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RESUMO

Sistema subterraneo e protecdo das gemas aéreas de Psidium grandifolium Mart. ex Dc.

ocorrentes em area de Cerrado natural e Cerrado em regeneracao

O Cerrado é a savana com maior biodiversidade no mundo, porém vem
sofrendo grande pressdo antropica devido as préaticas agricolas. Nas décadas de
1960 e 1970 houve a introducédo de plantios comerciais de Pinus spp. em areas de
Cerrado causando invasao e supressdo da vegetacdo nativa. Na Estacdo Ecoldgica
de Santa Barbara (EEcSB), praticas como o corte raso das arvores e a queima do
material remanescente estdo sendo empregadas visando recuperar a vegetacao
nativa. Numa area da EEcSB onde tal pratica foi conduzida houve o rebrotamento
de varias espécies, entre elas, Psidium grandifolium, que ocorre naturalmente em
fisionomias campestres na mesma estacdo. O objetivo do trabalho foi comparar
plantas de P. grandifolium crescendo em duas areas distintas na EEcSB, para testar
a hipdtese de que as caracteristicas morfo-anatbmicas e quimicas das plantas de P.
grandifolium diferem nas duas areas de ocorréncia na EEcSB devido a interferéncia
do cultivo de Pinus e das condicdes de crescimento das plantas apos a sua remogao
e queima. Para testar esta hipdtese foram coletadas trés plantas numa area em
regeneracdo e trés plantas numa area natural. Foram analisados os sistemas
subterraneos e as gemas aéreas das seis plantas. Em ambas as areas de estudo, as
plantas apresentaram xilopddio lenhoso cuja porcao superior consiste em um eixo
delgado caulinar seguido de uma raiz tuberizada de morfologia fusiforme. No
entanto, na area natural os xilopddios eram orientados verticalmente no solo,
enquanto, na rea em regeneracdo, houve uma curvatura no eixo caulinar alterando
a orientacao do xilopadio de vertical para horizontal. A relacdo entre a parte aérea
e o sistema subterraneo foi proporcionalmente maior nas plantas da area natural. A
condutividade hidraulica foi maior na area em regeneracdo, demonstrando que a
curvatura do xilopédio ndo afetou o transporte de agua nas plantas. O banco de
gemas subterraneo foi trés vezes maior na area em regeneracao, pois 0 comprimento
do eixo caulinar e o0 nimero de ramos emitidos pelo xilopo6dio foi maior. No floema
e Xxilema secundarios, as células dos raios parenquimaticos apresentavam
compostos fendlicos e graos de amido. As analises quimicas das raizes mostraram
diferenca significativa nas concentracfes de carboidratos totais e flavonoides entre
as areas de estudo. A menor concentracdo de carboidratos totais na area em
regeneracdo, refletiu os custos necessarios para o rebrotamento e recuperacdo da
parte aérea. As gemas aereas eram protegidas por coléteres e primoérdios foliares
providos de tricomas unicelulares, cavidades secretoras e camadas celulares
contendo fendis. Os resultados do estudo confirmaram a hipétese testada. A
cobertura de tricomas foi visualmente mais adensada na area em regeneracao onde
as plantas ficam mais expostas a luz do sol. O impedimento mecéanico causado pelas
raizes das arvores de Pinus na area em regeneracdo pode ter interferido na
orientacdo do xilopodio e, consequentemente no banco de gemas subterraneo.

Palavras-chave: Banco de gemas; Tricomas; Gemas acessorias; Rebrotamento;
Xilopadio.



ABSTRACT

Belowground system and aerial bud protection of Psidium grandifolium Mart. ex Dc.

occurring in the natural Cerrado and Cerrado under regeneration

Cerrado is the highest biodiversity savanna in the world, however, has been
suffering a lot of anthropic pressure due to agricultural land use. In the decades
1960 and 1970 occurred the introduction of commercial plantations of Pinus spp.
in open areas of Cerrado, causing invasion and suppression of native vegetation. At
Estacdo Ecologica de Santa Barbara (EESSB) techniques such as clear-cutting
Pinus plantation and burning remaining material are being used to recover native
vegetation. In one of these areas at EECSB where these recovering techniques are
being used, a lot of native species resprouted, such as Psidium grandifolium, which
naturally occurring in other open vegetation areas at this station. The main goal of
this study is to compare P.grandifolium plants growing in two different areas in the
EEcSB, to test the following hypothesis, that morpho-anatomical and chemical
characteristics of P.grandifolium are different in these two areas at EECSB due to
the interference of pine plantation and the plant growth conditions after its removal
and burning. To test the hypothesis, it was collected three plants in an area under
regeneration and three plants in a natural area. The belowground systems and aerial
buds of the six plants were analyzed. In both study areas, the plants showed
xylopodium whose upper part consists of a thin cauline axis followed by a tuberous
root with fusiform morphology. However, in the natural area, the xylopodia were
oriented vertically on the ground, while in the regenerating area, there was a
curvature in the cauline axis changing the orientation of the xylopodium from
vertical to horizontal. The relationship between the aerial part and the belowground
system was proportionally greater in plants of the natural area. The hydraulic
conductivity was higher in the regeneration area, demonstrating that the curvature
did not affect the water transport in the plants. The belowground bud bank was three
times greater in the area under regeneration, as the length of the cauline axis and
the number of branches emitted by the xylopodium was higher. In the secondary
phloem and xylem, the cells of the parenchyma rays accumulated phenolic
compounds and starch grains. Chemical analysis of the root showed a significant
difference in the concentrations of total carbohydrates and flavonoids between
study areas. The lower concentration of total carbohydrates in the area under
regeneration, reflected the costs necessary for the resprouting and recovery of the
aerial part. The aerial buds were protected by colleters and leaf primordia, provided
with unicellular trichomes, secretory cavities and layers of cells containing phenols.
The trichome cover was visually denser in the regenerating area, where the plants
are more exposed to sunlight. The main findings of the study confirmed the tested
hypothesis. The mechanical impediment caused by the roots of the pine trees in the
area under regeneration, may have interfered in the orientation of the xylopodium
and, consequently, in the belowground bud bank.

Keywords: Bud Bank; Trichomes; Acessory buds; Resprouting; Xylopodium.
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1. INTRODUCAO

As savanas tropicais sdo ecossistemas que possuem significativa importancia
ambiental, econdmica e cultural, sendo sua vegetacao formada, majoritariamente, por espécies
de gramineas C4, ervas, arbustos e subarbustos, formando uma camada herbécea continua na
vegetacdo (Parr et al., 2014; Veldman et al., 2015). S&o caracterizados por uma alta diversidade
por m2, banco de sementes transitorios, alta biomassa subterranea aliada a um persistente banco
de gemas com copa de arvores abertas e descontinuas (Veldman et al., 2015). Os fatores que
conferem essa rica biodiversidade, estdo relacionados a adaptacdo das espécies a condicBes
Unicas destes ecossistemas, como a presenca de incéndios de superficies, herbivoria da fauna,
baixas intensidades de pastoreiro, estacdes climaticas bem definidas, solos profundos e pobres
em nutrientes (Veldman et al., 2015). Estes disturbios enddgenos fazem parte da evolucao
historica e da dindmica tropical destes ecossistemas, e ndao podem ser confundidos com outras
perturbacdes impostas pelo homem (Buisson et al., 2019).

O Cerrado é considerado a savana tropical mais rica em biodiversidade, com mais de
10 mil espécies de plantas, sendo 44% endémicas, ocorrendo em diferentes fitofisionomias,
desde campos abertos a locais densamente fechados, como o Cerradéo (Ribeiro et al., 2008). E
a segunda maior formacédo vegetal brasileira, cobrindo cerca de 204,7 milhGes de hectares,
localizado na parte central do pais, localizado nos estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins (Sano et al., 2010). Trata-se
de um dominio fitogeografico com ocorréncia natural de queimadas (Ribeiro et al., 2008) onde
a maioria das familias boténicas, inclusive Myrtaceae (Simon and Pennington, 2012), apresenta
grupos endémicos adaptados ao fogo, que comecaram a se diversificar a menos de quatro
milhGes anos (Simon et al., 2009). Estes ecossistemas, sdo Unicos entre os biomas mundiais
com presenca do fogo, o qual tem importante papel na estrutura da vegetacéo, limitando a
densidade de arvores e a cobertura lenhosa (Parr et al., 2014). As adaptacdes das espécies do
Cerrado, assim como de outros ecossistemas sujeitos ao fogo, permitem que essas sejam
resilientes a este disturbio natural, por meio do desenvolvimento de uma casca espessa (Pausas,
2015; Vergilio and Marcati, 2017), alocacdo de biomassa em o6rgédos subterraneos (De Moraes
et al., 2016; Simon and Pennington, 2012) producédo de sementes capazes de sobreviver a altas
temperaturas (Daibes et al., 2019) assim como o estimulo para a quebra de dorméncia de
sementes em algumas espécies (Bond and Midgley, 2012) e para a floragdo em outras (Fidelis
etal., 2019).
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Durante os séculos passados, houve um declinio na area ocupada pelas savanas
tropicais, devido as implantagdes crescentes de pastagens, praticas de agricultura, florestagéo,
silvicultura, urbanizacdo e mineracdo (Buisson et al., 2019; Veldman et al., 2015). Tais
processos ocasionaram, alteracdo dos regimes de fogo, degradacdo por espécies invasoras,
fragmentacdo, perda de biodiversidade, erosdo, poluigdo e possivel alteracdo climética regional
(Klink and Machado, 2005; Parr et al., 2014). No Brasil, o Cerrado ja possui mais de 40% da
sua area natural alterada em usos agricolas, sendo que somente cerca de 1,4%, esta protegida
em unidades de conservacdo, confirmando a intensa pressao do uso da terra neste dominio
(Sano et al., 2010).

