
folhas aciculares rigidas com cerca de 15 cm, quase encobrindo todo o corpo da planta. O
caule espesso apresentando de 5 a 10 cm de diametro, com raizes rasas que facilitam sua
coleta. Ao analisar a estrutura caulinar observamos uma grossa e persistente camada de
bainhas que envolvem todo seu caudex, do apice até a base (Figural). Essa densa camada de
bainhas confere protecdo a estrutura. Nas bainhas foliares sdo encontrados tricomas tectores
que tambeém auxiliam na protecdo da estrutura caulinar durante o experimento de fogo (Figura
1.C).

Apos o fogo, observa-se o limbo foliar carbonizado, porém as bainhas adensadas
permanecem protegendo a estrutura do caudex (Figura 1.D). Externamente a planta parece ter
sido reduzida a carvao, no entanto internamente ela permanece intacta. E os tratamentos de

fogo aos quais ela foi submetida ndo interferiram na anatomia do caudex.

As folhas de B. paradoxa em secgdes transversais, apresentam um formato

arredondado. O éapice foliar corresponde a parte das folhas que estava mais exposta as
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chamas, onde encontramos a epiderme lignificada com uma camada de células subjacentes a
ela, também com suas paredes celulares lignificadas (Figura 2.A.B.C). Trés feixes vasculares
estdo dispostos em linha na regido central do mesofilo foliar e 0s mesmos estdo envolvidos
por cavidades de ar (air-cavities) (Figura 2.C.E). Na base do limbo foliar (mais préximo ao
caudex e envolvida por tricomas) a epiderme unisseriada, j& ndo apresenta a camada de
células acessdrias logo abaixo da epiderme. Porém podem ser observados cinco feixes de
fibras ao redor do mesofilo. Internamente aos feixes de fibras encontra-se o parénquima
clorofiliano homogéneo que armazena grdos de amido (Figura 2.D). Ao centro do mesofilo

sdo observadas as células da bainha do feixe vascular, envolvendo os mesmos (Figura 2.F).

Em microscopia eletrdnica de Varredura (Figura 2.G), € possivel observar um sulco na
parte adaxial da folha nas sec¢des transversais, o qual se encontra mais acentuado no apice
foliar (Figura 2.E). Além disso, quando observamos a folha longitudinalmente encontramos
estdbmatos todos dispostos em fileiras (Figura 2.G.H.l.). Como j& foi mencionado, a base das
folhas estad totalmente envolvida por tricomas (Figura 2.J) e no caudex essas folhas sdo
dispostas em conjuntos que lembram rosetas ou fasciculos, de maneira justaposta (Figura
2.K).

O caudex de B. paradoxa, é extremamente lignificado e envolvido por uma espessa
camada de restos de bases foliares muitas vezes carbonizadas. Nas andlises anatémicas dos
cortes feitos em secgOes longitudinais, observamos tracos foliares (Figura 3.D) e ramos
foliares (Figura 3.G) saindo do apice. Nas trés divisfes (apice, meio e base) feitas ao longo do
caudex tanto em seccbes longitudinais do apice (Figura 3.A.G.J), quanto nas seccOes
transversais da regido mediana (Figura 3.B.E.H) e da base (Figura 3.C.F.l.L), observamos que
os feixes vasculares estdo dispostos de forma longitudinal e transversal por todo o cilindro de
maneira difusa. O cilindro vascular é envolvido por uma camada de células de cortex (Figura
3.B.L). Néo foi possivel delimitar a epiderme em individuos adultos, uma vez que as bainhas
foliares parecem se misturar com o revestimento (Figura 3.C). Nas plantas queimadas e nas
ndo queimadas foi possivel observar idioblastos fenolicos espalhados por todo o cilindro
vascular, e também pelo cortex (Figura 3.A.D.E.H.L).

As raizes de B. paradoxa sdo adventicias, originando-se ao longo da estrutura do
caudex e ndo apenas pela parte basal (Figura 4.D). Ela apresenta uma epiderme unisseriada e
nos exemplares analisados é possivel observar a degeneracdo do cortex nas raizes maduras
dando lugar a amplos espacos intercelulares (Figura 4.A). A Ultima camada do cortex

radicular, a endoderme, se apresenta lignificada e com espessamento em formato de “O”
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(Figura 4.B.C.E). O cilindro vascular apresenta o periciclo bisseriado e xilema e floema

primarios organizados em atactostelo ao redor de uma medula parenquimatica (Figura 4.B.C).

