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RESUMO

NOVAES, F. S. Caracterizacdo dos atributos foliares de espécies lenhosas em
remanescente de Floresta Atlantica do Estado do Rio de Janeiro. 2021. 93f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

As espécies lenhosas se encontram distribuidas em estratos na Floresta Atlantica e
devido a propria arquitetura de suas copas fornecem condicdes distintas de luminosidade as
folhas de um mesmo individuo. Os resultados da distribuicdo de luz em diferentes niveis
podem refletir em uma variacdo nos caracteres morfo-anatdbmicos. A alta diversidade de
espécies florestais gera lacunas de conhecimento sobre processos de estabelecimento e
reproducéo, fisiologia e sistemas de defesas dessas plantas. Dessa forma, o presente estudo
tem como objetivo caracterizar os parametros morfo-anatdomicos de folhas de sombra e sol de
espécies lenhosas, a fim de identificar correlacbes entre os atributos foliares em resposta as
variacOes na intensidade de luz. Para a realizacdo da pesquisa foram selecionados individuos
pertencentes as familias Euphorbiaceae, Erythroxylaceae e Lauraceae ocorrentes no Parque
Natural Municipal do Curié de Paracambi, RJ, parque urbano com remanescente de Floresta
Ombrofila Densa Submontana. Foram coletadas folhas totalmente expandidas de ramos
localizados no dossel e no interior da copa, de diferentes individuos, das seguintes espécies:
A. verticillatus (Klotzsch) Baill., E. pulchrum A.St.-Hil. e U. verrucosum (Nees) Mez. Apos a
coleta, o material botanico foi fixado e processado de acordo com métodos usuais para
estudos de morfo-anatomia e ultraestrutura. Foram mensurados 0s parametros anatdbmicos em
duas folhas de cada individuo. As analises estatisticas deste trabalho incluem testes
paramétricos e ndao-paramétricos, e matrizes de correlacdo dos atributos avaliados. Os testes
histoquimicos revelaram a presenca de metabolitos especiais das classes dos terpenos e das
substancias fendlicas, em toda lamina foliar, nas espécies das trés familias. A partir das
analises morfoldgicas foi observado que as folhas de sol de A. verticillatus e U. verrucosum
apresentaram maiores valores de massa foliar por unidade de area, espessura e menor area
foliar especifica em relacdo as folhas de sombra. Dentre os atributos anatémicos a frequéncia
estomatica, 0s poros estométicos e a condutancia estomatica foram maiores nas folhas de
sombra de A. verticillatus, E. pulchrum e U. verrucosum. Diferente, as folhas de sol
apresentaram valores superiores para a altura do parénquima pali¢adico nas trés espécies. O
padrdo de venacdo também foi comum sendo do tipo camptobroquidédromo, porém
apresentaram terminac@es vasculares ramificacGes variadas entre as espécies. As extensdes de
bainha foliares variaram, apresentando maior altura no tipo foliar heterobarico de U.
verrucosum, enquanto no tipo semi-heterobarico de E. pulchrum, maior largura. As folhas de
sol e sombra apresentaram matrizes de correlagdo distintas para os atributos morfoldgicos e
anatémicos, sugerindo estratégias diferentes de resposta a intensidade luminosa. Os resultados
morfo-anatbmicos mostraram a capacidade de A. verticillatus, E. pulchrum e U. verrucosum
de responder as variacGes de luz de forma significativa, por meio de diferentes modificagdes
estruturais, que dificultam a perda de agua para o ambiente e mantém a dinamica
fotossintética.

Palavras-chave: Anatomia Ecologica. Atributos funcionais. Intensidade luminosa. Folha
heterobérica. Extensdo de bainha do feixe. Padrdo de venacao.



ABSTRACT

NOVAES, F.S. Characterization of leaf traits of woody species in a remnant of Atlantic
Forest in the State of Rio de Janeiro. 2021. 93f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

The woody species are distributed in strata in the Atlantic Forest and, due to the
architecture of their canopies, different luminosity conditions are provided for leaves from the
same individual. The results of light distribution at different levels may reflect into a variation
in morpho-anatomical characters. The high diversity of forest species creates knowledge gaps
about establishment, reproduction, physiology and defense systems of these plants. Thus, the
present study aims to characterize the morpho-anatomical parameters of shade and sun leaves
of woody species, in order to identify correlations among leaf attributes in response to
variations in light intensity. To carry out the research, individuals belonging to the
Euphorbiaceae, Erythroxylaceae and Lauraceae families occurring in the Municipal Natural
Park of Curié de Paracambi, RJ, an urban park with a remnant of the Submontane Dense
Ombrophilous Forest, were selected. Fully expanded leaves were collected from branches
located at the canopy and under the canopy, of different individuals from the following
species: Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill., Senefeldera verticillata (Vell) Croizat,
Erythroxylum pulchrum A.St.-Hil. and Urbanodendron verrucosum (Nees) Mez. After
collection, the plant material was fixed and processed according to usual methods for morpho-
anatomy and ultrastructure studies. Anatomical parameters were measured on two leaves of
each individual. The statistical analyzes of this work include parametric and non-parametric
tests, and correlation matrices among the evaluated attributes. Histochemical tests revealed
the presence of special metabolites of the classes of terpenes and phenolic substances, in the
entire leaf blade, in species from the three families. After morphological analysis, it was
observed that sun leaves of A. verticillatus and U. verrucosum presented higher leaf mass per
unit area and thickness, and lower specific leaf area in relation to the shade leaves. Among
anatomical attributes, stomatal frequency, stomatal pores and stomatal conductance were
higher in shade leaves of A. verticillatus, E. pulchrum and U. verrucosum. Differently, their
sun leaves presented greater palisade parenchyma height. The venation pattern was the
common camptobrochidodromous type, although vascular terminations and ramifications
varied among species. Leaf sheath extensions showed greater height in the heterobaric-type
Urbanodendron verrucosum leaves, while the semi-heterobaric-type of E. pulchrum, greater
width. Sun and shade leaves presented distinct correlation matrices for morphological and
anatomical attributes, suggesting different response strategies to light intensity. The morpho-
anatomical results showed the capacity of A. verticillatus, E. pulchrum and U. verrucosum to
respond significantly to light variations, through different structural modifications, which
hinder the loss of water to the environment and maintain photosynthetic dynamics.
Histochemical tests revealed the presence of special metabolites of the classes of terpenes and
phenolic substances, in the entire leaf blade, in species from the three families.

Kewwords: Ecological Anatomy. Functional traits. Light intensity. Heterobaric leaf. Bundle

sheath extension. Venation pattern.
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INTRODUCAO

O clima, solo, a disponibilidade hidrica e os nutrientes sdo fatores que agem
sinergicamente determinando os limites de ocorréncia das espécies vegetais em uma
comunidade (PANTALEAO 2020). Os estudos da anatomia foliar tém a finalidade de
identificar os atributos foliares que possibilitam sucesso de determinadas plantas que se
desenvolvem sob esses diversos filtros ambientais (ABRAMS et al. 1992, DICKSON
2000).

As respostas morfo-anatdbmicas identificadas nesse 6rgdo, sob distintas condi¢oes

de luminosidade, levou a designa-las folhas de sol e nas folhas de sombra (DICKSON
2000).
Vaérios atributos funcionais comecaram a ser considerados para compreender 0s ajustes que
ocorrem nas folhas de sol e sombra de forma a manter a dindmica do processo
fotossintético, principalmente no que diz respeito a difusdo do CO: e ao fluxo de &gua, em
Angiospermas herbaceas e lenhosas (MURPHY, JORDAN, BRODRIBB 2016, XIONG &
FLEXAS 2020).

Muitos estudos tém atribuido grande importancia a rede de venagdo, por estar
envolvida no fluxo de recursos que possibilitam, em algumas situa¢fes: a maximizacao do
carbono, a minimizacdo da proporcdo da massa/area foliar e a vida datil da folha. A
maximizacdo da assimilacdo de carbono estd relacionada com a estrutura da rede de
venacao que favorece ao transporte hidrico para a realiza¢do do processo fotossintético e
contribui com a construcgdo da lamina foliar. A taxa de carbono pode ser investida em duas
vias que sdo observadas na lamina foliar, s&o elas: a construgdo da venacdo e o0
investimento nos tecidos fotossintéticos (BLONDER et al. 2011).

O padrdo de venacdo foliar apresenta algumas variagbes no grupo das
angiospermae, as quais podemos mencionar: a variagdo do didmetro e da condutividade
nas nervuras primaria, secundaria e terciaria (ROTH-NEBELSICK et al. 2001, SACK-
SCOFFONI 2013).

As correlacdes entre a condutancia hidradlica foliar, as trocas gasosas e as taxas
fotossintéticas tém sido reveladas por meio das pesquisas em espécimes de comunidades
vegetais, evidenciando as especializa¢fes ecoldgicas das espécies (SACK et al. 2015).
Estudos mostram que o tamanho da folha pode ser dirigido pelo tamanho da célula

epidérmica diferenciada, pela venacdo, importante para o suprimento hidrico foliar, e pela
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frequéncia estomatica, durante a aclimatacdo a irradiancia local (MURPHY, JORDAN,
BRODRIBB 2014, 2016). Rodriguez-Dominguez et al. (2019) destacaram a influéncia das
mudancas climaticas na intensificacdo da seca e suas consequéncias na condutancia
estomatica. O estresse hidrico altera a dindmica do vapor-planta-atmosfera de modo a
modificar o comportamento estomatico que mantem o turgor foliar.

Para avaliar os atributos anatémicos foliares foram escolhidas espécies ocorrentes
em remanescentes de Floresta Ombrofila Densa, no Parque Natural Municipal do Curio de
Paracambi (PNMC). O Parque esta localizado ao sul do Estado do Rio de Janeiro, entre as
cadeias de montanhas que conectam as florestas do Estado do Rio de Janeiro e Séo Paulo
(TABARELLI et al. 2005, TOGASHI et al. 2012). O PNMC ¢é classificado como um
Parque urbano e desempenha importantes funcdes ambientais, como equilibrar as
temperaturas, regular a pluviosidade e diminuir a poluicdo do ar, além de possuir alto
indice de recursos hidricos (FRAGA et al. 2020). Pesquisas realizadas nessa unidade de
conservacdo (PNMC) indicam que a vegetacdo apresenta uma alta riqueza floristica com
inlmeras espécies arboreas consideradas vulneraveis e com risco de extingdo da flora
brasileira (AMORIM 2012, CYSNEIROS et al. 2015). Amorim (2020) registrou as
familias de maior riqueza ocorrentes no PNMC que incluem Fabaceae e Myrtaceae (13),
Lauraceae e Sapotaceae (12), Euphorbiaceae, Rubiaceae e Sapindaceae (8) e Moraceae (7).
As demais reuniram 64 espécies no total que abrangem individuos da familia
Euphorbiaceae, com destaque da majoritaria abundancia de duas espécies: Senefeldera
verticillata (Vell.) Croizat e Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill.

As espécies Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill. (Euphorbiaceae),
Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat. (Euphorbiaceae), Urbanodendron verrucosum
(Ness.) Mess (Lauraceae) e Erythroxylum pulcrum A.St. Hil. (Erythroxylaceae) foram
estudadas sob os aspectos taxonémicos, filogenéticos e ecoldgicos da anatomia do lenho
por Fernandes (2016), Oliveira (2017) e Pereira (2018, 2020). A escassez de conhecimento
sobre a estrutura e funcionamento das folhas dessas espécies foi um dos critérios para a
selecdo das mesmas. O presente estudo abrangeu a descricdo anatdmica das espécies,
seguida de uma avaliacdo dos atributos funcionais morfo-anatbmicos associada a dindmica

fotossintética, evapotranspiratéria e a condutividade hidréaulica.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Atributos morfo-anatdmicos foliares e a luminosidade

A folha é o 6rgdo vegetativo que possui maior diversidade morfoldgica sob
influéncia de filtros ambientais. Por esse motivo, muitos trabalhos avaliam o
desenvolvimento e variagcbes desse Orgdo para tentar responder indmeras perguntas
taxondmicas, sistematicas, filogenéticas e ecoldgicas (ROCAS, SCARANO. & BARROS
2001, MURILLO-A 2002, GREENWOOD 2003, RIO et al. 2005, DEHGAN 2008,
BREMER & ERIKSSON 2009, CEOLIN, ROSITO & CANTO-DOROW 2009, MORAES
etal 2011, PEREIRA 2020).

O desenvolvimento das plantas em uma comunidade ecoldgica esta relacionado aos
atributos funcionais entre individuos e entre espécies (VALLADARES et al. 2002). De
acordo com Violle et al. (2007), os atributos funcionais sdo considerados quaisquer
caracteres morfoldgicos, fisiologicos ou fenolégicos mensuraveis. Esses atributos sao
considerados pontos chaves para o entendimento e predi¢do da adaptacdo do ecossistema
face a perda da biodiversidade e mudancas climéticas globais (BEECKMAN 2016).

As alteracdes climéaticas tendem a afetar a abundancia, a distribuicdo e a
composigdo das espécies em determinada comunidade. Por isso, a importancia de se
conhecer a plasticidade fenotipica dos atributos que permite ao individuo enfrentar as
vicissitudes do ambiente (GOTTLIEB, KAPLAN & BORIN 1996, VALLADARES et al.
2007). A aclimatacdo das plantas em diferentes condicGes de sobrevivéncia esta associada
a mudancas especificas na morfo-anatomia, fisiologia, bioquimica e na organizacao interna
dos cloroplastos favorecendo a interceptacdo, absorcdo e processamento luminoso
(MATHUR et al. 2018).