A invasdo lenhosa associadas a supressao do fogo esta se espalhando nas areas nativas,
sendo no Brasil, observadas taxas de 0,7% ao ano superiores aquelas verificadas na Africa e na
Australia (Stevens et al., 2017). A tendéncia de aumento na cobertura lenhosa no Brasil, ja
verificada desde a década de 1970, é um reflexo das politicas de incentivo para a producao de
florestas plantadas pelo governo federal a partir de 1960, com a implementagéo de culturas de
Eucalyptus spp. e Pinus spp. para a producdo madeireira. Cultivos de Pinus spp. levam a
diminuicao na luminosidade, bem como a formacéao de espessa camada de aciculas sobre o solo
retendo parte da dgua proveniente da chuva (Durigan et al., 2020). Além disso, nas areas de
cultivo ha exclusdo do fogo (Zanzarini et al., 2019). Sabe-se que politicas de exclusdo ou
eventos antropicos que promovam a supressdo de queimadas em ecossistemas adaptados ao
fogo, podem levar a reducdo do banco de gemas de espécies herbaceas e subarbustivas (Fidelis
et al., 2014) e a ocupacdo das areas por espécies exdticas invasivas, ocasionando na perda de
biodiversidade e no processo de florestacdo das areas nativas (Duringan, 2020). Estudos em
areas de cultivo de Pinus elliotii de longo prazo implantados em fisionomias abertas do Cerrado
levaram a reducdo drastica no banco de gemas e na diversidade de estruturas subterraneas
(Ferraro et al., 2021). Importante ressaltar que espécies de Pinus spp. sdo hoje, um grande
problema devido a seu carater invasivo em &reas abertas de Cerrado, devida a rapida
germinacéo das suas sementes que séo langadas a longas distancias em relacdo a planta-mae,
seu rapido crescimento e consequente formacgdo da camada de aciculas sobre o solo, suprimindo
a vegetacdo nativa, principalmente o estrato herbaceo-arbustivo (Duringar et al., 2020;
Zanzarini et al., 2019).

Trabalhos de recuperacgdo nas areas afetadas com Pinus spp. demonstram que mesmo
apos 15 anos do corte raso dos plantios, com a utilizagdo de técnicas de restauragdo, a vegetacado
se assemelha a uma formacao florestal, distanciando-se da estrutura de savana (Haddad et al.,

2021). Técnicas como avaliacdo da regeneracdo natural, enriquecimento com espécies nativas,
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corte das arvores e fogo prescrito, sdo métodos indispensaveis para tentar restaurar ecossistemas
savanicos (Buisson et al., 2019; Haddad et al., 2021; Parr et al., 2014). Os estudos de Silva et
al. (2020) e Antunes (2020) em area de Cerrado pos-retirada do plantio de Pinus spp. e queima
do material remanescente na EEcSB, apontou que espécies de diferentes familias conseguiram
rebrotar devido ao banco de gemas em sistemas subterraneos providos de carboidratos de
reserva.

Sabe-se que o banco de gemas € o principal atributo relacionado ao rebrotamento das
especies (Clarke et al., 2013), podendo ser definido como o conjunto de gemas localizadas
acima e abaixo do solo (Klimesova and Klimes, 2007). Muitas espécies apresentam um banco
de gemas associado a sistemas subterraneos, ndo somente raizes, mas também 6rgéos caulinares
(KlimeSova et al., 2018), que garantem a sobrevivéncia das espécies, por meio da protecao das
gemas abaixo do solo (Pausas et al., 2018) e pela estocagem de carboidratos de reserva, que,
quando remobilizados, rapidamente contribuem para a formacdo de novos Orgaos
fotossintetizantes (De Moraes et al., 2016).

Ao analisar o efeito do fogo nos estratos herbaceo e subarbustivo em areas abertas do
Cerrado da EEcSB, Pilon e colaboradores (2021) identificaram cinco diferentes estratégias de
regeneracdo para a colonizacdo pdés-fogo, sendo o rebrotamento a partir de estruturas
subterraneas, o principal mecanismo adotado.

Dentre as primeiras descrigdes de sistemas subterraneos nas savanas brasileiras estao
aquelas realizadas por Rizzini and Heringer (1966, 1965, 1962, 1961). Estudos com diferentes
familias vém sendo desenvolvidos, como, por exemplo, Apocynaceae (Appezzato-da-Gléria
and Estelita, 2000; Lopes-Mattos et al., 2013), Asteraceae (Abdalla et al., 2016; Bombo et al.,
2014; Filartiga et al., 2017; Silva et al., 2015), Amaranthaceae (Joaquim et al., 2018),
Erythoxylaceae (Alonso and Machado, 2007) e Smilacaceae (Martins et al., 2010). Os estudos
enfatizam que muitas espécies apresentam sistemas subterraneos complexos, ramificados,
superficiais ou ndo, como, por exemplo, xilopddios, presentes em cerca de 90 géneros (Rizzini
and Heringer, 1965), soboles, raizes tuberosas, bulbos e rizomas, desempenhando papel
fundamental no rebrotamento de espécies do Cerrado (Appezzato-da-Gldria, 2015 e literatura
citada).

Dependendo da intensidade e frequéncia de determinadas perturbacdes, o
rebrotamento pode ocorrer através de gemas aéreas (Bond and Midgley, 2001; Pilon et al.,
2021). As principais caracteristicas que conferem protecdo as gemas aéreas, principalmente ao
fogo, € o desenvolvimento no caule aéreo de uma casca espessa, e o rapido crescimento em

altura (Burrows and Chisnall, 2016; Charles-Dominique et al., 2015). Porém, na auséncia de
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casca espessa, outras estruturas conferem diferentes graus de protecdo, por exemplo, a presenga
de primordios foliares, tricomas unicelulares lignificados ou suberizados, contendo compostos
fenolicos, coléteres, cristais, estipulas e cuticula espessa, 0s quais fornecem protecao contra
herbivoria, intensidade luminosa, seca e altas temperaturas (BELL, 1999; De Campos et al.,
2021; Silva et al., 2020).

Muitas das respostas que as espécies de plantas apresentam a fatores ambientais e
antropicos, advém da sua capacidade plastica. A plasticidade fenotipica é definida como a
alteracdo na expressdo fenotipica de um determinado genotipo em diferentes condicGes
ambientais, sejam essas luminosidade, sombreamento, temperatura, nutrientes e seca,
ocasionando respostas anatdmicas, morfologicas e fisiologicas, que possibilitam a
sobrevivéncia das espécies em diferentes habitats (Gratani, 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho propde comparar plantas de Psidium
grandifolium crescendo em duas condi¢des: numa area de Cerrado natural e numa area em
regeneracdo da EECSB ap6s a retirada do plantio de Pinus spp. e subsequente queima do
material remanescente, a fim de responder as seguintes questfes: a) quais atributos
morfoldgicos permitiram que a espécie persistisse no sub-bosque de Pinus spp. e rebrotasse na
area em regeneracdo? b) as plantas da espécie que ocorrem na area em regeneracao, apresentam
diferencas morfoldgicas e quimicas em relacdo aqueles crescendo na area de ocorréncia natural?
c) as plantas da &rea em regeneracdo apresentam diferencas nas estratégias de protecdo das
gemas aéreas em relacdo a area natural? A hipédtese € de que as plantas que ocorrem na area em
regeneracdo, apresentam diferencas na estrutura subterranea e nas gemas aéreas em relacdo a
area natural, devido a interferéncia do Pinus e as condi¢des de crescimento das plantas apds a
sua remocao e queima.