Dos testes histoquimicos realizados nas folhas, apenas o lugol que reage com amido e
o vermelho de ruténio que evidencia substancias pécticas tiveram reacGes positivas. No &pice
das folhas foram identificados grdos de amido armazenados nas células de parénquima que
circundavam os feixes vasculares e em uma das bainhas do feixe vascular (Figura 5.A.B). Na
base foliar observamos amido em todas as células parenquimaticas (Figura 5.C.D).
Substancias pécticas foram evidenciadas nas paredes celulares do parénquima e também no

floema tanto no apice quanto na base foliar (Figura 5.E.F.G).

Nas raizes encontramos a partir dos testes histoquimicos amido, substancias pécticas e
proteinas. Quando as raizes estdo proximas ao caudex, as mesmas apresentam grande
quantidade de amido na medula, além disso, externamente a endoderme as células do cortex
também apresentaram grande quantidade de amido (Figura 5.H.1). Na regido das raizes mais
distantes do caudex ndo observamos amido no tecido cortical e sim em células do periciclo e
outras células do cilindro vascular proximas a ele (Figura 5.J). As substancias pécticas foram
evidenciadas na parede celular dos tecidos da epiderme, do cortex, endoderme e nas células
do cilindro vascular (Figura 5.K.L). E com o uso do teste histoquimico de Xylidine Ponceau,
encontramos uma leve reacao para proteinas (também impregnadas nas paredes celulares) por
todos os tecidos das raizes, nas células do cortex, da endoderme e internamente a ela no

cilindro vascular (Figura 5.M.N).

No caudex observamos, idioblastos fendlicos, amido, substancias pécticas e proteinas.
Os idioblastos fendlicos foram observados dentro do cilindro vascular, envolta dos feixes
vasculares e também nas camadas do cértex e revestimento em todas as regides do apice,
meio e base (Figura 6.A.B.C). Observamos grdos de amido no cértex e parénguima do
cilindro vascular tanto no apice, quanto na regido mediana, porém o mesmo nao foi observado
na base, que apresentava amido apenas no parénquima do cilindro vascular (Figura
6.D.E.F.G). Substancias pécticas nas paredes das celulas dos meristemas no apice, em células
de parénquima e dos feixes vasculares das regifes apicais, medianas e basais (Figura
6.H.1.J.K.L). E uma leve reacdo das proteinas nas células dos meristemas no &pice, e por todo

o cilindro vascular do apice, meio e base do caudex (Figura 6.M.N.O).
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4- Discussao

B. paradoxa, além de apresentar florescimento em 24 horas apds o fogo (FIDELIS et
al., 2019) e ter suas folhas completamente consumidas por ele (FIDELIS; ZIRONDI, 2021),
também apresenta algumas alteracGes em suas reservas de (amido, aminoacidos, carboidratos
solUveis e proteinas), de acordo com a frequéncia de queima e estas vao se esgotando nos dias
seguintes no p6s fogo como visto no capitulo 1.

Suas folhas apresentam um sulco na face adaxial e feixes de esclerénquima em
camadas subepidérmicas (WEBER, 1963, p. 84, citado por METCALFE, 1971, p. 101), sendo
estas células totalmente lignificadas principalmente na epiderme do éapice foliar como
mostramos. Tais caracteristicas parecem estar relacionadas com estratégias adaptativas em
relacdo ao fogo. Também pode evidenciar adaptacdo a ambientes xeromorficos como
afloramentos rochosos onde sdo encontrados Trilepis lhotzkiana e T. ciliatifolia da familia
Cyperaceae que também apresentam ligninas nas células da epiderme (ARRUDA; NEVES,
2005). Os estdbmatos de B.paradoxa, estdo dispostos na margem foliar e na epiderme abaxial
como visto para o género Bulbostylis (METCALFE, 1971). Cavidades de ar (air cavities - Ac)
encontrados nas folhas de nossa espécie, também sdo descritos para género por Metcalfe
(1971) e nas folhas de outras espécies e géneros da familia, como Oxycaryum cubense e

Pycreus macrostachyos (LEITE et al., 2012).