Boeger & Wisnewski (2003) observaram variacGes morfoldgicas e anatémicas na
estrutura foliar ao analisar diferentes estagios sucessionais da Floresta Ombrofila Densa,
que se encontravam sob diferentes condigdes de luminosidade. Lambers, Chapin e Pons
(2008) também identificaram a luz como fator que influencia diretamente o
desenvolvimento foliar, promovendo as variagbes estruturais e constituindo aspectos
decisivos para adaptacdo das espécies ao ambiente. Valladaderes & Niinemets (2004,
2008) citaram que o gradiente luminoso varia por toda a copa das arvores, levando as

alteragdes fenotipicas seja por meio do calor excessivo, estresse hidrico, fotoinibicdo e
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principalmente na aclimatacdo fotossintética. Portanto, esse gradiente é considerado como
um dos principais fatores que contribuem para o estabelecimento, crescimento e
sobrevivéncia das plantas na complexa fitofisionomia das florestas tropicais (McGILL et
al. 2006).

Os atributos morfo-anatdomicos foliares que tém sido foco de estudo por meio das
analises da area foliar especifica (AFE), e suculéncia (SUC), densidade estomatica (DE),
massa foliar especifica (MFE) e espessura da lamina foliar (EF) (MORAES et al. 2020,
MULLER et al. 2020).

A suculéncia, atributo foliar morfoldgico expresso pela capacidade de acumular
agua em suas células, ¢é influenciado diretamente pela disponibilidade hidrica e salinidade
do solo. Junto com a AFE, a suculéncia é analisada como estratégia frente aos distintos
fatores abioticos, como por exemplo a luminosidade. Sendo assim, quando as plantas sao
expostas a maior irradiancia apresentam AFE menor e maior indice de suculéncia em
relacdo aquelas desenvolvidas em baixa exposicdo luminosa. Os atributos anatémicos DE e
MFE sao inversamente proporcionais a area foliar em distintas condi¢Ges de luminosidade.
Dessa maneira, a MFE relaciona-se aos investimentos estruturais realizados através do
acumulo de carbono, tais como: deposicdo cuticular, espessura de parede, camadas do
parénquima palicadico e lignificacdo dos tecidos, resultando proporcionalmente a EF
(NIHIEMETTS 2001, ROSSATTO et al. 2010, MELO JUNIOR et al. 2017, MELO
JUNIOR et al. 2019).

1.1.1 Funcionamento estomatico

O desenvolvimento do estdmato e a diferenciacdo do mesofilo sdo modelados por
fatores genéticos e ambientais que juntos, determinam o potencial maximo de trocas
gasosas atraves dos processos coordenados que envolvem a condutncia estomatica e a
condutancia do mesofilo (LUNDGREN et al. 2019, BAILLIE & FLEMING 2020). As
folhas desenvolvidas no dossel ou nas clareiras estdo sob a maior luminosidade e menor
umidade do ar. Ocorrem mudancas fisiologicas que envolvem desde a dinamica de
abertura e fechamento das células-guardas, a assimilacdo do gas carbdnico e o nivel de
evapotranspiracdo quando comparadas aquelas do interior das copas (PIMENTA 2004,
ICHIE 2016).
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A abertura estomética é importante para a captacdo do CO> para a fotossintese e 0
resfriamento foliar. Por outro lado, a abertura e fechamento das células guardas possuem
relacdo direta com a disponibilidade hidrica e a condutancia do solo até as folhas. A
elevada densidade estomatica, associada & variacdo do tamanho, posicdo e controle da
abertura estomatica reflete uma estratégia adaptativa a sobrevivéncia em ambientes com
maior exposi¢do luminosa, favorecendo o aumento e eficiéncia das trocas gasosas. Lawson
& Matthews (2020), mencionam que as folhas com baixa frequéncia estomatica,
normalmente possuem estdbmatos com tamanhos maiores, maior condutividade estomatica
e menor taxa fotossintética em comparacdo com as folhas que possuem frequéncia
estomatica elevada e estdmatos menores (LAWSON & MATTHEWS, 2020). O efeito
compensatorio para 0s estbmatos que possuem 0s poros maiores é a reducdo da difusao
através da menor profundidade dos mesmos (FANOUKARIS et al. 2015)

A relacdo existente entre a frequéncia estomatica e o tamanho do poro estomaético
determina a condutancia estoméatica maxima, que em geral € caracterizada pela alta taxa da
frequéncia dos estdbmatos e pela reducdo dos ostiolos (XIONG & FLEXAS, 2020). A
eficiéncia da condutancia no mesofilo é determinada pelas lacunas existentes entre 0s
tecidos, pela espessura da parede celular, composicdo da membrana plasmatica e dos
cloroplastos, que pode ser ajustada por meio do reposicionamento dos cloroplastos, das
mudancas das atividades enzimaticas e na modulacdo dos niveis de aquaporinas (BAILLIE
& FLEMING, 2020).

1.1.2 Funcionamento hidraulico foliar

1.1.2.1 Padrdes de venagéo

A nervura foliar é formada por tecidos complexos, xilema e floema, e células do
parénquima e ou esclerénquima, constituindo ou ndo uma bainha. A relacdo existente entre
0 desenvolvimento do padrdo de venacdo e o formato foliar, por exemplo, observado no
grupo das eudicotileddneas, que possuem lamina foliar achatada e o padrdo de venacdo
reticulado possibilita uma dinamica funcional distinta realizada pelos feixes condutores. Os

feixes maiores importam agua e exportam fotossimilados e 0s menores possuem a fungéo
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de distribui-los (ROTH-NEBELSICK et al. 2001, DENGLER & KANG 2001). Esses sdo
pontos-chave para entender o estabelecimento, a distribuicdo e a producédo da planta em um
ecossistema.

Os padrdes de venacdo foliares sdo fixados geneticamente. Nas eudicotiledoneas,
sdo classificados em trés tipos principais: broquidédromo, craspedédromo e
eucamptodromo. O primeiro € caracterizado pela unido das nervuras secundarias proxima a
margem, formando arcos; no segundo, a nervura secundaria termina na margem; e no
terceiro a nervura secundaria termina no interior da ldmina foliar (ROTH-NEBELSICK et
al. 2001).

A formacdo das aréolas no interior da folha e dos arcos na margem foliar a partir da
nervura secundaria contribuem para o aumento da densidade por area. A densidade e a
geometria destes padrdes, além desempenhar a estabilidade mecénica, auxiliaram no
transporte hidrico e de fotoassimilados, que diante das pressdes ambientais foram se
modificando (ROTH-NEBELSICK et al. 2001, BLONDER et al. 2011, SACK &
SCAFFONI 2013). As folhas com elevada densidade de nervuras apresentam maior
numero de tecidos fotossintetizantes entre os feixes ou mesofilo formado por pequenas
células compondo a menor area foliar. Em oposicdo, a baixa densidade das nervuras esta
relacionada com o custo dos nutrientes utilizados no desenvolvimento do mesofilo (SACK
& SCAFFONI 2013). E importante compreender a relacdo entre o desenvolvimento da
nervura e a frequéncia estomatica, de maneira que ocorra a otimizacdo de recursos para 0
processo fotossintético, diante dos diferentes niveis de exposicdo a luz. A uniformidade
entre a densidade estomatica por aréola favorece a distribuicdo hidrica de modo igualitario
no mesofilo foliar (FIORIN et al. 2016).

Para entender as variacdes da condutividade hidrica foram elaborados métodos
estatisticos a fim de tentar avaliar a condutividade ao longo do individuo, através das
seguintes analises: condutividade hidraulica da planta (Kplanta), que relaciona a taxa de
transpiracdo, com a movimentacdo da &gua do solo até a folha; a conduténcia foliar
(Kfoliar) que envolve o transporte da adgua do peciolo por todo o interior da folha, a
condutancia do xilema (Kx) e a condutancia do mesofilo (Km) (SACK et al. 2015).

A condutancia hidraulica foliar é influenciada por fatores internos e externos,
como: a temperatura, estado fisico da dgua e luminosidade. Os caracteres anatdmicos que
influenciam diretamente nessa condutancia foliar (Kfoliar) sdo os padrdes e densidade de

venacao, bem como a estrutura dos tecidos parenquimaticos clorofilados. Esses caracteres
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podem ser considerados como atributos pois exercem correlagdo direta com o
comprimento da nervura por unidade area foliar e com a condutancia externa aos
elementos condutores do xilema e dentro dessas células (Kox; Kx) de duas formas
distintas, tais como: a Kox, diminui o caminho horizontal do transporte hidrico para os
locais de evapotranspiracdo e o Kx o fluxo hidrico através do elemento de vaso
(BUCKLEY et al. 2015).

A condutancia foliar pode ser afetado pela Kx e pela Km, que envolvem caminhos
através do parénquima vascular, a extensdo de bainha e o parénquima fotossintético. Em
ambientes com elevada irradiancia hd a reducdo no turgor celular, que resulta no
fechamento estomatico e evita a falha hidraulica caulinar por embolia (NARDINI,
GORTAN & SALLEO 2005; SCOFFONI et al. 2017).

Scoffoni (2017), ao analisar diferentes espécies em distintos graus de desidratacao,
observou que existe o declinio da conduténcia foliar e perda na condutancia hidraulica, em
situacBes com leve deficit hidrico, e que em situacdes extremas, a condutancia fora do
xilema é regulada apds o fechamento estomatico.

A vulnerabilidade hidraulica, diante da possibilidade da formacéo de embolias, de
colapso e cavitacdo do elemento de vaso, depende das caracteristicas das nervuras e do
grau de desidratacdo foliar. Nas eudicotiledéneas, 0s elementos de vaso que possuem
Iimen estreito e espessamento da parede sdo mais resistentes a embolia. Outro aspecto é a
densidade da venacdo foliar que proporciona maior tolerancia em algumas situagcdes com
baixa disponibilidade hidrica (SACK et al. 2015).

1.1.2.2 Folhas homobaricas e heterobaricas

Diante das diversas caracteristicas que envolvem os padrbes de venacdo, em
algumas espécies, podem ser observadas as bainhas que circundam os feixes vasculares,
constituindo as nervuras secundarias, terciarias ou demais. A partir dessas células podem
ocorrer extensdes de bainha do feixe (EBF), que sdo formadas por células parenquimaticas
desprovidas de contetdos fotossintéticos ou esclerenquimaticas sem espagos intercelulares.
As EBF se estendem na direcdo da epiderme separando a l&mina foliar em camaras
(WYLIE, 1952; SACK & SCOFFONI 2013).
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A presenca de extensdes de bainhas do feixe permite classificar as folhas em
heterobaricas ou, quando ausentes, homobaricas (KENZO et al. 2007; MENDES et al.
2016). As diferencas ndo ocorrem apenas quanto aos aspectos estruturais, mas também em
relacdo as caracteristicas mecénicas e funcionais (KENZO et al. 2007). Dentre muitas
funcgdes, podemos citar: fluxo maior de gas na homobarica, fotossintese otimizada (ESAU
1961), maior suporte mecanico, auxilio na conducdo hidrica, formacbes de lacunas no
mesofilo e resposta estomatica diante de situacGes de pouca disponibilidade hidrica,
interferindo na fotossintese (KENZO et al. 2007, RODRIGUES 2017, SACK &
SCOFFONI 2013).

A presenca de folhas homobaricas ou heterobaricas pode estar relacionada com o
grupo taxonémico (familia e/ou género), com as caracteristicas climaticas de cada
fitofisionomia (p. ex. Floresta Decidua) ou com os estratos da floresta, em relagdo a
incidéncia luminosa. Nas familias Annonaceae, Rubiaceae e Melastomataceae é comum
encontrarmos somente folhas homobaricas. Em Euphorbiaceae e Lauraceae podem ser
encontradas folhas homobaricas e heterobaricas (KENZO et al. 2007). Rodrigues et al.
(2017) caracterizaram tipos intermediarios de folhas entre homobaricas e heterobaricas,
numa perspectiva anatémica e fisioldgica e foram designadas de semiheterobéricas. Os
autores denominaram de heterobarica maior as que possuem extensao de bainha presentes
somente nas nervuras secundarias.

A variagdo luminosa nos estratos florestais favorece o desenvolvimento de espécies
com folhas heterobéricas (BOEGER et al. 2016). Por outro lado, nos estratos onde a
incidéncia luminosa é menor e disponibilidade hidrica € maior, ocorre maior nimero de
espécies com folhas homobaricas, como resposta ao ajuste morfofisioldgico sob condi¢cbes
ambientais distintas (KENZO et al. 2007, LYNCH et al. 2012, RODRIGUES et al. 2017).

A influéncia da luminosidade e da precipitacdo exerce diretamente no tamanho do
compartimento das folhas heterobaricas, sugerindo que a extensdo de bainha atue na
adaptacao foliar a um microambiente no mesofilo e na eficiéncia hidrica (LYNCH 2012).
O estudo realizado em folhas de tomateiros evidenciou alteracGes estruturais e fisiologicas
nos individuos desenvolvidos em distintos graus de luminosidade e destacou que também
ocorrem variagOes nas extensoes de bainha (BARBOSA 2019).

Barbosa (2019) observou distintas caracteristicas anatdbmicas nas folhas
homobaricas e heterobaricas desenvolvidas em diferentes graus de luminosidade, como

também a influéncia na capacidade fotossintética e na transpiracdo. O autor percebeu que
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as folhas heterobéaricas apresentam maiores didametros dos elementos de vasos e poro
estomatico do que as folhas homobaéricas. Além destas caracteristicas, foi observado que as
folhas heterobéricas desenvolvidas sob baixa luminosidade apresentam menor Kfoliar,
menor densidade de venacdo e poros estomaticos reduzidos se comparado com as folhas
homobéricas desenvolvidas sob intensa ou baixa luminosidade.