O conhecimento gerado nesse trabalho, contribuira para o entendimento de como as
espécies nativas do Cerrado se comportam e sdo afetadas em areas de plantio de Pinus spp.,
apresentando as caracteristicas adaptativas que conferiram resiliéncia frente aos distirbios
impostos. Espera-se que os resultados sejam base para a escolha de espécies em futuros planos
de restauracdo de &reas afetadas, como na Estacdo Ecoldgica aqui apresentada. Além disso,
aprofundar o conhecimento sobre a plasticidade das espécies do Cerrado em diferentes

condicdes e quais atributos garantem a resiliéncia depois de anos de silvicultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e material botanico

As coletas foram realizadas na Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara (EEcSB)
localizada no municipio de Aguas de Santa Bérbara, no estado de S&o Paulo, com coordenadas
geograficas de 22°48°59” S € 49°14°12” W. A precipitagdo média na area ¢ de 1000 - 1300mm,
o clima é Cwa, com estacOes secas (abril a setembro) e chuvosas (outubro a marco) bem
definidas. Os solos na estacdo sdo uniformes, classificados como latossolos, profundos,
arenosos e bem drenados, com uma menor retencdo de dgua na estacdo seca, em sua maioria
(Melo and Durigan, 2011).

Apresenta cerca de 2.717 ha, sendo que a maior parte estd ocupada por vegetacao
natural (79%), sendo majotariamente vegetacdo de Cerrado, sendo 0s outros 21% ocupados por
area com presenca de silvicultura comercial, com reflorestamento de Pinus spp. e Eucalyptus
spp. (Melo and Durigan, 2011).

As coletas foram realizadas em duas areas de Cerrado. A primeira area esta em
processo de regeneracao (Cerrado em regeneracao), apos a retirada de um talhdo de Pinus spp.
implantado na década de 1970 numa area de campo sujo utilizando-se trator com arado de disco.
Em 2012 houve o corte raso das arvores de Pinus e, posteriormente em 2014, colocado fogo na
camada de aciculas e individuos jovens de Pinus geminados. Durante todo o periodo de cultivo
do Pinus a area ficou protegida do fogo. Desde a retirada das arvores de Pinus spp., houve o
rebrotamento de espécies nativas. A segunda area estudada, corresponde a uma area de campo
sujo (Cerrado natural) com caracteristicas de vegetacdo similares a da area onde foi cultivado
Pinus spp. nos anos 70.

A espécie escolhida para o estudo foi Psidium grandifolium Mart. ex DC. (sin. Psidium
cinereum Mart. ex Dc.) por apresentar rebrotamento nas areas do estudo apds a retirada do
plantio de Pinus spp. A espécie, conhecida popularmente como araca, araca-catuba, araca-do-
campo, ocorre em fisionomias campestres ou savanicas, com habito subarbustivo e arbustivo
podendo atingir até 1,5 m, as folhas sdo curto-pecioladas, simples, opostas com face inferior
densamente pilosa, de coloracdo acinzentada, as flores sdo brancas e os frutos sdo bagas
globosas a subglobosas; P. cinereum correspondia a forma da espécie com escassos tricomas
(Durigan et al., 2018).

Foram coletadas trés plantas de P. grandifolium, na area de Cerrado natural (CeN),

realizada no final de janeiro/2020 (Fig. 1A; C), ao qual apresentava uma planta frutificando e
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as outras em estagio vegetativo, e, trés plantas na area de Cerrado em regeneracdo (CeRg),
realizada no inicio de fevereiro/2020 (Fig. 1B; D), ao qual uma planta apresentava floracéo e
as demais frutificando. Exsicatas foram depositadas no Herbario da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” com 0S respectivos numeros de tombo ESA143660 e
ESA143661.

Figura 1. Plantas de Psidum grandifolium ex DC. indicados na seta, ocorrentes na area de Cerrado natural (A; C; E) e Cerrado
em regeneracdo (B; D; F).



17

2.2. Sistema subterraneo

Para a coleta do material, primeiramente foi realizada a demarcacéo do nivel do solo
com arame e fita zebrada em todas as seis plantas. Posteriormente, com o auxilio de pas e
enxadas, cavou-se até retirar completamente o sistema subterraneo intacto. As plantas foram
enroladas em jornais e acondicionados em sacos pléasticos contendo agua, a fim de manter a
umidade. Em laboratorio, foi feita a mensura¢do do comprimento de todos os ramos aéreos,
assim como de todo o sistema subterraneo e suas ramificacdes. Estes dados foram utilizados
pararealizar o calculo da proporcdo do sistema subterraneo em relacdo a biomassa aérea. Foram
utilizados os dados de comprimento e ndo de massa seca, devido a dificuldade em encontrar as
plantas, principalmente na area natural, e na coleta dos sistemas subterrdneos, sendo uma
limitacdo do trabalho.

Para as andlises anatbmicas, regides do eixo principal em todas as plantas coletadas,
assim como suas ramificagdes, foram fixadas em FAA 50 (1:1:18 formaldeido, &cido acético
glacial e alcool etilico 50%) por 48 horas (Johansen, 1940). Apo6s a fixacdo, o material foi
trocado por uma solucdo de alcool 70% para armazenamento. Apos a fixacdo e armazenamento,
as amostras foram seccionadas em microtomo de deslize (Leica SN 2000 R), clarificada com
hipoclorito de sédio a 20%, lavadas em &gua destilada, coradas com azul de Alcian (Luque et
al., 1996) e safranina (Spicher, 1985) na proporc¢éo de 9:1 e com azul de toluidina 0,05% (Sakai,
1973) em tampdo fosfato e citrato pH 4,5 montadas em gelatina glicerinada e lutadas com
esmalte.

Para os testes histoquimicos, se¢es de amostras do material fresco ou fixado, foram
submetidas aos seguintes reagentes ou corantes: Sudan IV (Jensen, 1962) e Sudan Black B
(Pearse, 1953) para lipidios totais; Vermelho de Ruténio para mucilagem acida (Gregory and
Baas, 1989); Cloreto de Zinco lodado (Strasburguer, 1913); Lugol (Johansen, 1940) para grdos
de amido e Cloreto Férrico para compostos fenolicos (Johansen, 1940). Secdes controles foram
realizadas simultaneamente aos testes histoquimicos, utilizando-se procedimento padrao.

Para o calculo da propor¢éo dos tecidos internos ao cambio vascular (TIC) x casca,
considerou-se as por¢des correspondentes ao xilema secundario e a medula como TIC e a casca
como correspondente ao floema secundario e a periderme. Foram delimitadas duas regifes
caulinares e duas radiculares, com diametros diferentes, na mesma regido para todas as plantas,
sendo realizada quatro medi¢cdes no sentido medula-periderme. Foram escolhidas regides
diferentes pela observagdo da mudanca na proporg¢do de casca x TIC ao longo do sistema

subterraneo. As mensuracgdes foram realizadas por meio do software de analises ImageJ.
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A documentacdo dos resultados anatémicos, histoquimicos e quantitativos foram
realizados por meio da captura de imagens usando cdmera de video Leica® DC 300F acoplada
ao microscopio Leica® DM LB e esteromicroscopio Leica M205C acoplado a camera Leica
DFC295, realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal (LanVeg) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, da Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP).

2.3. Andlise do banco de gemas subterraneo

Em laboratdrio, foi realizada a contagem de todas as gemas consideradas viaveis
(aquelas que apresentavam os primordios foliares) até os primeiros 10 centimetros de
profundidade, com auxilio de esteromicroscopio. Os 10 centimetros foram escolhidos baseados
na literatura cientifica como a profundidade de maior ocorréncia das gemas subterrdneas em
0rgéos subterraneos espessados (Appezzato-da-Gloria, 2015; Klimesova et al., 2019; Pausas et
al., 2018).

Para a correta determinacdo e visualizacdo das gemas, era necessario realizar o corte
transversal da regido analisada para a visualiza¢do dos primordios foliares e a lacuna da gema,

as laminas e os cortes foram preparados de acordo com o item 3.2.
2.4. Condutividade hidraulica potencial e anélise do xilema secundario

PorcOes do caule tuberizado, raiz tuberizada e a regido de torcdo observada para as
plantas coletadas na &rea em regeneracdo e sua respectiva regido para as plantas da area de
Cerrado natural, foram processadas e mensuradas as seguintes varidveis: comprimento e
didmetro equivalente dos elementos de vasos (N=50), densidade dos vasos (numero de
vasos/mmz?), condutividade hidraulica potencial e a proporc¢éo de células no xilema para a regido
de torcdo para cada planta amostrada. As mensurag6es foram feitas no software ImageJ.

Para o célculo da proporcédo das células de sustentacdo, transporte e armazenamento
no tecido xilematico, foi delimitada uma regido entre dois raios vasculares e calculada a area
ocupada por cada célula. Posteriormente, extrapolado para a secdo completa em mm, de acordo
com a metodologia proposta por KlimeSova et. al (2019).

Para o célculo do comprimento, as amostras foram dissociadas de acordo com a
metodologia proposta por Franklin (1945). As porcdes foram cortadas longitudinalmente com
auxilio de martelo e ldaminas descartaveis. Posteriormente o material passou por uma mistura
de perdxido de hidrogénio e acido acético glacial (1:1) em estufa de 60 °C por 24-48 horas, até

que estivesse macio e com coloracdo esbranquicada. Em seguida, o material passou por banhos
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de 4gua destilada (15min) e etanol 50% (20min), e por 24 horas, corado com Safranina 1% em
etanol 50%. Apos a coloracgdo foi realizado banhos em etanol 30%. Uma pequena por¢éo do
material foi colocado sobre lamina, dissociado com auxilio de pinca, adicionado trés gostas de
glicerina e a ldamina lutada com esmalte.