Quanto aos feixes vasculares das folhas, € importante ressaltar que o género
Bulbostylis apresenta trés bainhas (METCALFE, 1971; PRATA et al., 2007), pois pertence a
tribo Abildgaardieae, cuja anatomia Kranz ¢ denominada “fimbristyloid type” (MARTINS;
ALVEZ; SCATENA 2015a), que ja foram descritas em Bulbostylis scabra (MARTINS;
MACHADO; SCATENA, 2015b), Bulbostylis conifera (MARTINS; SCATENA, 2011) e em
espécies de outro género da familia como Fimbristylis dichotoma (MARTINS; SCATENA,
2013). Em B. paradoxa uma dessas bainhas encontra-se lignificada, o que também foi
descrito em outras Cyperaceae em diferentes ambientes, como Oxycaryum cubense em
ambientes aquéticos e terrestres (LEITE et al.,, 2012) e Trilepis lhotzkiana e Trilepis
ciliatifolia em afloramentos rochosos (ARRUDA; NEVES, 2005). As trés bainhas
envolvendo o feixe e a lignina encontrada em uma delas, podem evidenciar uma protecao

contra a perda de nutrientes em B. paradoxa.

De acordo com Pausas et al, (2018) o termo caudex seria definido como um caule

espesso e solitario, vertical, monopodial e com apice acima do solo. O caudex de Bulbostylis
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paradoxa é uma forma vegetativa peculiar, que diferencia a espécie das outras do mesmo
género (PRATA; LOPEZ 2003; ARDISSONE 2013; LONGHI-WAGNER; ARAUJO, 2014).
Ele apresenta raizes adventicias, saindo por toda sua extensdo (WEBER, 1963, p. 84 citado
por METCALFE, 1971, p. 101), assim como observado em Cyperus rotundus (Cyperaceae) e
outra monocotiledénea como Allium cepa (Amarillydaceae,) que também apresentam raizes
adventicias saindo do &pice de seus rizomas (MENEZES et al., 2012). Além disso, o caudex é
envolvido e protegido por bainhas (WEBER 1963, p. 84 citado por METCALFE, 1971, p.
101), as quais apresentam marcas de fogo (PRATA; LOPEZ 2003), evidenciando sua
ocorréncia em ambientes propensos ao fogo (ARDISSONE, 2018).

No caudex os feixes vasculares estdo distribuidos de forma atactostélica (PRATA et
al., 2007; RODRIGUES; ESTELITA, 2009a) como também observamos. E de acordo com
Prata et al. (2007), o género Bulbostylis de forma geral apresenta em seus caudex (referidos
como rizomas pelos autores) e escapos feixes vasculares envolvidos por 3 bainhas, o periciclo
internamente, a intermediaria sendo a endoderme lignificada (bainha de mestoma) e a externa
que apresenta cloroplastos. O amido é encontrado em todas as partes, apice, meio e base. No
entanto mostrando maior concentracdo nas regifes do apice e meio, corroborando com o0s
dados de reservas de amido descritos sobre o metabolismo no capitulo 1. Além disso, B.
paradoxa também apresenta idioblastos fenolicos distribuidos pelo cilindro vascular, assim
como foi observado por Rodrigues e Estelita (2009b). As mesmas autoras também
descreveram o meristema de espessamento primario produzindo parénquima e também
envolvendo os feixes dos ramos laterais e 0 meristema de espessamento secundario do caudex
da espécie, bem como o descreveram em outras espécies de Cyperaceae (ESTELITA,;
RODRIGUES, 2007). E mesmo que no presente estudo B. paradoxa tenha sido submetida ao
disturbio do fogo, ainda assim, seus tecidos ndo apresentaram nenhum dano anatémico, o que
provavelmente se da por conta de todas essas estruturas que a protegem (bainhas foliares,

tecidos lignificados e compostos fendlicos).

Nas raizes de B. paradoxa o rompimento do cortex forma cavidades de ar e a
endoderme espessa apresenta-se lignificada como ja descrito por Weber (1963, p. 84 citado
por METCALFE, 1971, p. 101). Tais estruturas se assemelham as raizes de Fimbristylis
dichotoma, onde as raizes maduras apresentam rompimentos de parede no coOrtex e uma
endoderme espessa (MARTINS; SCATENA, 2013). E quanto ao amido encontrado em maior
abundancia nas raizes proximas ao caudex e menor quantidade nas raizes distantes dele,

podendo sugerir que elas tenham funcdo de sustentacdo e ndo de armazenamento. Mostrando
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que o drgdo que armazena reservas nesta planta é o caudex. E para permanecer ap6s o fogo, a

raiz apresenta proteinas e substancias pécticas que auxiliam em sua sobrevivéncia.