As lacunas formam microambientes que dependem da &rea, da densidade e/ou
proporcao do volume foliar ocupado pelas extensdes de bainha (NIKOLOPOULOS et al.
2002). As celulas formadoras da EBF auxiliam na transferéncia luminosa para as camadas
mais internas do mesofilo e possibilita 0 aumento da taxa fotossintética em cada aréola e
compensando a perda da area fotossintética (NIKOLOPOULOS et al. 2002,
KARABOURNIOTIS et al. 2021).

Sack (2015) correlacionou a EBF com a Kfoliar quanto ao abastecimento luminoso
e hidrico. As proteinas aquaporinas favorecem a importacdo e exportagdo da agua, da
mesma forma que sdo usadas no carregamento das células do floema, sendo uma
caracteristica funcional foliar que influencia a distribui¢do hidrica realizada pelas nervuras
de menor calibre.

As EBF sdo mais comuns em plantas de ambientes secos ou em folhas
desenvolvidas no dossel, facilitando maiores taxas de fotossintéticas e de
evapotranspiracdo. O Kfoliar positivo possibilita que a movimentacdo hidrica seja
realizada com mais eficiéncia; das nervuras para as epidermes e das epidermes para o
mesofilo e, no estado de vapor, pelos espacos intracelulares. Esta dindmica hidrica sugere
que o fechamento e abertura dos estdmatos esteja relacionado com a pressdo de turgor
exercida pelo potencial hidrico foliar ser mais elevado do que nas folhas homobaricas
(SACK et al. 2015).

A anatomia do mesofilo e as condi¢cbes ambientais sdo fatores determinantes no
fluxo hidrico que pode ocorrer de duas formas: pode ser conduzida através do mesofilo
para camera subestomatica ou evaporar proximo a EBF. Folhas com maior densidade das
nervuras, sdo mais espessas e apresentam Kfoliar maior, a eficiéncia do fluxo externo ao
xilema ocorrerd atraves do parénquima palicadico. Diferente, as folhas que possuem o
parénquima lacunoso espesso e lacunas no mesofilo, apresentam menor densidade,
Kmesofilo maior e Kfoliar maior. Essas caracteristicas possibilitam dinamizar o fluxo
hidrico diante da baixa densidade das nervuras (BRODRIBB et al. 2010, SCOFFONI, et al.
2014).
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A compartimentalizacdo do mesofilo forma areas claras na superficie foliar, que
variam de acordo com a distancia entre as extensdes de bainha. O tamanho da éarea
compartimentalizada pode diferir de forma intra e interespecifica de acordo com o
desenvolvimento em diferentes condi¢des de luminosidade (WYLIE 1951)

Nikolopoulos et al. (2002) mencionam que as folhas heterobaricas possuem na
maioria das vezes, maior espessura quando comparada as folhas homobaricas. Apesar da
area fotossintética ativa da folha heterobarica ser reduzida, as extensdes da bainha do feixe
possibilitam a transferéncia luminosa e melhora desempenho fotossintético ativo nas

aréolas.

1.1.3 Atributos funcionais ultraestruturais

O gradiente de Iluminosidade interfere diretamente na ultraestrutura dos
cloroplastos. Estas alteracdes podem ser observadas na folha de sombra, onde se observa
maior pilha de tilacoides por grana e maior eficiéncia na captacdo luminosa (BOARDMAN
1977); e naquelas folhas expostas a alta luminosidade ocorre uma elevada concentragéo de
cloroplasto devido ao decréscimo da grana, tilacéides isolados e o aumento do nimero de
cloroplastos (BALLANTINE & FORD 1970, PIREDA et al. 2019). Essa caracteristica tem
como estratégia a permanéncia do aparato fotossintético, possibilitando a fotoaclimatacao
(TEIXEIRA et al. 2018).

Os reparos fisioldgicos, proporcionados pela heterogeneidade luminosa na
fisiologia, sdo observados por meio das diferencas ultraestruturais nos cloroplastos em
relacdo a concentragdo da clorofila a/b, na pilha de tilacéides e na quantidade desta
organela (GRATANI 2014, GOMES et al. 2008, FERNANDES et al. 2014, PIREDA et al.
2019).

1.2 Parque Natural Municipal do Curi6

No estado do Rio de Janeiro ainda sdo encontrados remanescentes de Floresta

Ombrofila Densa, como o Parque Natural Municipal do Curié de Paracambi (PNMC)
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localizado ao sul, entre as cadeias de montanhas que conectam as florestas do Estado do
Rio de Janeiro e S8o Paulo. A conexdo entre os fragmentos florestais nesta regido
possibilita ao PNMC elevada diversidade vegetal. A riqueza floristica neste remanescente,
possibilitou que fossem catalogadas mais de 150 espécies e de 40 familias em um trecho de
0,3 ha (CYSNEIROS et al. 2015).

O PNMC apesar de ser marcada pela fragmentacdo dos habitats do bioma Mata
Atlantica, abriga a maior diversidade de arvores por hectare no Estado. Esse refugio de
espécies endémicas do Bioma, tem um valor inestimavel, pois é responsavel pela
conservacao de recursos hidricos que abastecem a cidade de Paracambi e forma o Cérrego
dos Macacos, importante manancial da Bacia do Rio Guandu (FRAGA 2020).

O Parque Natural Municipal do Curi6, localizado no municipio de Paracambi, RJ
foi criado em 2002, pelo Decreto Lei Municipal n°® 1001, de 29 de janeiro de 2002,
definido como Unidade de Prote¢do Integral, com érea total de 1099,9685 ha situado junto
a divisa com os municipios de Engenheiro Paulo de Frontin e Mendes. Esse remanescente
tem o comeco de sua historia no século XX marcada pelo crescimento populacional e
industrial em todo Brasil. Na antiga Fazenda dos Macacos, ocorreu a instalacdo da fabrica
de tecido de algoddo pela companhia Brasil proximos aos mananciais. A &gua era
canalizada em direcdo a Fabrica para movimentar a central hidrelétrica. Segundo Amorim
(2012), para acessar 0os mananciais foram abertas trilhas para instalacdo das tubulacGes e
assim permitir a drenagem promovida pela instalacdo das tubulagdes.

Dessas trilhas pelo menos duas ainda continuam a ser utilizadas: a Trilha dos
Escravos e a Trilha dos Bugios. Segundo Souza, Rangel e Conde (2020) a Trilha do
Caminho dos Escravos é aquela que possui maior extensdo, abrangendo partes mais
Umidas, com sub-bosque denso composto por ervas e subarbustos, até areas mais altas,
onde o dossel é mais aberto, com maiores propor¢6es de arbustos compondo o sub-bosque.

Pesquisas vém sendo realizadas por diversos Departamentos da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro e que muito contribuem para a conservagdo da
biodiversidade da Mata Atlantica. O resultado desses trabalhos podem ser exemplificados
em algumas areas de atuacdo no PNMC, abrangendo: a floristica e fitossociologia, como
em Amorim (2012); Freitas (2013), Teixeira et al. (2014) e Braz (2015); a fitogeografia
com Cysneiros (2015); a morfologia de sementes da familia Acanthaceae, descrita em
Azevedo & Braz (2018); a descrigdo da microbiota de solos com Fraga et al. (2012); a

pesquisas entomoldgicas sobre quirdpteros (GOMES et al. 2014); e estudos sobre o0s
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caracteres anatdbmicos do lenho incluiram aspectos evolutivos e ecolégicos (FERNANDES
2016, OLIVEIRA 2017, PEREIRA 2018) e taxonémico da folha em Moraes et al. (2020).
Pereira et al. (2020) estudaram os caracteres anatdomicos do lenho, com uma abordagem
funcional para as espécies: Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill., Senefeldera
verticillata (Vell.) Croizat.,, Urbanodendron verrucosum (Ness.) Mess. e Erythroxylum
pulcrum A.St. Hil. Cabe destacar, que até 0 momento, ndo se tem conhecimento sobre a
estrutura e funcionamento foliar desses taxons. Por isso, selecionamos quatro deles para

associar as informagdes da condutividade hidraulica do xilema com a arquitetura foliar.

1.3 Familias e espécies estudadas

1.3.1 Familia Lauraceae Juss.

Lauraceae ¢ uma familia composta por 50 géneros e cerca de 3000 espécies que
apresenta ampla distribuicdo pelos continentes africano, americano, asiatico, europeu e
Oceania. As espécies desta familia sdo encontradas nas florestas tropicais e subtropicais,
em locais Umidos. Os representantes desta familia sdo reconhecidos por apresentar tronco
liso com lenticelas, e aromas intensos devido aos 6leos essenciais (SOUZA & LORENZI,
2012).

A maioria dos individuos possui habito arbustivo-arbdreo, exceto Cassytha
(trepadeira hemiparasita). As folhas sdo simples, alternas espiraladas ou disticas, raramente
opostas (Licaria spp.) ou subopostas, observadas com frequéncia no apice dos ramos
(Mezilaurus spp., Aniba spp., Endlicheria spp., Licaria spp.), venagdo peninérvea ou 3-5
nérveas, glabras com indumento de tricomas simples, e peciolo geralmente caniculado
(MARTINS-DA-SILVA et al. 2014). As flores, unissexuadas ou bissexuadas, séo
actinomorfas. Estames com deiscéncia valvar com disposi¢do em 4 verticilos. Geralmente
0 ovario é supero (infero em Hypodaphinis Stapf.), unicarpelar, unilocular e uniovulado.
Fruto é do tipo drupa ou baga, com hipanto modificado em clpula de margem simples ou
dupla, exceto em Beilschmiedia Nees. cuja a cupula estd ausente (VAN DER WERFF
1991, QUINET & ANDREATA 2002, SOUZA & LORENZI 2012).



25

A familia tem um historico diversificado de usos que inclui a culinéria, fabricacao
de papel, marcenaria e construcao civil, medicina popular e perfumaria com representantes,
p. ex., nos géneros Ocotea, Nectandra e Aniba. Marques & Azevedo (2011) analisou 12
géneros e 52 espécies, destacando o uso de: Cinnamomum camphora (L). J. Presl (canfora)
e a Aniba roseadora Ducke (pau-rosa), como esséncia empregada na industria cosmética;
Persea americana Mill. (abacate), Laurus nobilis L. (Louro) e Cinnamomun verum J. Pres
(canela-da-china) na culinaria; espécies de Ocotea na industria madeireira (p.ex. Ocotea
porosa (Nees & Mart.) e O. catharinensis Mez), e na medicina popular, outras usadas
como toénico estomaquico (O. aciphyla (Ness) Mez.), emenagogo e tdnico do Utero (O.
pulchella Mart.), e em abcessos (O. guianenses Aubl.).

Na classificacdo de Wan Der Werff e Richter (1996), Urbanodendron Mez
pertence a subfamilia Laurideae e a tribo Cinnamomeae Baill., com 0s géneros que
possuem grande representatividade na familia, como: Aniba Aubl., Cinnamomum Schaeff.,
Licaria Aubl., Nectandra Rol. Ex Rotth.,, Ocotea Aubl. e Sassafras J. Presl.
(KOSTERMANS 1957). O género, endémico do pais, ocorre no dominio da Mata
Atlantica na regido Sudeste do Brasil e no Estado da Bahia.

Urbanodendron verrucosum (Nees) Mez, conhecida popularmente como canela-
preta, ocorre nas fitofisionomias de Floresta Estacional Decidual ou Floresta Ombrofila, na
forma de arvore ou arbusto com 2,5-7 m alt., e sua distribuicdo € restrita ao Sudeste com
ocorréncias confirmadas apenas no Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(FERNANDES, 2016; QUINET, 2020). A espécie possui individuos mondicos, ramos
angulares (Figura 1E) com folhas alternas, cartaceas a coridceas, estreitamente lanceoladas
a elipticas. Auséncia de papilas na face adaxial da folha, androceu com 9 estames férteis e
com um par de glandulas na base dos filetes, fruto bacaceo (Figura 1F), parcialmente
envolvidos por cupula, com margens duplas e tépalas deciduas (QUINET, 2005).

Essa espécie é considerada "Vulneravel® (VU) em avaliagdo do World
Conservation Monitoring Centre 1998 (CNCFlora 2021), sendo, portanto, importante o

estudo amplo dos seus individuos nesse remanescente.

1.3.2 Familia Euphorbiaceae A.L. de Jussieu
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Webster (1994) descreveu para Euphorbiaceae cerca de 299 géneros e
aproximadamente 8.000 espécies, apresenta distribuicdo pantropical. Segundo o autor, a
familia é formada por 47 tribos, distribuidas em sete subfamilias: Phyllanthoideae,
Oldfieldioideae,  Peroideae,  Cheilosoideae,  Acalyphoideae,  Crotonoideae e
Euphorbioideae. A ultima subfamilia engloba as tribos Hippomaneae, Pachystromateae e
Hureae. Os géneros Actinostemon Mart. ex Klotzsch e Senefeldera Mart., juntamente com
Gymnanthes Sw., Maprounea Aubl. e Sebastiania Spreng. pertencem a tribo Hippomaneae
A. Juss. ex Spach. Estudos filogenéticos posteriores circunscreveram Euphorbiaceae s.s.
com 245 géneros e aproximadamente 6.300 espécies, posicionada no clado Fabideas,
ordem Malpighiales Juss. Ex Berchet & Presl (APG Ill, 2009). Euphorbiaceae é
considerada como uma das principais familias da flora brasileira e uma das mais
complexas sob o ponto de vista taxondmico.