Devido os elementos de vasos ndo serem circulos perfeitos em vista transversal,
deveria ser realizado o calculo do didmetro tangencial. Todavia, este diametro, ndo considera a
forma do vaso e a condutancia hidraulica. Portanto, o recomendavel e utilizado, é o didametro
equivalente (De) , que é calculado com base na area do lume (A) a partir de sec¢des transversais,

pela seguinte formula (Scholz et al., 2013):

Posteriormente, foi calculado o didmetro dos vasos hidraulicamente ponderado (Dh),
pois ele reflete a verdadeira condutancia dos vasos, representando o diametro médio que todos

0s vasos teriam para corresponder a condutividade total, a partir da seguinte formula (Scholz et

al., 2013):
Zd40’25
Dh=| —
- ()

, onde d € o diametro equivalente dos vasos (em pm) e N o numero de vasos
mensurados.

Utilizou-se a equacdo de Hagen-Poiseuille para calcular a condutividade hidraulica
potencial (Kp) para cada planta amostrada, determinou-se utilizar a férmula da Kp ao invés da
condutividade real, pois a primeira assume que a resisténcia das placas de perfuragdes, da
membrana das pontoac@es e dos vasos cavitados ndo influenciam significativamente, mas sim
o diametro e a quantidade de vasos (Poorter et al., 2010; Sterck et al., 2008). A Kp foi calculada
a partir das medidas do didmetro hidraulico (Dh) e da densidade dos vasos (DV), pela seguinte

férmula;

Kp = (1"2’;”:1) .DV.Dh*

: Kp é a condutividade hidraulica potencial (em Kgm 1 MPa 1), pw é a densidade da
agua a 20 °C (998.2 kgm %), n é a viscosidade da agua a 20 °C (1.002.10 ° MPa), DV € a
densidade de vasos (vasos/mm2) e Dh é o diametro do vaso hidraulicamente ponderado (em
m).

Os dados de comprimento, didmetro equivalente e condutividade hidraulica potencial

foram submetidos a uma analise de variancia a fim de verificar possivel diferenca significativa,
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ndo foi utilizado nenhum teste de comparacdo de médias e os resultados foram expressos por
meio de gréficos boxplots.

2.5. Analise quimica das raizes

Amostras das raizes das seis plantas foram congeladas no mesmo dia de coleta e
utilizadas para realizar a quantificacdo de carboidratos sollveis totais, compostos fendlicos e
flavonoides. Essa etapa foi realizada no Laboratério HUGOT de Tecnologia em

Sucroderivados.

Para as andlises de carboidratos solUveis totais, amostras das seis plantas foram
secionadas utilizando navalhas e moidas com auxilio de cadinho. Um grama do material foi
dissolvido em 10 mL de agua destilada, e filtrado a vacuo em membrana Millipore de nitrato
de celulose com 0,45 pm de didmetro. O material filtrado foi tratado com mistura clarificante
de éxido de aluminio na propor¢do de 0,004g de clarificante por mL de amostra com o intuito
de reduzir a influéncia dos pigmentos na quantificacdo. Os teores de carboidratos solUveis totais
foram analisados pelo método de Fenol-Sulfdrico (Dubois et al., 1956), e os resultados
expressos apos leitura espectrofotométrica, realizada a 490 nm em espectrofotdmetro UV-Mini
1240 (Shimadzu Co.), contra uma curva de calibracdo de glicose no intervalo de 100 a 1.000
He.

Para a analise dos compostos fendlicos e flavonoides, cinco gramas de cada amostra
das seis plantas foram colocados em papel filtro, e, em seguida, realizada a extracdo etanolica,
utilizando etanol 95%, como solvente polar em aparato de Soxhlet (Ferraz et al., 2000). Os
fenolicos totais foram quantificados misturando 100 pL. do extrato das amostras com 900 uL.
de &gua ultrapura. Posteriormente, adicionado 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluido com
agua ultrapura e 2,5 mL de Na,COz. Apdés 40 minutos, a leitura foi expressa em
espectrofotdmetro UV-visivel a 725 nm. Para flavonoides, foi realizada uma solu¢do com 0,5
mL do extrato, 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de Al (NO3)3 10% e 0,1 mL de acetato de potassio
(1M). Apds 40 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel
a415nm (Park et al., 1998). A curva padrao foi realizada com rutina, e os resultados expressos

em equivalentes de rutina por 100 gramas de raizes.



21

2.6. Protecdo das gemas aéreas

Foram analisadas a porgéo terminal dos ramos contendo a gema terminal e as trés
regides nodais subsequente para as duas areas de estudo. Os ramos coletados de cada planta
foram fixados em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1964) por 48 horas. Apoés a fixacédo, o
material foi desidratado em serie etilica crescente ate alcool 70%.

Parte das amostras foram desidratadas até alcool 100% e em seguida embebida em
historesina hidroxi-etil metacrilato (Leica®) seguindo as orientagdes do fabricante. Os blocos
obtidos foram seccionados nos planos transversal e longitudinal em micrétomo rotativo manual
(Leica RM 2045) com navalhas descartaveis, com a espessura variando de 5-7 um. As secdes
foram coradas com azul de toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampéo fosfato e citrato pH 4,5 e
montadas em resina sintética Entellan® (Merck®).

Para os testes histoquimicos, secGes de amostras do material fixado, embebidos em
resina, foram submetidas aos seguintes reagentes ou corantes: Sudan IV (Jensen, 1962) e Sudan
Black B (Pearse, 1953) para lipidios totais; Vermelho de Ruténio para mucilagem &cida
(Gregory and Baas, 1989); Cloreto de Zinco lodado (Strasburguer, 1913) e Lugol (Johansen,
1940) para graos de amido e Cloreto Férrico para compostos fendlicos (Johansen, 1940).
Amostras também foram submetidas aos fluorocromos Nile red para lipidios (Greenspan et al.,
1985), sobre filtro Leica I3 (ex BP 400-490nm; em: 530-575nm) e para autofluorescéncia de
compostos fenolicos, secdes ndo coradas foram analisadas sob filtro Leica L5 (ex: BP 460-
500nm; em: 512-542nm) (Cardoso-Gustavson et al., 2018). Sec¢des controles foram realizadas
conforme o padrdo para andlise dos resultados.

Amostras dos ramos contendo a gema terminal foram analisadas ao microscopico
eletronico de varredura (MEV). As amostras foram secas ao método do ponto critico de CO2
(Horridge and Tamm, 1969), montadas sobre suportes de aluminio e cobertas com uma delgada
camada de ouro de 30 a 40nm no equipamento Balzers modelo SCD 050. As anélises das
eletromicrografias foram realizadas no microscopio eletrénico de varredura Zeiss modelo LEO
435VP, operado a 20kv com as escalas impressas diretamente nas imagens. Essa etapa foi
realizada no Laboratorio de Microscopia Eletrdnica Professor Dr. Elliot Watanabe Kitajima.

A documentacdo dos resultados anatdmicos e histoquimicos foi realizada semelhante

ao item 1.2.
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3. RESULTADOS

3.1. Analise morfologica do sistema subterraneo

Em ambas as areas analisadas, Psidium grandifolium € uma espécie subarbustiva, cujo
sistema subterrdneo é um xilopddio lenhoso formado por um eixo vertical em relacéo ao solo
na area de Cerrado natural (CeN) (Fig. 2A; 3A-C), enquanto, na area de Cerrado em
regeneracdo (CeRg), o xilopddio exibe uma torcdo alterando a sua orientacdo vertical para
horizontal (Fig. 2B; 3D, G).

Figura 2. Psidium grandifolium na rea de Cerrado natural (A) e Cerrado em regeneracéo (B). Nos destaques observar que o
xilopédio em relacdo a superficie do solo (linha tracejada) € vertical em (A) e exibe uma torcdo alterando a sua orientacdo
vertical para horizontal em (B).

A porcéo superior do xilopodio é um eixo delgado (Fig. 3A-1), lignificado que emite
varias raizes plagiotrépicas que podem ultrapassar 160 cm de comprimento. Na por¢do mais
proxima do solo, o xilopodio emite ramos aéreos. Com o desenvolvimento, a base subterranea
e lignificada dos ramos se funde num processo de auto enxertia natural (Fig. 3E). A auto
enxertia pode ser observada ao nivel do solo (Fig. 3 F, I) ou até mesmo a mais de 10 cm abaixo
do nivel do solo (Fig. 3C). O comprimento do eixo delgado em relacéo ao nivel do solo varia
entre as plantas tanto no CeN (Fig. 3A-C) quanto no CeRg (Fig. 3 D,F,G,1), sendo que os valores

maiores sdo observados no CeRg (Tabela 1). As gemas ocorrem principalmente nos primeiros
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5 cm abaixo do nivel do solo, sendo que o nimero varia entre as plantas assim como varia 0

numero de ramos emitidos pelo xilopddio (Tabela 1).