Os testes histoquimicos, além de demarcarem os tecidos onde estdo localizados o0s
grdos de amido em todos os 6rgdos, também evidenciou as substancias pécticas em todos 0s
Orgdos vegetativos da planta. Pectinas estdo ligadas a defesa das plantas tanto em
monocotileddneas quanto em dicotiledéneas e podem ser moduladas de acordo com o tipo de
estresse que a planta é submetida (PELLOUX et al., 2007). S8o descritas em arvores que
passam por estresse salino como estratégia defensiva das paredes celulares das folhas
(MILEWSKA-HENDEL et al., 2017) e sdo importantes para o funcionamento dos estdmatos
de angiospermas (MERCED; RENZAGLIA, 2019). E além disso, nas raizes de arroz as
pectinas protegem a regido apical de danos celulares induzidos por aluminio (NAGAYAMA,
et al.,, 2019). Portanto, é possivel que as substancias pécticas encontradas nas paredes
celulares das folhas, caudex e raizes de B. paradoxa estejam protegendo a planta das
variacdes do ambiente, bem como o fogo. Pois a parede celular forma uma barreira protetora
do conteudo interno da célula (VORWERK; SOMERVILLE; SOMERVILLE, 2004). Além
disso, compostos fendlicos foram encontrados em todas as regides do caudex. Tais compostos
fendlicos estdo associados a tolerdncia das plantas a metais pesados, seca, salinidade,
radiacdes UV e outros fatores abidticos (SHARMA et al., 2019). Da mesma maneira,
idioblastos fendlicos estdo associados a protecdo contra fatores bidticos, como infeccdo
parasitica (MARTINS et al., 2010).

5- Conclusoes

A principio as analises anatdbmicas realizadas em Bulbostylis paradoxa neste estudo,
buscavam comparar a planta em duas frequéncias de fogo com um grupo controle, porém ao
decorrer dessa pesquisa encontramos diversas caracteristicas que evidenciavam a protecao da
planta mostrando que ela ndo sofria nenhum dano com a passagem do fogo. E a maior
protecdo que essa planta apresenta esta relacionada as caracteristicas morfoldgicas, que no
caso sao impostas por suas bainhas cobrindo o caudex e também a densa camada de tricomas

protegendo as folhas.

Encontramos estratégias adaptativas como, a lignificacdo da epiderme no apice das
folhas e também em uma das trés bainhas que envolvem o feixe vascular. Os grdos de amido
mais abundantes na base foliar mais protegida pelos tricomas tectores do caudex que

funcionam como barreira mecénica contra o fogo. E além disso, as substancias pécticas nas



42

paredes celulares dos tecidos foliares também conferem maior protegdo a queima. No caudex
0 amido acumulado, os compostos fendlicos e também as substancias pécticas e as proteinas
impregnadas nas paredes e as células de revestimento misturadas ao cortex indicam as

estratégias de sobrevivéncia da planta.

Portanto, o fato do caudex de B. paradoxa ndo sofrer danos anatdmicos ap6s o fogo
pode estar relacionado com o0s grupos de substancias quimicas encontrados nos testes
histoquimicos e seu alto grau de lignificacdo conferindo protecdo de sua estrutura vegetativa,

provavelmente garantindo o florescimento da espécie apés o fogo.
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6- Figuras
Figura 1. Bulbostylis paradoxa. A. individuo controle jovem, apresentando folhas que néo
estdo verdes, pois esta fixado. B. C. D. Individuos queimados. B. Corte transversal do caudex,
detalhes das setas mostrando as bainhas carbonizadas envolvendo a parte lignificado. C. D.

Corte longitudinal, setas mostrando os tricomas entre as bainhas envolvendo a parte

lignificada evidenciada pelas barras. L- folhas.

(¥ 1 cm

Fonte: Propria autora.
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Figura 2. Folhas de Bulbostylis paradoxa. A.B.C.E. Apice foliar, D.F. Base foliar, A.B.C.D.
Coloragdo com Azul de Alcian e Safranina, mostrando em vermelho a lignina presente nas
células envolvendo os feixes vasculares, na epiderme e nas células subjacentes a ela do apice.
E. Seta mostrando o suco na face adaxial. G.H.1.J.K. Microscopia Eletronica de Varredura.
G.H.I. Superficie do apice foliar, detalhes mostrando estdmatos e seta evidenciando o suco na
face adaxial. J. Base foliar, setas mostrando tricomas. K. Viséo geral do conjunto de folhas,
detalhes mostrando as folhas e setas mostrando os tricomas dispostos entre elas. Epd-
epiderme adaxial, Epb — epiderme abaxial F- fibras, vbs- bainhas do feixe vascular, Ac-

cavidades de ar.