Eymael (2012) estudou Actinostemon sobre o ponto de taxonémico devido a falta
de conhecimentos sobre o género. A autora descreveu Actinostemon como: arvores ou
arbustos, mondicos. Folhas simples, alternas ou agrupadas no apice dos ramos pecioladas,
em geral com glandulas maculares na face abaxial. Inflorescéncia racemosa-cimosa
(Figura 1A), envolvida por catafilos quando jovem, cimulas bissexuadas ou unissexuadas,
bracteas biglandulares. Suas sépalas sdo estaminadas, com pistilos reduzidos ou ausentes.
Céapsula com columela (Figura 1B), e sementes carunculadas. Eymael (2012) considera
Gymnanthes relacionado, sob o ponto de vista morfologico, a Actinostemon, porém
distingue-se pelas folhas com margens serreadas, catafilos imbricados inconspicuos, e
gindéforo em geral bem desenvolvido.

Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill., conhecida como marfim, marfim-
branco ou caranguinha-do-mato, € uma das especies endémicas do pais. Apresenta habito
arbustivo ou arbéreo entre 1-7 m de alt., e é encontrada na fitofisionomia de Floresta
Ombrofila da Floresta Atlantica. Ha ocorréncias confirmadas nos estados de Pernambuco,
Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (MELO; ESSER,
2020).

Senefeldera Mart., no Brasil, € um género representado por duas especies nativas,
sendo uma delas Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat. (SANTOS; SALES, 2009). A
espécie é endémica, conhecida popularmente como sucanga ou guarapoca, e sua madeira
com alto poder de combustdo é amplamente utilizada na producdo de lenha e carvéo

(LORENZI, 2009). Os individuos, com altura entre 6 — 18 m, ocorrem exclusivamente na
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Floresta Atlantica, especificamente na Floresta Ombréfila Densa e Floresta Estacional
Semidecidual, dos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e em toda regido Sudeste
(CORDEIRO; ESSER; PSCHEIDT, 2020).

Santos e Sales (2009) descrevem S. verticillata como tendo habito arbdreo e ramos
cilindricos. Folhas alternas, em geral aglomeradas no apice dos ramos simples, pecioladas;
lamina foliar coriécea, eliptica a largamente eliptica, base obtusa, apice agudo a levemente
acuminado, margem inteira, face abaxial com glandulas aneliformes, esparsas; nervuras
proeminentes nas duas faces; estipulas deciduas. Inflorescéncia terminal, bissexual,
paniculiforme (Figura 1D). Flores estaminadas e flores pistiladas, solitaria. Flores
estaminadas pediceladas; globosas, eretas; bractea triangular, coriacea e biglandular; calice
3-4 lobado, imbricado; estames subsésseis, anteras ovoides. Flores pistiladas, sésseis;
bractea triangular, glandulas 2, ca. de 0,5 x 0,3 mm, oblongas; bracteélas 2, ovais; sépalas
0,9-1,1 x 1,4-1,7 mm, largamente ovais, coriaceas, apice discretamente lacerado-apiculado;
ovario tricarpelar e trilocular; estiletes unidos em coluna. Fruto globoide, esverdeado, com
estigmas persistentes; sementes piriformes.

Nos estudos floristicos e fitossociologicos realizados por Amorim (2012),
Actinostemon verticillatus e S. verticillata totalizaram aproximadamente 90 % do ndmero
de individuos da familia Euphorbiaceae, no PNMC, por isso, o grande interesse em
compreender os atributos funcionais que possibilitam o estabelecimento dessas espécies

florestais.

1.3.3 Familia Erythroxylaceae Kunth.

Erythroxylaceae é formada por 4 géneros e 240 espécies de distribuicdo
Pantropical. De acordo com Stebbins (1974) e Thorne (2000), a familia pertence a ordem
Geraniales. Cronquist (1981), por meio das analises morfologicas e anatbmicas, a colocou
na ordem Linales.

Os representantes desta familia possuem habitos diversos, como: arvores, arvoretas,
arbustos e subarbustos, glabros, inermes. Folhas alternas, raro opostas (Aneulophus),
inteiras, estipuladas, pecioladas; estipulas persistentes ou caducas. Suas flores sdo solitarias

ou fasciculadas axilares (Figura 1C), sésseis a pedunculadas, surgindo de bractéolas
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escariosas pequenas. Androceu polisttmone, filetes unidos na base formando um tubo
curto, anteras ditecas, deiscéncia longitudinal. Ovario supero, trilocular, geralmente s6 um
I6culo ovulifero. Fruto do tipo drupa, raramente capsula (LOIOLA et al. 2007).

Erythroxylum P. Browne é o género mais representativo da familia, possui cerca de
230 espécies, distribuidas na regido neotropical (LOIOLA et al. 2007). O Brasil e a
Venezuela sdo seus principais centros de diversidade e endemismo (DALY 2004). As
espécies estdo inseridas em ambientes umidos da Floresta Amazoénica, Floresta Atlantica,
regides semiaridas em diferentes niveis de elevacdes, do nivel do mar até locais
montanhosos. S&o plantas lenhosas, com habito arboreo, folhas alternas, simples. Flores
diclamideas, pentameras, polisttmones com filetes unidos até a base formando pistilo.
Ovério supero, tricarpelar, trilocular com o desenvolvimento de um o6vulo. Fruto do tipo
drupa, com cor vermelha a purpura (LOIOLA et al. 2007)

Erythroxylum pulchrum A.St.-Hil. é conhecida popularmente como pau-chordo,
arco-de-pipa, catuaba. E endémica do Brasil, e sua ocorréncia foi confirmada nos estados
de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e em toda regido Sudeste do pais.
(LOIOLA, COSTA-LIMA 2015) (Figura 1). Pouco se conhece sobre a espécie e por isso, a
importancia de caracterizar a morfo-anatomia e a histoquimica foliar em diferentes

condigdes de luminosidade.

1.4 Anatomia foliar das familias selecionadas para o estudo

Diante da dificuldade da morfodiagnose e da delimitacdo do género da familia
Lauraceae, foram realizadas algumas pesquisas que englobaram a anatomia foliar
associada com os estudos de outros 6rgéos. Essas pesquisas auxiliaram na identificacdo das
espécies dos géneros Aniba, Ocotea, Cinnamomum, Beilschmiedia, Syndiclis e
Urbanodendron que delimitaram as espécies pertencentes a esses géneros cuja semelhanca
dificulta a identificacdo (NISHIDA & CHRISTOPHIL 1999, COUTINHO et al. 2006,
CEOLIN, ROSITO, CANTO-DOROW 2009, FERNANDES 2016, MARQUES &
AZEVEDO 2011, ABEYSINGHE & SCHARASCHKIN 2019). Foram realizados estudos

com Neolitsea e Lindera, sob o enfoque ecoldgico, a fim de observar a influéncia da
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concentragcdo de CO: e do crescimento em diferentes condigfes de luminosidade
(GRENWOOD SCARR &, CHRISTOPHEL 2003, ALERIC & KIRKMAN 2005).

Inicialmente, os estudos anatdbmicos para a familia Euphorbiaceae envolveram
aspectos taxondmicos por meio de comparacgdo de padrdo de venacdo em diversas espécies
de Euphorbia, por exemplo (SEHGAL & PALIWAL 1974). A organizacdo do mesofilo e
do peciolo foram utilizadas como ferramentas para a delimitacdo dos géneros Croton,
Jatropha, Mallotus Lour. (DEHGAN 1982, HUSSIN et al. 1996). Posteriormente, foram
iniciados estudos sobre plasticidade fenotipica em espécies florestais, para auxiliar na
compreensdo do estabelecimento em diferentes condicbes de luminosidades e
disponibilidade hidrica no género Alchornea (ROCAS, SCARANO & BARROS 1997,
2001).

Poucos estudos relativos a anatomia foliar de Erythroxylaceae foram realizados.
Bieras & Sajo (2004) estudaram especies de Erythroxylum ocorrentes do cerrado, e
destacaram a importancia de analises anatémicas foliares para o diagndstico dos taxons.
Mantuano, Barros e Scarano (2006), analisaram as variagfes dos caracteres anatbmicos
foliares de E. ovalifolium Peyr nas populacGes dos diferentes sitios e microhabitats, com o
objetivo de compreender se a distribuicdo nas restingas e ao longo da costa no Estado do

Rio de Janeiro estava relacionado com uma possivel plasticidade fenotipica da planta.
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Figura 1 - Detalhes dos caracteres reprodutivos e vegetativos das espécies estudadas

Legenda: A e B — Detalhe da inflorescéncia e da infrutescéncia de Actinostemon verticillatus, C — Aspecto
geral do ramo com inflorescéncias de Erytroxylum pulchrum, D - Aspecto geral do ramo com inflorescéncias
de Senefeldera verticillata, E - Detalhe do ramo alado em Urbanodendron. verrucosum; F - Detalhe do fruto
de U. verrucosum.

Fonte: (A, B) Pscheidt e Inés Cordeiro 2012; (C) Kew Science Photographs (RBG); (D) Wikimedia
Commons; (E) Fernandes 2016; (F) imagem cedida por QUINET, A.
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A hipotese apresentada neste trabalho, afirma que as variacdes estruturais foliares
sdo respostas, as condicdes diferenciadas de luminosidade, contribuem para o
estabelecimento e desenvolvimento de espécies florestais na Floresta Ombrofila Densa
Submontana do Parque Natural Municipal do Curio.

A escassez de conhecimento sobre a estrutura e funcionamento das folhas das
espécies lenhosas supracitadas, aliada ao conhecimento da influéncia do fator luz sobre as
variacbes da estrutura foliar, levaram a questionamentos que podem facilitar a
compreensdo sobre o ajuste funcional, entre o potencial hidrico e a capacidade
fotossintética, dessas espécies ocorrentes no PNMC. Este trabalho visou responder as
seguintes questBes: i) Como os diferentes niveis de luminosidade influenciam nos atributos
foliares das espécies da Floresta Ombrofila Densa Submontana? ii) Ocorrem diferencas no
padrdo de venacdo para a manutencdo da condutividade hidrica sob distintas condi¢des de

luminosidade nas espécies lenhosas do dossel e do sub-bosque?
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente estudo visa caracterizar 0os parametros morfo-anatémicos, histoquimicos
e ultraestruturais, de folhas sob diferentes niveis de intensidade luminosa, a fim de
identificar os atributos funcionais que permitem o estabelecimento das especies lenhosas,
pertencentes as familias Euphorbiaceae, Erythroxylaceae e Lauraceae, ocorrentes na
Floresta Ombréfila Densa Sub-Montana.

2.2 Especificos

° Descrever a estrutura anatbmica foliar de Actinostemon verticillatus, Senefeldera

verticillata, Urbanodendron verrucosum e Erythroxylum pulcrum.

° Identificar e caracterizar funcionalmente os metabolitos presentes nas folhas.
° Descrever o padréo de venacao foliar das espécies estudadas.
° Caracterizar e correlacionar os atributos morfo-anatomicos foliares das folhas de

sombra e sol de Actinostemon verticillatus, Erythroxylum pulcrum e Urbanodendron
verrucosum.

° Identificar a variacdo, em nivel ultraestrutural, dos cloroplastos das folhas de
sombra e sol de Urbanodendron verrucosum e de Actinostemon verticillatus.

° Correlacionar os tipos, organizacdo e distribuicdo dos feixes condutores com a
funcdo fotossintética e a condutividade hidrica das espécies A. verticillatus, E. pulchrum e

U. verrrucosum.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e material botanico

A realizacdo desta pesquisa foi realizada no Parque Natural Municipal do Curié de
Paracambi (PNMC), uma éarea de aproximadamente 913 ha localizada no municipio de
Paracambi-RJ, nas coordenadas geograficas 22°36°39” S, 43°42°33” W (Figura 2)
(FRAGA et al. 2012). Este remanescente florestal é constituido pelas formagdes Floresta
Ombrofila Densa Submontana e Montana (CYSNEIROS et al. 2015) com altitudes
variando de 50 a 690 m a.n.m., formado principalmente por florestas de encosta
(SEMADES & ITPA 2010).

O clima local estd enquadrado como Aw, segundo a classificacdo de Kdppen-
Geiger, variando entre brando subtropical e tropical quente e Umido, com temperatura
média anual de 23,4 °C e precipitacdo anual média de 1.050 mm. A escolha das espécies
foi baseada primeiramente em estudos fitossociologicos realizados no PNMC e a sua
localizacdo atraves de parcelas demarcadas e placas em pontos cuja declividade varia em
torno de 30% (AMORIM 2012, CYSNEIRO et al. 2015). Os individuos estudados foram
coletados ao longo das trilhas dos Escravos e dos Bugios na borda, em parcelas (AMORIM
2012) e em encosta na mata (FERNANDES 2016). (Figura 1 e 2). A lista das espécies
estudadas encontra-se na Tabela 1 com os respectivos dados dendrométricos, nimeros de
registros e grupos ecologicos. Os individuos de Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill.
e Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat. se encontravam na borda da trilha e ocupavam o
dossel; os individuos de Urbanodendron verrucosum (Ness.) Mess crescem em encosta, no
sub-bosque; e os de Erythroxylum pulcrum A.St. Hil. Foram coletados no interior da mata,

porém compdes o dossel (Figura 3).