Tabela 1. Morfometria do xilopédio de Psidium grandifolium na area de Cerrado natural (CeN) e Cerrado em regeneragao

(CeRg). Md= média; Dx= desvio padréo; Pl.= planta.

CeN CeRg
PI.01 PIl. 02 PI. 03 Md + Dx PI. 01 PI. 02 PI. 03 Md + Dx
Comprimento do eixo delgado 6,4 18,75 25,3 16,8 £ 9,6 25,85 19,13 24 23+34
(cm)
Comprimento do eixo 12,43 21,87 1315 158+53 11,37 16,08 15 142+2,4
tuberizado (cm)
Comprimento total do eixo 91 97 69 85+14 124 100,6 83,5 102 +20
subterréneo (cm)
Maior didmetro do eixo 2,7 6,75 4,21 46+2 2,41 2,17 2,5 24+0,1
tuberizado (cm)
NUmero de gemas por Ind. 7 5 9 7£2 28 21 22 22+55
NUmero de ramos emitidos 3 2 2 2+0,6 4 2 2 2,7+12

pelo xilopddio

A porcdo inferior do xilopddio é tuberizada, lignificada, de morfologia fusiforme (Fig.

2A-B, 3 A,D,F,G) cuja profundidade alcanga 60 cm no CeN e 87cm no CeRg. O maior didmetro

e 0 comprimento total do setor tuberizado variou entre as plantas nas duas areas de estudo

(Tabela 1) e, apenas na area em regeneracdo, foram observadas deformidades no setor

tuberizado (Fig. 3H). As raizes formadas ao longo da porcéo inferior do xilopédio podem

ultrapassar 80 cm de profundidade.
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Figura 3. Xilopddios de Psidium grandifolium ocorrentes na area de Cerrado natural (A-C) e Cerrado em regeneracédo (D-1),
com destaque na porgao superior do xilopddio, para ambas as areas, indicando a regido da auto enxertia (i) e a regido de
transicdo vascular (ii). Em E, secdo transversal da regido de auto enxertia indicada em D. Em H, detalhe da deformidade na
porcdo tuberizada indicada no xilopddio em G. Barras: (A; C; E; F; H) = 20cm, (B; K; N) =5cm; (G; I; J; L) =10 cm; (D) =
5mm; (M)=2,5cm.
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Ao analisar a relacdo entre a parte aérea e 0 sistema subterraneo se observa que a parte
aerea é proporcionalmente maior que o sistema subterraneo nas plantas do CeN, sendo que esta

relacdo se inverte nas plantas do CeRg (Fig. 4A).

A

Proporcao Parte aérea / Parte subterranea

100 -
90 -
80 -
70 -

60 - D Parte

aérea
50

105 - &\N Parte

subterranea
30 ~

20 ~
10 -

Porcentagem (%)

CeN 01 CeN 02 CeN03 CeRg0Ol CeRg02 CeRgO03

Figura 4. Proporgdo do comprimento maximo de parte aérea e subterranea (A) de Psidium grandifolium nas areas de Cerrado
natural (CeN) e Cerrado em regeneracdo (CeRg).

3.2. Analise anatdmica do sistema subterraneo

O xilopodio de Psidium grandifolium é de origem mista (Fig. 5A-D), sendo que a
participacdo das estruturas caulinar (Fig. 5A-B) e radicular (Fig. 5D), bem como a posi¢édo da
regido de transicdo vascular (Fig. 5C) variam entre as plantas conforme mostrado na figura 3.
A estrutura caulinar é bem caracterizada pelo floema interno (Fig. 5B) e pela medula constituida
por células parenquimaticas isodiamétricas (Fig. 5A), que podem acumular compostos
fendlicos e amido. Na regido de transi¢do vascular observa-se a medula escassa e elementos do
xilema priméario em rotacéo (Fig. 5C) e, na regido radicular, o xilema primario ocupa a regido
central do 6rgdo (Fig. 5D). O xilopddio é altamente lignificado e exibe anéis de crescimento
(Fig. 5E). As gemas do xilopddio, localizadas nos primeiros 10 centimetros a partir da
superficie do solo, sdo axilares (Fig. 5F-H).

A periderme que reveste todo o eixo subterraneo apresenta o suber constituido por
varias camadas de células sendo alternadas uma camada de células com paredes anticlinais e
periclinais suberizadas (Fig. 51), contendo fenois (Fig. 5J) e uma camada com espessamento

periclinal interno lignificado (Fig. 5K).
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Figura 5. Sec¢Bes transversais (A-E, G-P) e visdo superficial (F) do xilopddio de Psidium grandifolium. Estrutura caulinar com
floema interno e medula (A). Detalhe do floema interno perimedular (B). Regido de transigéo vascular (indicada por ii na figura
2) mostrando a redugdo da medula e tor¢éo de elementos do xilema primério (seta). Estrutura radicular com xilema primério
no centro do drgdo (seta) (D). Xilema secundario altamente lignificado exibindo anéis de crescimento (E). Gemas axilares (F-
H, setas) protegida pela casca (G). Observar a lacuna da gema em H (*). Stber com paredes suberizadas (1), contetido fendlico
(J) e espessamento periclinal interno em lignina (K). Floema e xilema secundarios com células de contetdo fendlico
evidenciado pelo cloreto férrico (L). Floema secundario com cristais prismaticos evidenciados pela birrefringéncia na luz
polarizada entre as faixas de braquiesclereides (M). Floema secundario com raios dilatados na periferia do 6rgdo (*, N). Detalhe
das braquiesclereides no floema secundario (O). Amido evidenciado pelo cloreto de zinco iodado nas células do parénquima
radial e axial do xilema secundario. Ac = anel de crescimento; Fi = floema interno; Fs= floema secundério; Me = medula; Xi
= xilema secundario; Barras: (F; H) = 1mm; (A; E; L; M; N; O; P) =500 um; (C; D; G) = 200um; (B) = 100 pum; (1) = 50um;
(J; K) = 25um.
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O sistema axial e radial do floema secundario apresenta uma coloragdo natural
alaranjada em suas células, que reagem positivamente para compostos fendlicos (Fig. 5L). As
células parenquimaticas que ndao armazenam fendis, estdo relacionadas com o armazenamento
de cristais prismaticos, que, geralmente, delimitam os raios floematicos (Fig. 5M). Os raios
podem ser unisseriados ou bisseriados e, dependendo do didmetro do 6rgéo, sdo dilatados na
periferia (Fig. 5N). Braquiesclereides (Fig. 50) formam faixas de uma a trés camadas de células
quase continuas, que se intercalam com as demais células do floema axial (Fig. 5N).

O sistema axial do xilema secundario, € composto por elementos de vaso pontoados,
fibras, células parenquimaticas radiais e axiais, que armazenam amido (Fig. 5P), compostos
fendlicos e cristais prismaticos em menores quantidades. O sistema radial, assim como no
floema, apresenta raios unisseriados e bisseriados.

Ao serem comparadas as regides correspondentes do sistema subterrdneo com e sem a
torcao observou-se que ndo houve diferenca na proporcéo de células no tecido xilematico. Em
ambas as situacdes, as fibras apresentaram a maior porcentagem média com 44%, seguidas
pelas células parenquimaticas (axiais e radiais) com 43% e os elementos de vaso ocupando
cerca de 13%.

O diametro dos vasos diferiu significativamente, sendo maior para as trés regioes
analisadas do sistema subterraneo (caule, torcéo e raiz) de plantas da area CeRg (Fig. 6A). O
comprimento dos vasos no caule e na tor¢do é maior no CeRg, enquanto na raiz, € maior no
CeN (Fig. 6B). A densidade de vasos é significativamente superior no CeN para as trés regides
do sistema subterraneo analisadas (Fig. 6C).

A condutividade hidraulica potencial (Kp) média do xilema secundario para a area de
Cerrado natural foi inferior em todas as regiGes analisadas quando comparadas a area de
Cerrado em regeneracdo, conforme figura 6D. O menor valor de Kp foi obtido na regido de
torcdo do sistema subterraneo das plantas da area CeRg e na regido correspondente a tor¢éo no

sistema subterraneo das plantas da area de CeN (Fig. 6D).
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Figura 6. Boxplots das analises anatdmicas quantitativas do xilema secundario de Psidium grandifolium nas duas areas de
estudo, bem como da medida da condutividade hidraulica potencial. Dados significativamente diferentes (*).(n=50 para as
mensuragdes medias de didmetro, comprimento e densidade dos elementos de vasos).