Fonte: Propria autora
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Figura 3. Caudex de Bulbostylis paradoxa. A.B.C. Controle. D.E.F. 24 horas, G.H.l. 48
horas, J.K.L. 15 dias apds a queima. A.G.J. Secc¢des longitudinais, D. transversais do apice.
B.E.H. Seccdes transversais, K longitudinal da regido mediana. C.F.I.L. Seccdes transversais
da base. id- idioblastos fenolicos, Cc- cortex e revestimento, Vb- feixes vasculares, Ls-

bainhas de folhas, T- tracos foliares, Br- ramo lateral.
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Fonte: Prépria autora.



50

Figura 4. Raizes de Bulbostylis paradoxa. A. Raiz, setas mostrando degeneragdo do cortex,
formando cavidades de ar. B.C. detalhes. D.E. imagens de MEV, D. Viséo geral das raizes
adventicias saindo do caudex. E. detalhes - *- mostrando as trés raizes. Ep- epiderme, C-

cortex, Mx- metaxilema, pe- periciclo, Ph- floema, en- endoderme, Px- protoxilema.

Fonte: Propria autora.
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Figura 5. Testes histoquimicos nas folhas e raizes de B. paradoxa. A.B.C.D. folhas coradas
com Lugol, setas mostrando amido. A.B. &pice foliar, C.D. base foliar. E.F.G. folhas coradas
com Vermelho de Ruténio, evidenciando substancias pécticas. E. apice foliar, F.G. base foliar.
H.1.J. raizes coradas com Lugol, H.I. raizes saindo do caudex. J. raiz mais distante do caudex.

K.L. raizes coradas com Vermelho de Ruténio, mostrando substancias pécitcas. M.N. raizes

coradas com Xylidine Ponceau, mostrando proteinas.

Fonte: Propria autora.
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Figura 6. Caudex de B. paradoxa. A.D.G.H.I.M. Apice. B.E.J.N. Meio. C.F.K.L.O. Base.
A.B.C. Cloreto Feérrico reagindo com compostos fendlicos, setas mostrando idioblastos
fendlicos. D.E.F.G. Lugol, corando os grdos de amido. H.L.J.K.L. Vermelho de Ruténio,
corando as substancias péctica nas paredes celulares. M.N.O. Xylidine Ponceau, corando as

proteinas.
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Fonte: Propria autora.
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Considerac0es Finais

Bulbostylis paradoxa € uma espécie com ampla distribuicdo ocorrendo do México até
0 Sul do Brasil, e bastante descrita em areas do bioma Cerrado. O héabito vegetativo que é
diferente das demais espécies do género, bem como das outras espécies da familia chama
atencdo. E além disso, os relatos do rapido florescimento apds a passagem do fogo deixam
perguntas sobre como funcionam o metabolismo em relagdo a mobilizagdo de reservas e a

estrutura de protecéo que essa planta apresenta.

Neste estudo trouxemos informacdes sobre o metabolismo de B. paradoxa em relacéo
a suas reservas e a mobilizacdo horas e dias ap6s o fogo, sendo essas constatacGes inovadoras
para a espéecie que até entdo, ainda ndo tinha nada descrito, sobre seu metabolismo fisiolégico

e ainda ligado ao mecanismo de sobrevivéncia ao fogo.

Sobre a anatomia da espécie, algumas informacdes j& haviam sido descritas na
literatura, porém as mesmas ndo estavam diretamente relacionadas ao fogo. Portanto,
buscamos investigar se a espéecie sofria algum tipo de alteracdo nas estruturas e tecidos de
seus 6rgaos com o disturbio do fogo e comprovamos que o fogo ndo causou danos a estas.
Além disso, também descrevemos substancias detectadas e evidenciadas por meio de testes

histoquimicos dos tecidos vegetais.

Finalmente, conseguimos descrever o mecanismo de reserva de B. paradoxa e fazer
uma comparacdo do mesmo em duas diferentes queimas em relacdo a auséncia de queima e
também demonstrar alteracdes causadas pelas mesmas. E ainda, detalhamos melhor a
anatomia, € mostramos suas estruturas de protecdao. Assim, pudemos mostrar por meio deste

estudo as estratégias anatdbmicas e morfoldgicas de sobrevivéncia desta planta.