Figura 2 - Localizacdo do Parque Natural Municipal de Paracambi, no municipio de

Paracambi, RJ, e a referéncia das trilhas selecionadas como areas de estudo
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O material boténico coletado encontra-se depositado no Herbario da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (HRJ) e no Herbario (RBR) do Departamento de Boténica da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Tabela 1).

Tabela 1- Lista das espécies coletadas no Parque Natural Municipal do Curié com os

individuos, pardmetros dendrométricos, nimero de registros e grupos ecoldgicos:

-~ o . Grupo
Espécie N° do DAP Altura Exsicata Ecoldgico
individuo (cm) (m) HRJ/RBR (n°)
Actinostemon verticillatus 02 9,87 8 13424 Secundaria
(Klotzsch) Baill. 57 19,42 6 13427 Tardia
58 12,73 5 -
Erythroxylum pulchrum A. 70 14,64 14 55426 Secundaria
St.-Hil. 72 11,46 10 55427 Inicial/tardia
Urbanodendron verrucosum 01 6,68 6 13423 Climax
(Nees) Mez
03 9,23 9 13426
Senefeldera verticillata 56 13,69 6 13425 Secundaria
(Vell.) Croizat Tardia
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A Figura 3 apresenta a distribuicdo dos individuos estudados nesse trabalho e identificados

com base nas coordenadas estabelecidas nos pontos de coleta.

Figura 3- O mapa mostra a distribuicdo dos individuos estudados a partir das coordenadas

® Urb verruc F0003

®) Act verti F0002

Parque Natural @
Municipal do Curié @& Senveriis6

&) Urb verruc F0001

™ Act verti 57

DBOdo Brasil ® -
g S

Legenda: (Act verti 57) - Actinostemon verticillatus; (Urb verruc FO001) - Urbanodendron
verrucosum; (Sem verti 56) - Senefeldera verticillata.

3.2 Andlise das caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e ultraestruturais

Foram coletadas cinco folhas, totalmente expandidas, de ramos inferiores e
sombreados e cinco folhas de ramos superiores, com maior exposi¢do luminosa, de cada
espécie. As analises morfoldgicas consistiram nos seguintes parametros foliares: area foliar
(AF), area foliar especifica (AFE), densidade (DEN), suculéncia (SUC), espessura (ESP) e
massa foliar especifica (MFE). A superficie das folhas coletadas foi digitalizada com o
auxilio de uma impressora multifuncional, e as imagens obtidas foram submetidas ao
software ImageJ v1.52% para mensuracao da area foliar total. Cinco discos foliares de 0,5

cm foram retirados de cada uma das folhas coletadas, e posteriormente hidratados em agua
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destilada por 24 horas (Figura 4). A massa saturada (g) foi avaliada com uma balanca
digital, e a espessura (mm) com um paquimetro digital. Os discos hidratados foram
colocados em estufa a 55 °C por 72 horas para obtencdo da massa seca (g). A partir destes
valores foram calculados: AFE (g.m-2), que é a razdo da a area dos discos por sua massa
seca; a MFE (g.m-2), que é a razdo da a massa seca dos discos por sua area; a DEN que é a
razdo entre a MFE e espessura foliar; e a SUC (g.m-2), que é o resultado da diferenca entre
a massa saturada e a massa seca dividida pela area dos discos (WITKOWSKI & LAMONT
1991).

Figura 4- llustracdo do procedimento utilizado para analises morfoldgicas

:

g e T g T PRy

\

Legenda: Retirada de discos foliares para as analises morfoldgicas.
(Fonte: A autora).

Para a realizacdo dos estudos anatdmicos foram coletadas folhas de sol e sombra,
completamente expandidas, dos individuos das espécies A. verticillatus, E. pulchrum e U.
verrucosum e S. verticillata. Para a descricdo e mensuragéo da estrutura foliar foram feitas
observagdes na lamina foliar, ao nivel do terco-médio, incluindo a nervura principal, regido
intercostal e bordo, e no peciolo. Os fragmentos foram fixados em FAA com graduacao
alcoolica de 70°GL por 48 horas e posteriormente armazenadas em alcool 70°GL
(JOHANSEN 1940), assim como, foram fixados em solugdo aquosa 4% de
paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido e 0,05M de tampédo Cacodilato de sédio em pH
7,2, por 2 h em temperatura ambiente (DA CUNHA et al. 2000). Em seguida, 0s

fragmentos fixados foram desidratados em série alcoolica, incluidos em historresina e
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seccionados em microtomo rotativo, corados com azul de toluidina a 1% e observados no
microscopio éptico com espessura entre 1,0 — 5,0 um.

Apols a lavagem no mesmo tampdo, o material foi pos-fixado em tetroxido de
6smio 1%, diluido no mesmo tampéo, durante 1 h em pH 7,2, & temperatura ambiente. Por
fim, os fragmentos foram lavados novamente com o0 mesmo tampédo e desidratados em
série cetdnica: 50%, 70%, 90% e trés vezes 100% por 1 h em cada etapa.

Para analises em Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), foi adotado o
mesmo procedimento anterior até a etapa da desidratagdo em &lcool etilico para A.
verticillatus e U. verrucosum. Os fragmentos foram infiltrados com resina epdxi (Epon®),
utilizando-se série crescente de resina em etanol, e polimerizacdo a 60 °C durante 48 h.
Cortes semifinos (0,6 pm) e ultrafinos (80 nm) foram obtidos com o auxilio do
ultramicrotomo (Reichert Ultracuts-S®) e faca de diamante (Diatome®). Os cortes
semifinos foram montados em l&mina para observagdo em microscépio optico, e 0s cortes
ultrafinos foram coletados com grades de cobre de 300 mesh. As seccbes serdo
contrastadas com acetato de uranila 5 %, por 40 minutos, e citrato de chumbo, por 5
minutos a temperatura ambiente (REYNOLDS 1963). As observacgdes serdo realizadas no
MET (JEOL JEM 1200 EX), a uma aceleracdo de voltagem de 80 KV.

A dissociacdo da epiderme seguiu 0 método de Franklin (FRANKLIN 1945) e a
diafanizacdo dos fragmentos foliares utilizou a técnica de Stritmatter (1973), sendo as
secdes posteriormente coradas com Safranina 1% (JENSEN 1962) e montadas em laminas
semipermanentes. A densidade estomatica foi realizada a partir de cinco campos de 1 mm?,
totalizando 25 campos. A conduténcia tedrica maxima estomatica foi calculada através da
relacdo entre a frequéncia estomatica e o comprimento do poro estomatico (DE BOER et
al. 2016). De acordo com a férmula abaixo:

Gma= F x C, onde: Gmax € a condutdncia estomatica maxima (mm.s -1), F a frequéncia
estomatica (mm2) e C o comprimento do poro estomatico (um).

Os tecidos foliares foram mensurados, em segdes transversais, ao nivel do terco
médio, nas regides da nervura principal e intercostal nas folhas de sol e sombra, totalizando
25 mensuracOes, a saber: da altura da epiderme, do mesofilo, do tecido parénquima
palicadico, do tecido parénquima lacunoso, da altura e da largura da lacuna; a largura do
feixe condutor da nervura principal, o nimero dos elementos celulares do metaxilema e o
numero de fileiras radiais do xilema, o diametro tangencial dos elementos de metaxilema e

a espessura da parede (n=25) (Figura 5). Para as espécies cujas folhas possuem extensao de
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bainha (folhas heterobéricas), foram mensurados o comprimento da nervura com a
extensdo da bainha; e somente o comprimento e largura da extensdo da bainha (SACK &
SCOFFONI 2013).

Para o calculo da condutividade hidraulica dos elementos de vaso é importante a
conversdo do didmetro médio em raio antes de utiliza-lo na formula de Hagen-Poiseulle
(ZIMMERMANN 1983): r*n/8n
r= média didmetro tangengial do elemento vascular convertido em raio
N= viscosidade da dgua

Classes de metabdlitos foram identificadas por meio dos testes histoquimicos
realizados em material recém coletado e fixado. A lamina foliar e o peciolo foram
seccionados em micrétomo de Ranvier. Os reagentes utilizados foram: Sudan Ill, para
lipideos e paredes cutinizadas (FOSTER 1949); Floroglucina é&cida, para lignina
(JOHANSEN 1940); lugol, para graos de amido (KRAUS & ARDWIN 1997); dicromato
de potassio 10%, para evidenciar substancias fendlicas (GABE 1968); acido sulfurico 10%
para testar a natureza dos cristais (CHAMBERLAIN 1932, modificado por KRAUS &
ARDUIN 1997), e por observagdo ao microscopio de luz polarizada.

As imagens foram obtidas por meio do programa Image Pro-Insight versdo 8.0 para
Windows, utilizando-se a cdmera de video Image Source acoplada ao microscépio
Olympus BX41.

A descricdo do padrdo de venagdo seguiu a classificacdo de Hickey (1979) e para

0s estdbmatos, utilizou-se a terminologia referida por Wilkinson (1979).

Figura 5- Representagdo das mensuragdes e das contagens dos elementos celulares na

nervura principal

Legenda: A- Largura do feixe condutor (traco amarelo). B- Mensuracdo do limen dos elementos do
metaxilema (trago rosa). (Barras: A-150 pm, B-60 pum). Fonte: autora. Espécie: Urbanodendron
verrucosum
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3.3 Analises estatisticas

Os dados referentes aos parametros morfoldgicos e de densidade estomatica foram
analisados no software R versdo 4.0.2. (R CORE TEAM 2020). A normalidade das
amostras foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (p>0,05) (SHAPIRO & WILK 1965). A
comparagdo intraespecifica dos individuos de sol e de sombra foi realizada pelo teste t de
Student (STUDENT 1908), para dados paramétricos; e o teste t de Wilcoxon
(WILCOXON 1945), para dados ndo-paramétricos.

As referéncias bibliograficas deste trabalho foram montadas com base na norma
NBR 6023:2018 da ABNT.
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4 RESULTADOS

4.1  Descrigdo Anatdbmica

A descricdo da anatomia foliar apresentada tem como referéncia a estrutura da

folha de sombra e as caracteristicas distintas ocorrentes na folha de sol.

Actinostemon verticillatus (Klotzsch) Baill.

Em vista frontal, as células epidérmicas fundamentais apresentam paredes
anticlinais sinuosas, em ambas as faces, (Figuras 6A-B); e 0s estdmatos sdo paraciticos,
com 218,04 mm? de frequéncia nas folhas de sombra e 193,9 mm? nas folhas de sol
(Tabela 2). A epiderme, em secdo transversal, € uniestratificada, com cuticulas delgadas e
flanges cuticulares (Figura 7A). Folha hipoestomatica, com estdmatos situados ao mesmo
nivel das demais células epidérmicas (Figura 7B), e com camara subestomatica que atinge
cerca de 1-2 camadas do parénguima lacunoso.

A folha é homobarica (Figura 7A); o mesofilo é dorsiventral, com uma camada de
parénquima palicadico, uma camada de transi¢do e 4-6 camadas do parénquima lacunoso
(Figura 7A). Nas folhas de sol foram observadas 4-7 camadas de parénquima lacunoso
(Figura 7B). O parénquima palicadico alcanca a regido da nervura principal nas folhas de
sombra e sol (Figura 7C, 7D). O parénquima lacunoso é formado por células lobadas e esta
disposto de maneira compacta (Figura 7A).

A nervura principal possui contorno concavo-convexo (Figura 7C). O colénquima
anelar possui 7 camadas na face adaxial e 6 camadas na face abaxial (Figura 7C). O
sistema vascular é composto por um feixe maior em arco situado na face abaxial, e
pequenos feixes colaterais voltados para a face adaxial de disposicdo linear (Figura 7C-D)
(Tabela 2). O floema é formado por seus elementos constitutivos e idioblastos. O xilema é
constituido por 1-4 células condutoras dispostas em fileiras radiais (Figura 7E) e de 1-5 nas
folhas de sol (Figura 7F).
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O peciolo mediano evidencia contorno plano-convexo, com projecdes laterais
conspicuas, 7-8 camadas de colénquima na face adaxial e 8-9 camadas de colénquima na
face abaxial (Figura 12A). O sistema vascular é do tipo colateral em arco, formado por 3
feixes descontinuos (Figura 12B).

Os testes histoquimicos evidenciaram no peciolo mediano foi observada uma bainha
amilacea conspicua e grdos de amido no parénquima medular (Figura 13E) e a presenca de

substancias de natureza lipidica no parénquima da nervura principal (Figura 13F).

Figura 6- Epiderme da folha de sombra de Actinostemon verticillatus e Senefeldera

verticillata

C

Legenda: Vista Frontal da epiderme Actinostemon verticillatus: A- Face adaxial com parede anticlinal
sinuosa (asterisco) B-Face abaxial com parede sinuosa e estdmato paracitico (seta). Senefeldera
verticillata: C-D- Folha anfiestoméatica com paredes sinuosas (asterisco) e estdbmato paracitico (seta)
(Barras: 60pum)
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Figura 7- Anatomia foliar Actinostemon verticillatus

Legenda: Secdo transversal da lamina foliar de Actinostemon verticillatus: A-B- Folha homobérica. C-D-
Aspecto geral da nervura principal; contorno cdncavo-convexo. E-F- Sistema vascular em arco voltado para
face abaxial (seta) e feixes pequenos na face adaxial (Folha de sombra: A, C, E. Folha de sol: B, D, F)
(Barras: C-D= 60 um, A, B, E, F= 150 um).
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Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat.