Nas duas areas analisadas, observa-se que no sistema subterraneo a regido ocupada
pelos tecidos externos ao cambio vascular (casca) € sempre proporcionalmente menor que
aquela ocupada pelos tecidos internos ao cambio vascular (T1C) a qual corresponde a cerca de
75% da estrutura. Nas porcOes caulinar e radicular ndo espessadas das plantas do CeN a

porcentagem ocupada pela casca é maior que nos demais setores analisados (Figura 7).
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Figura 7. Proporcéo da casca e de tecidos internos ao cdmbio vascular (TIC) de diferentes regiGes do sistema subterraneo de
Psidium grandifolium nas &reas de Cerrado natural (CeN) e Cerrado em regeneragdo (CeRg).
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3.3. Analise quimica das raizes

Os conteidos de carboidratos sollveis totais, fenolicos totais e flavondides totais
foram quantificados nas amostras de raizes em Psidium grandifolium. Os resultados obtidos séo
apresentados na Tabela 2. Tanto os valores de carboidratos sollveis totais e de flavonoides
mostraram diferenca significativa entre as areas avaliadas, no entanto, os teores de fenolicos

totais ndo apresentaram diferenca.

Tabela 2. Quantificagdo dos compotos de reserva e protecdo nas raizes subterraneas de Psidium grandifolium ocorrentes nas
areas de Cerrado natural (CeN) e Cerrado em regeneragdo (CeRg). Os resultados foram confrontados por analise estatistica
pelo teste de Tukey a 5%, letras diferentes indicam diferenca significativa

Carboidratos sollveis  Fendlicos totais Flavonoides totais

totais (mg 100g™) (mg 100g%)

(mg 100g™)
CeN 308000 + 0.063a 102.5+ 15.1a 57.7+0.6b
CeRg 259000 + 0.254b 113.0+ 18.2a 83.6+1.3a

3.4. Protecdo das gemas aéreas

Em ambas as areas estudadas a gema terminal esta presente protegida por primérdios
foliares (Fig. 8A-E), providos de tricomas unicelulares nas epidermes das faces adaxial e
abaxial (Fig. 8B-C). Os tricomas sdo visivelmente mais abundantes e distribuidos
uniformemente em ambas as faces dos primérdios foliares na area de Cerrado em regeneracao
(Fig.8 B, E). Na area de Cerrado natural, os tricomas sdo mais escassos e estdo distribuidos
preferencialmente na face abaxial dos primérdios foliares (Fig. 8 C, D). Os tricomas e as células
epidérmicas e subepidérmicas voltadas para a face abaxial exibem compostos fendlicos (Fig.
8G). Na face abaxial dos primordios foliares mais desenvolvidos séo observadas cavidades que
secretam uma mistura composta de fenois (Fig. 8H) e lipidios (Fig. 81). Nas duas areas
analisadas, séo observados cristais do tipo drusa abaixo do meristema apical caulinar (Fig. 8D).

Nas trés regides nodais analisadas, além da gema axilar sdo observadas de uma a duas
gemas acessorias (Fig. 8J-L). As gemas analisadas apresentam caracteristicas similares aquelas
descritas para a gema terminal, ou seja, primordios foliares providos de tricomas (Fig. 8K), de
células com contetdo fendlico (Fig. 8L) e de cavidades secretoras. Também séo observados
idioblastos cristaliferos (Fig. 8K) abaixo do meristema apical caulinar (Fig. 8K). Na terceira

regido nodal, principalmente, além dos cristais, braquiesclereides estdo presentes no eixo



31

caulinar (Fig. 8K). Em todas as gemas aéreas ocorrem coléteres (Fig. 9) os quais serdo descritos

no préximo topico.
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Figura 8. Eletromicrografia de varredura (A) e sec¢Oes longitudinais (B -L) da gema terminal e de regiGes nodais subjacentes
de Psidium grandifolium. (A-C) Primérdios foliares protegendo o meristema apical caulinar (MAC). Observar a diferenca na
pilosidade entre a area de Cerrado em regeneracdo (B) e a area de cerrado natural (C). (D) Idioblastos cristaliferos sob o MAC
evidenciados pela birrefringéncia sob luz polarizada. (E) Gema terminal ndo corada analisada sob filtro L5. Observar as
cavidades secretoras (setas) voltadas para a face abaxial dos primérdios mais desenvolvidos. (F) Tricomas com contetdo
fendlico. (G) Conteldo fendlico (*) evidenciado pelo cloreto férrico nas células da epiderme e das camadas subepidérmicas
nos primérdios da gema (H-1) Cavidades secretoras presentes nos primordios foliares com secregdo de natureza fendlica
evidenciada pela autofluorescéncia sob filtro L5 (H) e lipofilica pos-reagdo com Sudan 1V (1). (J) Regido nodal com gemas
axilares e acessorias (setas). (K) Idioblastos cristaliferos evidenciados pela birrefringéncia sob luz polarizada abaixo do MAC
das gemas acessdrias e braquiesclereides (Sc) no eixo caulinar. (L) Células com contetdo fendlico evidenciado pelo cloreto
férrico. Barras: (B; L) = 1mm; (C; E; L; M; N) = 500um; (D; G) = 250um; (A; J; K) = 200um; (1) = 25um; (F; H) = 50um.
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3.5. Coléteres

Nas duas areas de estudo, além de primdrdios foliares densamente pilosos, as gemas
aéreas apresentam coléteres protegendo o apice meristematico caulinar (Fig. 9A-D). O numero
varia de seis a doze na posicao intrapeciolar (Fig. 9B, C), sendo que ha apenas um inserido de
cada lado do primordio foliar (Fig. 9E). Os coléteres séo transllcidos, sendo que a senescéncia
se inicia pelo escurecimento da base (Fig. 9F). Os coléteres sdo sésseis e de formato conico,
com o apice estreito ¢ base alargada, cujo comprimento varia de 400 a 1100 um (Fig. 9G-I).
Sdo constituidos de células parenquimaticas revestidas por epiderme uniestratificada nao
disposta em palicada e desprovidos de vascularizacéo (Fig. 9H, 1). A secrecdo que se acumula
nos espacos intercelulares (Fig. 9H-J) reage positivamente ao vermelho de ruténio (Fig. 9K) e
apresenta aspecto pegajoso nas imagens ao microscépio eletrénico de varredura (Fig. 9L-M)

confirmando a sua natureza mucilaginosa.
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Figura 9. Eletromicrografias de varredura (A, B, D, L, M), fotografias em estereomicroscopio (E,F) e se¢des longitudinais (C,
G-J) dos coléteres de Psidium grandifolium. (A-D) Gema apical caulinar antes (A) e apés (B-D) a retirada do primordio foliar
para a visualizacdo dos coléteres intrapeciolares (*), (E, F) Coléter na posicéo lateral (indicado pela estrela) com apice
translucido e base amarronzada. (G-K) Coléteres conicos e sésseis presentes ao lado da gema axilar. As setas indicam a secre¢do
que cora com vermelho de ruténio (K). (L, M) Secre¢do de aspecto pegajoso recobrindo a gema axilar. Elipses = gema axilar.
Barras: (A; C; G; H; 1) =200um; (B; D; J; K) = 100um; (E; F) = 1mm; (L) = 20um; (M) = 50um.
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4. DISCUSSAO

Os sistemas subterraneos de Psidium grandifolium analisados neste trabalho séo
xilopddios altamente lignificados que possuem estruturas morfologicas distintas, assim como,
diferencas no banco de gemas subterraneo, na quantidade de carboidratos sollveis totais e
compostos de defesa entre as areas de estudo. As gemas aereas sao protegidas por primordios
foliares pilosos, coléteres, cavidades secretoras, cristais e braquiesclereides.

Muitas espécies sobrevivem a distdrbios por meio do rebrotamento, que é uma
caracteristica adaptativa que confere persisténcia diante de varios regimes de perturbacdo
(Clarke et al., 2013). A eficiéncia desse processo, depende, principalmente, do grau de protecao,
do nimero e da posicdo das gemas, assim como, do tipo de 6rgdo de armazenamento (Charles-
Dominique et al., 2015; Clarke et al., 2013; Pausas et al., 2018). Em ecossistemas propensos ao
fogo, diversos sistemas subterraneos, como os xilopddios, sdo apontados como estruturas
fundamentais que possibilitam a resiliéncia das espécies (Appezzato-da-Gloria, 2015).
Xilopddios sdo estruturas espessadas, cujo desenvolvimento pode ser determinado
geneticamente, ou dependente de condi¢cbes ambientais (Appezzato-da-Gléria, 2015; Rizzini
and Heringer, 1965). A classificacdo do sistema subterrdneo de P. grandifolium como
xilopodio, foi determinada pela morfoanatomia das estruturas, que correspondem com
caracteristicas ja descritas na literatura para 6rgdos xilopodiferos (Alonso and Machado, 2007;
Appezzato-da-Gloria and Cury, 2011; Pausas et al., 2018).