As células epidérmicas fundamentais, em vista frontal, apresentam paredes
anticlinais sinuosas em ambas as faces (Figuras 6C-D); e os estdmatos sdo paraciticos com
212, 5 mm? Em secdo transversal, a epiderme é uniestratificada, apresentando cuticula
espessa com flanges cuticulares (Figura 8A). Folha anfiestomatica, com estématos ao nivel
das demais células epidérmicas (Figuras 6C-D); a camara subestomatica atinge apenas uma
camada do parénquima lacunoso.

A folha é homobérica (Figura 8A); o mesofilo é dorsiventral com duas camadas de
parénquima pali¢adico, uma camada de transi¢do e cinco camadas do parénquima lacunoso
com células lobadas dispostas densamente (Figura 8A).

A nervura principal possui contorno concavo-convexo. O colénquima angular
possui com 7-8 camadas na face adaxial e 8-9 camadas na face abaxial. O sistema vascular
é composto por feixe colateral maior em arco situado na face abaxial e um feixe pequeno
arco voltado para a face adaxial (Tabela 2), envolto por fibras perivasculares. O floema é
formado por seus elementos constitutivos e idioblastos. O xilema é formado por 1-5 células
condutoras dispostas em fileiras radiais (Figuras 8B-C).

O peciolo mediano apresenta contorno circular. A regido cortical possui 6 camadas
de colénquima e 6 de parénquima. O sistema vascular é formado por feixe colateral
circular, circundado por fibras perivasculares (Figura. 8D).

Os testes histoquimicos evidenciaram a presenca de grdos de amido na regido da
medula no peciolo mediano (Figura 13G). A ocorréncia de substancias fendlicas nas
células do mesofilo (Figura 13H). A reacdo positiva para substancias de natureza lipidica
foi observada no colénquima e no parénquima da nervura principal (Figura 133l), bem
como nas células epidérmicas e no mesofilo (Figura 13J). Foram observados cristais
prisméticos de oxalato de célcio no colénquima e no parénquima da nervura principal

(Figura 14K); e na bainha dos feixes na nervura principal e no peciolo (Figura 13L).

Figura 8- Anatomia foliar de Senefeldera verticillattus
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o | r— . » F 4T :'—" A —
Legenda: A- Sec¢do transversal da lamina foliar, regido intercostal: mesofilo dorsiventral, folha homobaérica,
feixe envolto por bainha de fibras (asterisco), cristais prismaticos (seta). B- Sec¢do transversal da nervura
principal, contorno biconvexo (setas). C- Feixe colateral fechado em trés arcos continuos intercalados (setas).
D- Aspecto geral do peciolo mediano com contorno circular e feixe colateral (seta) (Barras: A, D-150 um, D-
40 pm).

ot e

Urbanodendron verrucosum (Nees) Mez

Em vista frontal, na face adaxial, as células epidérmicas de U. verrucosum
apresentam paredes anticlinais de contorno reto e levemente curvo e na face abaxial séo
levemente sinuosas (Figuras 9A-B). A epiderme, em se¢do transversal, é uniestratificada
ao longo de toda a lamina, apresentando cuticula delgada e flanges cuticulares (Figura
10A). A folha é hipoestomética, com estdbmatos situados ao nivel das demais células
epidérmicas, e com camara subestomatica atingindo de 1-2 camadas do tecido lacunoso
(Figura 10A). Estdmatos paraciticos (Figura 9B), nas folhas de sombra, ocorrem na

densidade de 323 mm? e nas folhas de sol, na densidade de 286 mm? (Tabela 2).
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Folha heterobérica (Figura 10A-B); o mesofilo é dorsiventral, com uma camada do
parénquima palicadico, uma camada do tecido de transicdo e 4-6 camadas do parénquima
lacunoso. O parénquima lacunoso é formado por células lobadas e frouxamente dispostas
(Figura 10A). A folha de sol possui duas camadas de parénquima pali¢adico e 5-8 camadas
de parénquima lacunoso (Figura 10B).

A nervura principal possui contorno céncavo-convexo. O colénquima anelar é
formado por 2-9 camadas, na face adaxial (Figura 10C). O sistema vascular apresenta feixe
colateral, em arco aberto situado na face abaxial, com a sua extremidade levemente fletida
para face adaxial (Figura 10E) (Tabela 2). O floema é formado por seus elementos
constitutivos e idioblastos. O xilema é formado por 2-9 células condutoras dispostas em
fileiras radiais (Figura 10E-F).

O peciolo mediano possui na face adaxial contorno levemente céncavo, com
projecOes arredondadas laterais, e convexo na face abaxial. O colénquima presenta 5
camadas na face adaxial e 3 na face abaxial (Figura 12E). O sistema vascular apresenta
feixe colateral, em arco aberto, levemente fletido para na extremidade (Figuras 12E-F).

Os testes histoquimicos evidenciaram a presenca de idioblastos de substancias
fendlicas e 6leo/mucilagem na regido intercostal e na nervura principal (Figura 13A-B).

Figura 9- Epiderme da folha de sombra de Urbanodendron verrucosum e Erythroxylum

pulchrum

Legenda: Vista frontal da epiderme Urbanodendron verrucosum. A- Evidenciando na face
adaxial células com contornos curvos (asterisco). B- Face abaxial levemente sinuosa e
estdmatos paraciticos. Erythroxylum pulchrum. C- Parede anticlinal reto levemente curvo
(asterisco). D- Estdmatos paraciticos (seta). Barras: 60 pm.
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Figura 10- Anatomia foliar de Urbanodendron verrucosum

Legenda: Segdo transversal da ldmina foliar de Urbanodendron verrucosum. A-B-Extenséo de bainha.
C-D-Nervura central com contorno biconvexo. E-Feixe colateral em arco (seta). F- Detalhe do sistema
vascular. (Folha de sombra: A, C, E. Folha de sol: B, D, F) (Barras: C-D= 60 um, A, B, E, F= 150

pum).

Erythroxylum pulchrum A.St. Hil.

Em vista frontal as células epidérmicas apresentam parede anticlinais de contorno
levemente curvo, em ambas as faces (Figuras 9C-D). A epiderme, em se¢do transversal, é
uniestratificada, apresentando cuticula espessa com flanges cuticulares (Figura 11A). Folha

hipoestomatica, com estdmatos, situados no mesmo nivel das demais celulas epidérmicas
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(Figura 9D), e com camara subestomatica de 3-4 camadas do parénquima lacunoso.
Estdmatos paraciticos ocorrem, nas folhas de sombra, na densidade de 313 mm? e nas
folhas de sol na densidade de 244 mm? (Tabela 2).

Folha semi-heterobarica (Figura 11A); o mesofilo é dorsiventral, apresenta uma
camada do parénquima pali¢adico, uma camada de transi¢do e 4-7 camadas do parénquima
lacunoso (Figura 11A). Nas folhas de sol de Erythroxylum pulchrum séo observadas duas
camadas do parénquima palicadico e 4- 6 camadas de parénquima lacunoso (Figura 11B).
O parénquima lacunoso é formado por células lobadas a isodiamétricas, frouxamente
dispostas.

A nervura principal, em secdo transversal, possui contorno plano-convexo. O
colénquima angular apresenta 6 camadas junto a face adaxial (Figuras 11C-D). O sistema
vascular formado por feixe colateral, parte dele organizado em arco, na face abaxial e uma
parte em oposicdo, na face adaxial (Tabela 2). Fibras perivasculares formam uma bainha
junto ao feixe (Figuras 11C-D). O floema é formado por seus elementos constitutivos. O
xilema € constituido por 1-4 células condutoras dispostas em fileiras radiais (Figura 11E-
F).

O peciolo mediano possui contorno plano-convexo, com projecdo acuminada
conspicua. O colénquima apresenta 9 camadas na face adaxial e 5 na face abaxial; e o
parénquima 3-4 camadas na face adaxial e 6-7 na face abaxial. O sistema vascular possui
feixe colateral em arco fechado, na face abaxial e uma por¢cdo em oposicao, na face adaxial
(Figuras 12C-D).

Os testes histoquimicos evidenciaram nervura principal a presenca de substancias
fenolicas (Figura 13C). Substancias de natureza lipidica também foram detectadas no
colénquima da nervura principal, bem como goticulas de 6leo ocorrendo no parénquima

lacunoso (Figura 13D).
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Figura 11- Anatomia foliar de Erytroxylum pulchrum

Legenda: Secdo transversal da lamina foliar de Erythroxylum pulchrum. A-B- Folha semi-heterobérica
(seta), C-D- Aspecto geral da nervura principal, contorno levemente plano- convexa. E- Sistema vascular
formado por arcos voltado para face abaxial e oposi¢do para face adaxial (setas). F- Detalhe do sistema
vascular (seta). (Folha de sombra: A, C, E. Folha de sol: B, D, F.) (Barras: A, B, E, F- 60 um, C-D-150 pum)
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Figura 12- Anatomia do peciolo mediano de Actinostemon verticilattus, Erythroxylum
pulchrum e Urbanodendron verrucosum

Legenda: Secdo transversal do peciolo mediano. Actinostemon verticillatus: A- Vista geral do peciolo com
contorno plano-convexo, projecdes laterais conspicuas (seta). Erythroxylum pulchrum. B- Sistema colateral e
arco (seta). C- Vista geral, contorno plano- convexo. D- Sistema vascular; feixe colateral maior em arco na
face abaxial (seta). Urbanodendron verrucosum. E- Vista geral, contorno levemente concavo, com pequenas
projecOes arredondada (seta). F- Sistema vascular colateral em arco aberto fletido na extremidade (seta)
Barras: A, C, E: 200 um. B, D, F: 150 pym.



Figura 13- Testes histoquimicos realizados nas espécies estudadas

Legenda: A-B: Urbanodendron verrucosum: Regido intercostal e nervura principal, com dicromato
de potassio. Erythroxylum pulchrum. C- Nervura principal: idioblasto de substancias fendlicas, com
dicromato de potassio, D- Regido intercostal: gotas de 06leo no parénquima, com Sudan IlI.
Actinostemon verticillatus. E- Peciolo: bainha amilacea, com Lugol. F- Nervura principal: substancia
lipidica, com Sudan Ill. Senefeldera verticillata. G- Peciolo: grdos de amido na medula, com Lugol.
H- Regido intercostal: presenca de substancias fendlicas, com dicromato de potéssio. |- Peciolo:
substancia lipidica, com Sudan Ill. J- Regido intercostal, substancia lipidica, com Sudan IlI. K-L-
Presenca de cristais prisméticos na nervura principal, no colénquima e na regido intercostal na bainha
do feixe, com luz polarizada. Barras: A-F: 120 pm. G: 200 pm, H-J: 60 pm, K-L:30 pm.

50
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4.1.1 Padrao de venacdo

As folhas de todas as espécies apresentam o padrdo de venacdo do tipo
camptobroquidédromo. Em  Actinostemon  verticillatus, Senefeldera verticillata,
Urbanodendron verrucosum e Erythroxylum pulchrum a venacdo marginal € anostomosada
em forma de arcos (Figuras 14B, 14D, 15B, 15D). A nervura priméria € nitida, a partir da
base observa-se o afilamento até o apice. As nervuras secundarias sdo alternas e
ascendentes (Figuras 14A, 14C, 15A, 15C). As espécies apresentam nervuras terciarias
reticuladas, com venacdo laxa ocorrendo em A. verticillatus, S. verticillata e E. pulchrum
(Figura 14A-D, 15C-D) e densa U. verrucosum (Figura 15A-B). As aréolas sdo do tipo
perfeita, dispostas ao acaso, apresentando contorno predominantemente quadrangular em
A. verticillatus e triangular a quadrangular em S. verticillata; e em ambas as terminag6es
vasculares sdo tripartidas (Figura 14B-D). Em U. verrucosum a aréola pentangular, com
terminacOes vasculares em sua maioria simples (Figuras 15B, 15A). Erythroxylum
pulchrum apresenta aréola com contorno que varia de quadrangular a pentangular com

terminag0es tripartidas (Figuras 15C-D).
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Figura 14- Padrdo de venacdo das espécies de Euphorbiaceae

C

Legenda: Folha diafanizada. Actinostemon verticillatus. A- Nervura secundaria (seta), aréola do tipo
quadrangular (asterisco), ramificacdo da nervura tripartidas (retdngulo); fimbriada no bordo. B- Padréo do
tipo camptobroquidédromo (seta). Senefeldera verticillata. C- Nervura secundaria (seta). D- Terminagdes
vasculares de bifedas a tripartidas (retangulo) (seta), aréola quadrangular (asterisco). Barras: 200um.
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Figura 15- Padrdo de venagdo de Urbanodendron verrucosum e Erythroxylum pulchrum

Legenda: Folha diafanizada. Urbanodendron verrucosum. A- Nervura secundéria (Seta), aréola pentangular
(asterisco), terminagdes vasculares em sua maioria simples (retdngulo). B- Nervuras anastomosadas em
forma de arco (seta), venacdo marginal fimbriada. Erythroxylum pulchrum. C- Nervura secundéria (seta),
terminacdo vascular tripartida (retangulo). D- Bordo com arcos (seta), aréola pentangular (asterisco). Barras:
200pm.

4.1.2 Ultraestrutura dos cloroplastos

A analise ultraestrutural dos cloroplastos presentes no parénquima pali¢adico, nas
folhas de sol e de sombra de Actinostemon verticillatus, mostrou organizacgéo distinta. Nas
folhas de sombra, os tilacdides estavam organizados em granum amplo, com membranas
intergrana conspicuas, graos de amido presentes e plastoglobulos esparsos (Figura 16A-B).
Nas folhas de sol, os tilacoides formam granum estreito e ocorrem inimeros plastoglébulos

no cloroplasto (Figura 16C-D).
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Em Urbanodendron verrucosum foram observadas variacdes ultraestruturais nos
cloroplastos do parénquima palicadico, nas folhas de sombra e de sol. Nas folhas de
sombra 0s granum sdo numerosos e com maior altura em relacdo as folhas de sol. Essa

Gltima, apresentava inimeros grdos de amido e plastoglébulos (Figura 17A-B, 17C-D).

Figura 16- Ultraestrutura dos cloroplastos da folha de sombra e de sol de A. verticillatus

Legenda: A- Aspecto geral da folha de sombra evidenciando cloroplastos (cabeca de seta), vaclolo (v),
amido (asterisco). B- Detalhe mostrando o granum (seta), membrana intergrana (i). C- Aspecto geral da folha
de sol com cloroplastos (cabeca de seta), plastoglébulos (p) e nucleo (n). D- Detalhe com granum (seta),
membrana intergrana (i) e plastoglébulos (p). Barras:A=5um, B=500um, C=2um,
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Figura 17- Ultraestrutura dos cloroplastos das folhas de sombra e de sol de U. verrucosum

C=Ss D L Sl
Legenda: A- Aspecto geral da folha de sombra evidenciando cloroplastos (cabecga de seta), granum (seta),
amido (asterisco). B- Detalhe mostrando o granum (seta), membrana intergrana (i) e plastoglébulo (p). C-
Aspecto geral da folha de sol com cloroplastos (cabeca de seta), plastoglébulos (p) e nicleo (n). D- Detalhe
com granum (seta) e membrana intergrana (i). E- Maior detalhe do granum (seta). Barras: A=2um,
B=500um, C=10um, D-E=500um.

4.1.3 Anélise Morfoldgica - variacoes dos atributos funcionais

A partir da analise dos atributos morfoldgicos foliares foram identificadas
diferencas significativas entre as espécies estudadas. Nas folhas de Urbanodendron
verrucosum, desenvolvidas sob maior luminosidade, os valores da massa saturada,
espessura e suculéncia, foram significativamente maiores em comparacdo as folhas de
sombra (Figura 18).

Em Actinostemon verticillatus, as folhas expostas a luz apresentaram maior massa

seca, MFE, densidade e menor AFE em relagdo aquelas sombreadas (Figura 18). As folhas
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de Erythroxylum pulchrum apresentaram diferengas significativas (p < 0,05) para massa
seca, MFE e densidade, maiores nas folhas de sol, e AFE, maior nas condi¢Ges de menos
luminosidade (Figura 18).

Os atributos morfoldgicos apresentaram valores de correlagdo distintos para folhas
de sol e de sombra. Em A. verticillatus, as folhas de sombra apresentaram correlagcdo mais
positiva entre os atributos espessura e suculéncia, e mais negativa entre espessura e
densidade, em comparacdo com folhas expostas a maior luminosidade (Figura 19).

O padrdo das matrizes de correlacdo das folhas de sol e de sombra diferiu
significativamente em E. pulchrum. Nas folhas de sol, a &rea foliar apresentou valores de r
acima de 0,60 quando correlacionada com massa saturada, massa seca, MFE e densidade,
enguanto a correlacdo entre area foliar e AFE foi abaixo de -0,60. Nas folhas sob menor
luminosidade, os valores de correlacdo entre esses mesmos atributos estiveram mais
proximos de zero, sugerindo menor correlagdo entre eles. Por outro lado, os atributos
massa saturada e suculéncia apresentaram correlacdo significativamente mais alta nas
folhas de sombra que nas de sol (Figura 19).

Em U. verrucosum, a area foliar apresentou correlacdo mais positiva com o atributo
suculéncia, nas folhas de sombra, e mais negativa com AFE, nas folhas de sol. Além disso,
a correlagdo entre massa saturada e suculéncia foi mais alta nas folhas de sol. Por outro
lado, a AFE apresentou correlagfes mais negativas com massa saturada e suculéncia nas

folhas de sombra (Figura 19).
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Figura 18- Gréficos de barra relativos & Area foliar (A), Massa saturada (B), Massa seca
(C), Espessura (E), Suculéncia (E), Massa foliar especifica (F), area foliar especifica (G),
Densidade (H) de folhas de sol e de sombra de espécies arbdreas Actinostemon
verticillatus, Erythroxylum pulchrum e Urbanodendron verrucosum ocorrentes no
PNMCP. Diferengas significativas *=p<0,05
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Figura 19- Correlagdes dos atributos morfoldgicos foliares
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4.1.4 Analise anatbmica - variacdes dos atributos funcionais

A avaliacdo da frequéncia estomética das folhas de Actinostemon verticillatus, E. pulchrum

e U. verrucosum indicou um aumento significativo nas folhas de sombra (Figura 22).

Figura 20- Frequéncia estomatica de folhas de Actinostemon verticillatus, Erythroxylum
pulchrum e Urbanodendron verrucosum, sob distintos niveis de luminosidade de espécies
arbdreas ocorrentes no PNMC. Diferencas significativas *=p<0,05
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Os atributos anatdomicos do mesofilo e da nervura principal das folhas de A.
verticillatus, E. pulchrum, U. verrucosum também foram significativamente alterados de
acordo com a luminosidade incidente (Figura 21). No caso de A. verticillatus, as folhas de
sol apresentaram maior altura das células epidérmicas (EAD), espessura do parénquima
palicadico (PP), maior diametro tangencial e espessura da parede dos elementos de vasos
do metaxilema (Figura 21B-G-H).

Em E. pulchrum, as folhas de sol apresentaram, maior espessura do mesofilo
(MES) e altura do parénquima pali¢adico (PP) (Figura 21A-C). As folhas de sombra,
apresentaram maior a altura da epiderme adaxial e didmetro tangencial dos elementos de
vaso (LEV) (EAD) (Figura 21B-G).
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As folhas de sol de U. verrucosum apresentaram maiores valores de EAD, PP e
LEV em comparacdo as folhas de sombra, ao passo que as folhas de sombra exibiram
maiores espessura do parénquima lacunoso (PL), altura e largura da lacuna do parénquima
lacunoso (ALPL e LLPL, respectivamente), e espessura da parede do elemento de vaso
(Figura 21B-C-D-E-G).

Figura 21- Gréafico de barra do mesofilo (A), Espessura do parénquima pali¢adico (B),
Espessura do parénguima lacunoso (C), Largura da lacuna do parénguima lacunoso (E),
Altura da lacuna do parénquima lacunoso (E), Altura da epiderme adaxial (F) de folhas de
sol e de sombra de trés espécies arboreas ocorrentes no PNMC. Diferencas significativas
*=p<0,05
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A analise dos atributos anatémicos das trés espécies estudadas, independentemente
da condicdo de luminosidade, evidenciou um valor alto de correlagdo positiva entre a
espessura do mesofilo (MES) e o PL (r = 0,82), enquanto a correlacdo entre MES e PP
apresentou r =0,52.

A correlagdo positiva entre MES e PL foi observada em A. verticillatus, nas folhas
de sol e de sombra. Contudo, as folhas de sombra da mesma espécie apresentaram
correlagdo mais positiva entre MES e PP, enquanto a correlagdo se mostrou fraca em
condigdes de maior luminosidade. Além disso, a correlacdo positiva entre PP e PL,
presente nas folhas de sombra, foi ausente nas folhas de sol. Em E. pulchrum foi observado
0 inverso na correlacdo entre esses atributos apresentado pelas matrizes de correlacdo das
folhas de sol e sombra. As folhas de sol tiveram correlagfes mais positivas entre MES-PP,
MES-PL, e PP-PL, em comparacdo com as folhas de sombra. J& em U. verrucosum a
correlagdo entre MES e PL foi fraca nos individuos de sol, e mais significativa nas de
sombra. Entre PP e PL, para a mesma espécie, houve correlacdo levemente positiva nas

folhas de sol, e fracamente negativa nas folhas de sombra. (Figura 22)



Figura 22- Correlagdo entre os atributos anatdmicos de Actinostemon verticillatus, Erythroxylum pulchrum e Urbanodendron verrucosum
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415 Anélise comparativa das folhas homobdricas e heterobdricas desenvolvidas em

menor luminosidade

A partir das analises foi possivel classificar as espécies de acordo com a presenca
da extensdo de bainha (folhas heterobaricas e semi-heterobaricas) ou auséncia (folhas
homobéricas). Actinostemon verticillatus e Senefeldera verticillata ndo possuem extenséo
de bainha, seu mesofilo é continuo sem formacdo de compartimento (Figuras 7A, 8A).
Urbanodendron verrucosum possui extensdo de bainha do tipo parénguimatica que se
estende na direcdo de ambas as faces da epiderme, apresentando o mesofilo uma separacéo
em compartimentos (Figura 10A). Erythroxylum pulchrum possui extensdo de bainha em
direcdo a face adaxial da epiderme, sendo classificada como folhas semi-heterobéricas,
formado por células parenquimaticas e mesofilo parcialmente compartimentalizado (Figura
11A).

As espécies apresentaram diferencas quanto a altura e largura das extensdes de

bainha. Urbanodendron verrucosum apresentou maior altura das EBF, enquanto E.
pulchrum maior largura (Figura 23A-B).
Actinostemon verticillatus e U. verrucosum apresentaram maior condutividade hidraulica
nas folhas expostas a maior luminosidade e E. pulchrum naquelas expostas a menor
luminosidade (Tabela 2). A frequéncia estomética, 0 comprimento do poro estomatico e
condutancia estomética foram maiores nas folhas de sombra de todas as espécies
analisadas (Figura 20, 24) (Tabela 2).

Figura 23- Altura e largura da extensdo de bainha de Erythroxylum pulchrum e
Urbanodendron verrucosum sob distintos niveis de luminosidade de espécies arboreas
ocorrentes no PNMCP. Diferengas significativas *=p<0,05
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Figura 24: Comprimento do poro estomatico de folhas de A. verticillatus, Erythroxylum
pulchrum e Urbanodendron verrucosum, sob distintos niveis de luminosidade de espécies
arboreas ocorrentes no PNMC. Diferencas significativas *=p<0,05

Comprimentc do poro estomatico (um)

20

15 1

10 1

Actinostemon Erythroxylum Urbanodendron
verticillatus pulchrum verrucosum
* * *
+

H

T
Sol Sombra

T T
Sol Sombra

T
Sol Sombra



Tabela 2- Tipos estruturais foliares sob diferentes condi¢des de luminosidade, sistema vascular, condutividade hidréaulica e atributos

funcionais do complexo estomatico das quatro espécies

Espécies Tipo de folha |  Sistema vascular da | Condutividade Condigéo Frequéncia Poro Condutancia
nervura principal hidraulica luminosa estomatica estomatico estomatica
mm? pm mm.s?
772,6408 Sol 193, 9 45 868
A. verticillatus Homobaérica feixe maior em arco 205,1394 Sombra 218.04 6,5 1230,3
situado na face abaxial e
outro menore plano
voltado para a face
adaxial
S. verticillata Homobérica feixe maioremarco | = -------- Sombra 212,5 54 1163,4
situado na face abaxial e
pequeno arco voltado para
a face adaxial
271,6329 Sol 2447 7,2 1779,8
E. pulchrum semi- feixe maior em arco 451,1242 Sombra 3134 8,9 2794,7
heterobarica situado na face abaxial e
pequeno arco voltado para
a face adaxial
1307,6718 sol 286,2 3,5 1009,1
U. verrucosum Heterobarica feixe em arco situado na
face abaxial com a sua
extremidade fletida para
face adaxial
800,1174 sombra 323,3 4,3 1411,8
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5 DISCUSSAO

51 Atributos morfo-anatémicos das folhas de sombra e sol

Os resultados referem-se as analises dos caracteres morfo-anatdmicos das folhas de
sombra e de sol das seguintes espécies: Actinostemon verticillatus, Erythroxylum pulchrum
e Urbanodendron verrucosum ocorrentes no Parque Natural Municipal do Curié. No que
diz respeito as analises dos atributos morfoldgicos foliares, foram identificadas diferencas
significativas para as trés espécies estudadas. As folhas de sol A. verticillatus apresentaram
maior densidade, massa seca, MFE e menor &rea foliar, enquanto que E. pulchrum
apresentou os trés ultimos atributos morfoldgicos nas folhas desenvolvidas nas mesmas
condicgdes de luminosidade. Nas folhas de U. verrucosum, sob maior luminosidade, foram
observados valores mais elevados para massa saturada, espessura e suculéncia, e menores
para area foliar especifica (AFE).

Os estudos de diversos autores corroboram com 0s nossos resultados, mencionando
que a area foliar especifica € um atributo morfolégico dependente condi¢cbes ambientais,
incluindo a luz, indicando a sua alta plasticidade (GRIME 1979, DAHLGREN et al. 2006,
ROSSATTO et al. 2010). As andlises realizadas por MARKESTEIJN et al. 2007,
SARIJEVA et al. 2007 também demonstraram a reducdo da lamina foliar nas folhas
desenvolvidas sob intensa luminosidade.

Resultados similares foram observados em outros estudos: por exemplo, folhas de
sol apresentaram maior massa seca, folhas de tamanho reduzido (menor AFE) (GRATANI
2014), e palicadico mais espesso (ROSSATTO & KOLB 2013). O aumento em espessura
do tecido palicadico é importante para evitar a fotoinibicdo nas folhas de sol e esta
vinculado a um possivel aumento das taxas fotossintéticas e melhor aproveitamento da luz
direta (MARKESTEIIN et al. 2007, TAIZ et al. 2017).