Os xilopddios sdo 6rgdos portadores de gemas subterraneas protegidas da acdo do fogo
devido ao isolamento térmico do solo (Clarke et al., 2013; Pausas et al., 2018). As gemas do
xilopddio de Psidium grandifolium, como verificado em outras espécies de Myrtaceae do
Cerrado (Antunes, 2020; Silva et al., 2020) sdo axilares, protegidas por catafilos ou pela casca
e ocorrem na base de ramos, principalmente nos primeiros 5cm abaixo da superficie do solo.
Geralmente, as gemas presentes em 6rgaos subterraneos estdo localizadas nos primeiros 15cm
de profundidade, sendo a maioria encontrada nos 5cm perto da superficie do solo (Klimesova
and Klimes, 2007; Vesk and Westoby, 2004). Gemas localizadas em profundidades maiores,
estdo mais protegidas, porém, estdo em desvantagem, pois podem apresentar crescimento lento
e capacidade competitiva reduzida (Ott et al., 2019).

O numero de gemas dos xilopddios na area de Cerrado em regeneracgdo foi cerca de
trés vezes maior que na area de Cerrado natural. O nimero de gemas pode ser influenciado pelo
tamanho e idade da estrutura, sendo fortemente dependente da arquitetura da planta(Ott et al.,
2019). No caso de P. grandifolium, e de outras plantas xilopodiferas do Cerrado (Antunes,
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2020), o maior nimero de gemas pode estar relacionado ao maior nimero de bases subterraneas
de ramos emitidos pelo xilopodio. Além disso, o eixo caulinar das plantas analisadas foi maior
na area em regeneracao.

A torcdo no xilopddio alterando a sua orientacdo vertical para horizontal nas plantas
da &rea em regeneragdo provavelmente ocorreu devido ao impedimento mecéanico exercido
pelas raizes de Pinus spp. ainda observadas na area. Além disso, as plantas da area em
regeneracdo investiram mais na porc¢ao subterranea com a producdo de varias raizes laterais e
adventicias na area em regeneracao, a fim de proporcionar maior aquisi¢do de agua e nutrientes
nas camadas superficiais do solo. Estudos experimentais de Rizzini & Heringer (1965) ja
apontam que os 6rgdos xilopodiferos podem apresentar curvaturas na raiz principal, raizes
laterais e adventicias, que se orientam horizontalmente a superficie do solo, ndo se
aprofundando, devido ao impedimento mecanico.

No xilopddio de Psidium grandifolium de ambas as &reas foi possivel observar anéis
ou camadas de crescimento, ndo anuais, semelhantes aos relatados em xilopddios de
Apocynaceae (Appezzato-da-Gloria and Estelita, 2000) e Asteraceae (Filartiga et al., 2017;
Silva et al., 2015). Tomazzielo (2004) e Marcati (2006) analisaram o lenho de mais de 50
espécies lenhosas e subarbustivas de &reas do Cerrado paulista indicando a presenca de
marcadores anatdmicos que delimitam os anéis de crescimento. Os mesmos autores reforcam
que zonas fibrosas e faixas parenquimaticas sdao os marcadores que ocorrem com maior
frequéncia, assim como nos xilopddios de P. grandifolium. As camadas de crescimento aqui
mencionadas ndo correspondem a anéis de crescimento anuais, estes que oferecem importantes
informaces para compreender fatores eco-climaticos que influenciaram o desenvolvimento das
plantas. Todavia, trabalho com herbocronologia em espécies temperadas demonstrou que além
de uma influéncia sazonal, a formacdo de anéis de crescimento anuais em estruturas
subterraneas esta relacionada a emissdo e fenologia de novos ramos aéreos, assim como, na
remobilizacdo e sintese de amido ao longo de um ano (Dee et al., 2018).

Nos xilopddios de Psidium grandifolium, amido é encontrado principalmente no
parénquima vascular xilematico e floeméatico e na medula caulinar. O teor de carboidratos
soluveis totais foi menor nas raizes das plantas na area em regeneracdo provavelmente devido
ao restabelecimento da parte aérea. A capacidade de rebrotamento e consequente formacao de
noVoS ramos aéreos, assim como o vigor do rebrotamento, demanda expressiva remobilizacao
de amido e nutrientes, sendo determinada pelo estado de pré-perturbagdo das plantas, como o
tamanho da planta e a quantidade de reservas ja alocadas na estrutura subterranea (De Moraes

et al., 2016; Moreira et al., 2012). O grande numero de gemas presentes nas plantas na area em
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regeneracdo, também representam um dreno de carbono, estima-se que cerca de 2% dos
fotoassimilados diarios sdo necessarios para processos de manuntecdo e protecdo dessas
estruturas (Vesk and Westoby, 2004). Ndo somente carboidratos, estruturas subterraneas
também podem armazenar d4gua (Da Silva and Rossatto, 2019), insumo essencial para a
fotossintese, determinando a capacidade inicial e sobrevivéncia pos-rebrota (Moreira et al.,
2012).

As taxas fotossintéticas nas plantas sao influenciadas por varios fatores, como por
exemplo, pela condutividade hidraulica, que representa um equilibrio entre ganho de carbono e
transporte de agua, influenciando principalmente na condutancia estomatica, por consequéncia,
no CO: intracelular (Brodribb et al., 2002; Santiago et al., 2004). Os dados de condutividade
hidraulica foram superiores nas plantas da area em regeneracdo onde ha maior incidéncia
luminosa e foram proporcionais ao diametro dos vasos e inversamente proporcionais a
densidade dos vasos, como verificado em mais de 40 espécies arboreas (Poorter et al., 2010).
Os menores valores de condutividade hidraulica foram observados na regido entre o caule e a
raiz principal das plantas de ambas as areas e podem estar relacionados com a estratégia para
evitar a cavitacdo na regido de transicdo vascular (Longui et al., 2017).

O sUber da periderme que reveste todo o sistema subterraneo, é constituido por células
contendo fendis com paredes suberizadas e outras células com paredes lignificadas. A
suberizacdo parietal atua como uma barreira contra a perda de &gua e nutrientes, além de
restringir possiveis infeccBes (Franke and Schreiber, 2007; Serra et al., 2010) e as paredes
lignificadas podem atuar como um barreira extra contra o dessecamento, devido ao carater
hidrofébico da molécula de lignina (Ferrer et al., 2008). Estudos quimicos envolvendo a
composic¢do da casca de espécies que ocorrem em areas de Cerrado, indicam a presenca de altas
concentracdes de compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos, seguidos por lignina,
suberina e polissacarideos, funcionando como uma interface de protecdo entre planta-ambiente
(Mota et al., 2017, 2016; Vergilio and Marcati, 2017). A presenca de células suberizadas, com
conteudo fendlico, intercaladas com células lignificadas ja vem sendo descrita em espécies de
Eugenia (Silva et al., 2020; Soffiatti et al., 1999), Psidium (Antunes, 2020) e Eucalyptus
(O’Gara et al., 2009).

Dependendo da intensidade de distarbios em um determinado nicho de ocorréncia, as
especies podem rebrotar através de gemas aereas (Bond and Midgley, 2001), sendo influenciado
pelo grau de protecdo conferido a estas estruturas (Charles-Dominique et al., 2015). O
rebrotamento a partir de gemas aéreas pode recuperar com maior rapidez 0s 0Orgaos

fotossintetizantes em relacdo as gemas subterraneas (Burrows, 2013; Vesk and Westoby, 2004).
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Portanto, o investimento em estruturas pré-formadas, que conferem maior grau de protecéo,
COmMo uma casca espessa, aumentam a resiliéncia frente a diferentes regimes de pertubacoes
(Burrows et al., 2010; Burrows and Chisnall, 2016; Charles-Dominique et al., 2017; De Antonio
etal., 2020; Loram-Lourenco et al., 2020; Pausas, 2015). Conquanto, em regides caulinares que
ainda ndo se desenvolveu uma casca espessa, outras estruturas determinam a protecéo e devem
receber mais atencéo.

Além da gema axilar, a espécie estudada forma de 2 a 3 gemas acessorias seriadas. A
presenca dessas areas meristematicas, se bem protegidas, fornecem um excelente recurso de
rapida regeneracdo para recuperar danos provenientes de ataque de insetos, secas ou por
incéndios de baixa intensidade (Burrows, 2013). Nestas estruturas, primordios foliares pilosos
estdo presentes recrobindo o meristema apical caulinar. Este tipo de protecdo ja foi bem
caracterizado para espécies de Myrtaceae australianas (Burrows et al., 2008), em Myrtaceae
nativas, ha relatos em espécies de Eugenia (Silva et al., 2020), e em algumas espécies de
Rutaceae (Cruz et al., 2015). Mais recentemente, descritos nas gemas epicormicas de
Melastomastaceae, Solanaceae e Bignoniaceae (De Campos et al., 2021). Estudos que
englobem uma grande quantidade de espécies e familias no Cerrado brasileiro ainda é incipiente
na literatura.

A densa pilosidade, verificada em ambas as faces nas superficies dos primérdios,
principalmente na abaxial, oferecem vantagens adaptativas sob condigdes estressantes,
combinando estratégias quimicas, fisicas e mecanicas de protecdo (Karabourniotis et al., 2020).
Diferenca visualmente identificada na pilosidade entre as areas, pode estar relacionada a maior
incidéncia luminosa na area em regeneracdo onde as plantas ficam totalmente expostas a luz
solar. A principal funcéo atribuida & pubescéncia em superficies foliares é a capacidade de
reflectancia da intensidade luminosa, matendo constante a temperatura foliar e evitando a perda
de &gua (Ehleringer and Mooney, 1978; Eller and Willi, 1977; Johnson, 1975; Karabourniotis
et al., 2020; Levin, 1973; Schuepp, 1993). Uma das caracteristicas que conferem reflectancia
aos tricomas é sua coloracdo natural, quanto mais clara uma superficie, maior serd sua
reflectancia de energia radiante (Johnson, 1975). A condigdo em que os primordios foliares se
encontram em uma posicao inversa sobre o meristema apical caulinar (MAC), com a superficie
abaxial para cima, confere uma estratégia de protecdo eficiente na reducéo da energia radiante
absorvida (Eller and Willi, 1977). Contudo, De Campos e colaboradores (2021) né&o
encontraram correlacdo entre a temperatura e densidade de tricomas em primordios foliares em
duas das espécies avaliadas. Estudos que abranjam uma maior quantidade de espécies,

ocorrendo em areas com diferente niveis de intensidade luminosa devem ser realizados a fim
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de melhor esclarecer a influéncia desta varidvel, uma vez que, espécies que ocorrem em locais
sombreados, também podem apresentar densa camada de tricomas (Karabourniotis et al., 2020).

Além de tricomas na superficie foliar, no mesofilo dos primordios estavam presentes
cavidades secretoras. A secrecdo dessas estruturas consiste em uma mistura de compostos
fendlicos e lipofilicos que confere defesa quimica contra danos por radiacdo UV, protegédo
contra herbivoria e patégenos (Castro and Demarco, 2008). Cavidades secretoras podem estar
presentes na regido do apice caulinar também em outras familias, por exemplo, em Rutaceae
(Machado et al., 2017).

Nas gemas aéreas de Psidium grandifolium, no parénquima sob o meristema apical
caulinar, sdo observados cristais do tipo drusa, enquanto nas células do parénquima axial
floematico e xilematico dos xilopddios os cristais sdo prismaticos. Os cristais de diferentes
formatos tém sido relacionados, principalmente com a prote¢do contra herbivoria. Porém,
estudos recentes vém demonstrando a importancia fisiologica e ecoldgica dos cristais na
regulacdo dos niveis citoplasmaticos de célcio, remobilizacdo para regides meristematicas ou
eliminacdo do seu excesso em tecidos ndo funcionais (Bauer et al., 2011; He et al., 2014; Paiva,
2019). Cristais também foram observados em gemas axilares e epicdrmicas de espécies
savanicas (De Campos et al., 2021; Silva et al., 2020) e nos sistemas subterraneos de outras
Mrytaceae (Antunes, 2020; Silva et al., 2020). Nas gemas axilares, logo abaixo dos idioblastos
cristaliferos, estdo presentes braquiesclereides, bem como no xilopddio onde formam faixas
quase continuas. As camadas alternadas de braquiesclereides e cristais formam uma barreira
fisica significativa (Hudgins et al., 2003).

Coléteres estavam presentes protegendo os apices caulinares de todas as gemas aéreas
da espécie estudada. Em Mrytaceae, coléteres ja foram descritos nos apices vegetativos e na
base das axilas foliares em diferentes géneros da familia, sendo a morfologia conica a mais
recorrente entre as espécies (Costa et al., 2020; Da Silva et al., 2012; Silva et al., 2019; Silva et
al., 2020). Os coléteres de P. grandifolium analisados nas plantas das suas areas sdo conicos,
ndo-vascularizados, sésseis, de base ampla e desprovidos de epiderme em palicada como
descritos por Silva e colaboradores (2019). A secre¢do mucilaginosa dos coléteres desempenha
importante papel na protecdo das gemas aereas, pois a natureza higroscopica e viscosa da
secrecdo, mantem as regides meristematicas hidratadas em locais com baixa umidade do ar, alta
incidéncia solar e temperaturas elevadas (Da Silva et al., 2012; Thomas, 1991). Estudos
recentes demonstram que a secrecao dos coléteres € influenciada tanto pelo local de ocorréncia
guanto por uma sazonalidade marcante (Costa et al., 2020; Tresmondi et al., 2017). Nao

encontramos diferenca na natureza do exsudato entre as areas analisadas. Trabalhos que
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correlacionem a secre¢éo dos coléteres com o nicho de ocorréncia ainda precisam ser realizados
em maior numero de espécies. O método de secre¢do ainda ndo foi elucidado em coléteres de
Myrtaceae. Da Silva e colaboradores (2012) sugerem que a liberacdo possa ocorrer por
permeabilidade da cuticula uma vez que ndo observaram poros nem rupturas cuticulares nos
coléteres que analisaram. Neste trabalho, constatamos o acimulo da secre¢do nos espagos
intercelulares, nas regidos basais, medianas e apicais das estruturas analisadas, semelhante ao
observado por Silva e colaboradores (2020).

Os testes histoquimicos evidenciaram que os compostos fendlicos estavam presentes
em todas as estruturas analisadas, tanto na parte aérea quanto na parte subterranea. O acimulo
de compostos fendlicos, no conteudo celular dos tricomas ndo-glandulares e nas camadas
epidérmicas e subepidérmicas dos primoérdios foliares, além da protecdo contra herbivoria,
conferem maior resisténcia aos danos da radiacdo solar e comprimentos de ondas prejudicais
(Karabourniotis et al., 2020; Kulbat, 2016). As concentragdes mais elevadas de compostos
fendlicos totais e flavonoides nas raizes, na area em regeneracdo, podem estar relacionadas as
injurias mecanicas verificadas nas plantas analisadas uma vez que havia o acUimulo de
compostos fendlicos ao redor das lesées. Em geral, qualquer dano mecénico pode aumentar a
sintese e 0 acumulo destes compostos (Chalker-Scott and Fuchigami, 2000; Kulbat, 2016). Este
processo pode estar relacionado ao fato de que injurias podem aumentar a sintese de etileno nas
plantas (Jaffe, 1980), sendo que este hormdnio, pode desencadear respostas bioquimicas que

ocasionam na producdo de compostos fendlicos (Chalker-Scott and Fuchigami, 2000).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo confirmou a hipotese de que ha diferencas nas caracteristicas morfo-
anatdmicas e quimicas das plantas de P. grandifolium nas duas areas de ocorréncia na EEcSB
e que parte delas se deve a interferéncia do Pinus. As diferengas encontradas na orientacdo do
xilopodio das plantas da area em regeneracdo foram influenciadas pelo impedimento mecéanico
exercido pelas raizes remanescentes das arvores de Pinus, que impossibilitaram o crescimento
vertical de todo o eixo. O maior nimero de gemas subterraneas na area em regeneracao se deve
a diferenca na arquitetura da planta, a qual apresentou xilopddio com eixo caulinar de maior
comprimento. A menor concentracdo de carboidratos totais na area em regeneracao, reflete os
custos necessarios para o rebrotamento e restabelecimento da parte aérea. O fato de que todas
as plantas que rebrotaram na area em regeneracao apresentavam cicatrizes de lesdes nas porc¢des
do eixo principal subterraneo pode ter influenciado em um maior acimulo de compostos
fendlicos e flavonoides, resultando nas diferencas entre as areas de estudo.

A presenca de uma densa cobertura de tricomas protegendo o apice caulinar das gemas
aéreas, na area em regeneracdo, possivelmente esta relacionada a maior incidéncia luminosa da
area, sendo uma caracteristica adaptativa a protecdo contra luminosidade intensa.

Interessante ressaltar que, as plantas da area em regeneracdo, podem ter ficado
dormentes sobre o sub-bosque de Pinus spp., devido ao grau de desevolvimento das estruturas
subterraneas analisadas, podendo seu desenvolvimento ter ocorrido durante ou antes da
instalacdo dos plantios. Além disso, o processo de rebrotamento requer um custo elevado na
remobilizacdo de carboidratos de reserva, como aqui ja discutido. Assim, estas plantas podem
ter armazenado esses compostos quando ainda possuiam parte aérea fotossinteticamente ativa,
anterior aos plantios, propiciando o rebrotamento apds o corte raso das arvores de Pinus. A
presenca de deformidades nas por¢des mais tuberizadas dos xilopodios, podem ter ocorrido
devido aos tratos de preparo do solo ou pelo contato com as raizes de Pinus, reforcando esta
ideia. Portanto, estudos dendrocronoldgicos e ontogénicos de sistemas subterraneos seriam

fundamentais para elucidar o desenvolvimento dessas estruturas.
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