Nas espécies estudadas foi observado um aumento dos valores referentes a massa
seca, MFE e densidade foliar, refletindo a importancia do controle do balanco hidrico e
energético da planta, como observado por Cornelissen et al. (2003). Isso porque € através
da folha que ocorrem as trocas gasosas e a obtencdo de energia luminosa utilizada no

processo de fotossintese. Em condic¢Bes de alta exposi¢cdo a luz solar, a diminui¢do da
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superficie da lamina foliar reduz a area de contato da folha com o ambiente externo,
amenizando a evapotranspiracao.

A espessura foliar promove um aumento na capacidade fotossintética e maior
longevidade das folhas (NIINEMETS 1999, CORNELISSEN et al. 2003). Nesse estudo, as
mudancas significativas na AFE foram observadas em A. verticillatus e U. verrucosum. Na
primeira espécie, houve uma diminuicdo da AFE e um aumento na densidade foliar, frente
ao aumento da intensidade luminosa. Em U. verrucosum, a reducdo da AFE foi
inversamente proporcional a espessura foliar. O aumento da espessura acompanhado da
diminuicdo da AFE foi observado em outras espécies (DIAS 2005, SILVA 2010,
DARDENGO et al. 2017). O aumento demasiado de irradiancia nas folhas promove uma
fotoinibicdo que, em niveis crénicos, diminui a taxa fotossintética maxima (TAIZ et al.
2017). As espécies supracitadas apresentaram mudangas estruturais que parecem manter o
funcionamento do 6rgéo, sem prejuizos.

As células da epiderme adaxial das espécies estudadas apresentaram variacdes
quanto a altura, nas folhas de sol em relacdo as de sombra em A. verticillatus e U.
verrucosum. A epiderme tem a funcdo de revestimento e facilita a entrada de luz
(VOLGELMAN & MARTIN, 1993), direcionando-a ao tecido clorofilado. O tamanho das
células epidérmicas, o espessamento cuticular sdo atributos que podem ser estimulados
pela intensa luminosidade (WALDHOFF & FURCH 2010). A alta luminosidade também
pode acarretar 0 aumento em espessura do tecido epidérmico, esse aumento foi observado
em A. verticillatus e U. verrucosum nas folhas de sol. Dickson (2000) citou que ha uma
diminuicdo da temperatura foliar devido as propriedades de reflexdo das células
epidérmicas, com o formato lenticular, que protegem as folhas do excesso de luz incidente
e mantém a temperatura foliar ideal para os processos fisiolégicos.

Cada mesofilo foliar direciona o feixe luminoso de forma diferenciada. Na estrutura
foliar dorsiventral, a luz difusa incide sobre o parénquima palicadico de maneira uniforme
atingindo os cloroplastos (VOLGELMAN & MARTIN 1993). Em algumas espécies ocorre
a duplicacéo e o alongamento do tecido palicadico, como observado nesse trabalho em U.
verrucosum, E. pulchrum e A. verticillatus.

Os atributos anatdbmicos do mesofilo foliar de E. pulchrum e U. verrucosum
também foram significativamente alterados de acordo com a luminosidade incidente. No
caso de U. verrucosum, as folhas de sombra apresentaram maior espessura do parénquima

lacunoso (PL) e altura (ALPL) da lacuna do parénquima lacunoso, enquanto a espessura da
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epiderme adaxial (EAD) e do parénquima palicadico (PP) foi superior nas folhas de sol.
Em E. pulchrum, folhas submetidas a maior incidéncia de luz apresentaram maior PP, e
menores PL e EAD sob tais condices.

Em A. verticillatus as folhas de sol apresentaram maiores valores de MFE,
densidade foliar, espessura do pali¢adico e altura da epiderme, porém, a espessura total do
mesofilo foi menor quando comparada a de sombra. Geralmente os trabalhos que
investigam as variagOes estruturais entre as folhas de sol e sombra, descrevem as folhas de
sol como mais espessas e menores. No entanto, ao compararmos as diferencas de espessura
do parénquima palicadico e lacunoso, o primeiro foi maior nas folhas de sol enquanto o
segundo foi maior nas folhas de sombra. As células alongadas do parénquima pali¢adico,
nas folhas de sol, facilitam as trocas do dioxido de carbono, entre as células do mesofilo e
os espacos intercelulares. A fotossintese depende do balanco interno entre as concentragdes
de luz e o didxido de carbono. O aumento da espessura da folha, promovido pelo aumento
do numero de camadas do parénquima palicadico, influencia diretamente o balanco e
otimiza a taxa total da fotossintese (DICKSON 2000, SILVA 2010).

As folhas coletadas nos ramos no interior da copa das espécies A. verticillatus, U.
verrucosum e E. pulchrum expressaram resultados que indicam ajustes das espéecies as
condi¢des de luminosidade menor, caracterizando as chamadas folhas de sombra (DIAS
2005). Foi observado o aumento em altura da lacuna do parénquima lacunoso e da area
foliar especifica, uma caracteristica plastica que acompanha os niveis de sombreamento.
Esta estratégia favorece o aumento na capacidade de interceptacdo de luz nos ambientes
pouco luminosos onde essas folhas estdo dispostas (GRATANI 2014). Espacos
intercelulares presentes no parénquima lacunoso geram uma superficie ar-agua que
refletem a luz difusa aproveitando ao maximo a baixa luminosidade que chega no interior
da copa (MAJEROWICZ et al. 2019). DelLucia et al. (1996), ao investigarem a
contribuicdo da refletdncia intercelular para a fotossintese em folhas de sombra,
destacaram que a maior proporcdo de parénquima lacunoso nas folhas sombreadas
aumenta o espelhamento de luz interna e a absortancia. Portanto, o formato irregular, com
projecOes laterais, ocorrentes nas células do parénquima lacunoso, possibilita a refracdo e
reflexdo da luz, levando a um melhor aproveitamento de luz em areas mais sombreadas.

Em relacdo aos demais atributos anatdmicos, a epiderme adaxial de A. verticillatus
e U. verrucosum apresentou-se maior nas folhas de sol, enquanto em E. pulchrum foi

significativamente maior nas folhas de sombra. As folhas de sol de A. verticillatus, E.
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pulchrum e U. verrucosum apresentaram maior altura do parénquima palicadico. As folhas
de sol de U. verrucosum apresentaram tanto a altura do parénquima lacunoso quanto a de
suas lacunas maiores, diferindo das lacunas largas encontradas nas folhas de sombra.

As matrizes de correlacdo dos atributos anatdmicos fornecem dados sobre os
atributos funcionais diferenciados em cada uma das espécies desenvolvidas sob diferentes
niveis de luminosidade. Tais matrizes apresentaram uma tendéncia geral de correlacdo
positiva entre a espessura do mesofilo e o parénquima lacunoso, sugerindo um padréo
constitutivo de maior investimento na formacdo do PL. O desenvolvimento de espagos
intercelulares no mesofilo ocorre nas etapas iniciais do desenvolvimento foliar, e colabora
com o0 aumento da condutancia foliar (BAILLIE, FLEMING 2020).

Por outro lado, nas folhas de sombra de A. verticillatus, o paréngquima pali¢adico
apresentou correlacdo positiva ndo somente com MES, mas também com PL. A correlacéo
positiva entre MES, PP e PL é esperada, visto que ambos 0s tipos parenquimaticos
contribuem para 0 aumento da espessura do mesofilo foliar. A auséncia de correlacdo
significativa de PP com os outros dois atributos nas folhas de sol de A. verticillatus pode
ter sido um reflexo do maior investimento na formagdo de PP, com vistas ao maior
aproveitamento da luz em condic¢des de maior luminosidade, e consequentemente maior
assimilacdo de CO2 dependente da luz (LEMOS et al. 2018, HERTEL et al. 2021).

A tendéncia supracitada de correlacdo entre MES e PL esteve ausente nas folhas de
sol de U. verrucosum. Ao mesmo tempo, as folhas de sombra de U. verrucosum
apresentaram maior PL, e lacunas com maiores altura e largura que nas folhas de sol. Esse
padrdo esteve presente somente nessa espécie, a qual apresenta folhas descritas como
heterobaricas. As folhas desse tipo possuem maior tendéncia a investir em lacunas no
mesofilo foliar, possivelmente como uma resposta a segmentacdo do parénquima lacunoso
devido & presenca das extensdes de bainha vascular (LYNCH et al. 2012).

Ainda sobre U. verrucosum, foi possivel observar correlacdo positiva entre a
espessura da epiderme adaxial e PL, nas folhas de sol, e correlacdo negativa entre EAD e
PP, nas folhas de sombra. O aumento da espessura da epiderme € considerado, junto com o
aumento da espessura da cuticula, como uma resposta ao aumento da irradiancia luminosa,
e consequentemente um mecanismo de redugdo da perda de agua (HERTEL et al. 2021).
Neste caso, 0 aumento na EAD acompanhou o de PP, nas condi¢ces de maior

luminosidade, justificando a correlacdo positiva entre tais atributos.
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Alguns autores analisaram a ultraestrutura dos cloroplastos desenvolvidos sob
intensa luminosidade e observaram a plasticidade de algumas caracteristicas, a destacar:
poucos tilacoides formando grana, e muitos grdos de amido. Diferente, os cloroplastos
desenvolvidos sob baixa luminosidade apresentam elevado nimero de tilacoides, com
maior grau de empilhamento e auséncia de grdos de amido. A largura do granum
possibilita maior investimento no complexo antena (LICHETHALER et al. 1981, 1984,
MATHUR et al. 2018). Os atributos ultraestruturais encontrados nos cloroplastos de A.
verticillatus e U. verrucosum desenvolvidos em distintos graus de luminosidade
corroboram estudos prévios.

Nas folhas de sombra, de ambas as especies, 0 ajuste do aparato fotossintético esta
relacionado com a necessidade de maximizar a absor¢cdo luminosa para geracdo de ATP,
com a presenca de pilhas de tilacoides maiores, para que seja eficiente na biossintese de
carboidratos. Havia menor quantidade de grdos de amido e membranas intergrana
conspicuas. Enquanto nas folhas de sol ocorriam cloroplastos com pilhas menores de
tilacoides e ainda, presenca de inumeros graos de amido e plastoglébulos, pois segundo
Mathur et al. (2018) existe a necessidade de maximizar a capacidade do PSII para melhor
utilizacdo da alta producdo energética e a0 mesmo tempo lidar com o excesso de

luminosidade.

5.2  Atributos quimicos - metabdlitos primarios e secundarios

Os metabdlitos secundarios (especiais) apresentam variadas funcdes para as plantas
que os produzem, como as de sinalizadores quimicos, que permitem a planta responder a
estimulos do ambiente, defesa contra herbivoros, patégenos e fornecem protecdo contra a
radiacdo solar (HARTMANN 2007).

As espécies lenhosas estudadas pertencem a grupos ecoldgicos que permanecem
em sistemas florestais por mais tempo, proporcionando maior interacdo entre diferentes
individuos. Por isso, foram avaliados alguns metabdlitos primarios e especiais, de reserva e
sinalizadores que integram o sistema de defesa. O primeiro grupo de substancias testado
abrangeu os lipidios que sdo moléculas hidrofébicas cujos papéis sdo diversos nas células,

como fonte alternativa de energia e material estrutural. Foi evidenciada a presenca de
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cuticula espessa nas espécies U. verrucosum, S. verticillata, E. pulchrum e delgada em A.
verticillatus na regido intercostal, ao nivel do terco médio foliar. RAVEN et al. (2014)
descreveram a importancia da cobertura da superficie foliar pela cuticula, constituida por
cera e cutina, dois tipos de lipidios que formam uma barreira contra a perda de dgua para o
ambiente.

A familia Lauraceae é constituida por espécies lenhosas produtoras de oleo
essencial, constituido na sua maioria por mono e sesquiterpenos, importantes na industria
quimica. De Gongcalves et al. (2018) descreveram para 0s géneros Nectandra, Ocotea e
Enclicheria a presenca de celulas secretoras com composi¢do lipidica observadas no
parénquima palicadico; amido no parénquima medular e substancias fendlicas no mesofilo.
Em U. verrucosum também foram encontradas substancias fendlicas no colénquima e
parénquima da nervura principal e no parénquima lacunoso; e idioblastos de
6leo/mucilagem no mesofilo e na nervura principal. Essas estruturas secretoras internas s6
liberam os componentes volateis ap6s injdrias provocadas por agentes bioticos e a
consequéncia dessa interacao € a reducdo gradativa do ataque devido a sinalizagdo quimica
emitida pela propria espécie emissora e outras vizinhas (GOTTLIEB & SALATINO 1987).
Gotas de 6leo também foram encontradas em diferentes tecidos e regides da folha de E.
pulchrum como no colénguima e parénquima lacunoso; e no parénguima e colénquima da
nervura principal de A. verticillatus e S. verticillata.

Foi observada a presenca de bainha amilifera junto aos feixes condutores e gréos de
amidos presentes no parénquima medular do peciolo de A. verticillatus e S. verticillata. O
amido é um polissacarideo produto do metabolismo primario das plantas que atua como
fonte principal de reserva energética, além de ser um importante elemento estrutural da
celula (RAVEN et al. 2014).

Entre os géneros da familia Erythroxylaceae, Erytroxylum é o maior género e o
mais estudado do ponto de vista quimico que apresenta elevado numero de terpenos,
flavonoides e substancias outros fendis com alta atividade antitumoral (NETO 2021).
Substéncias fenodlicas estavam presentes no colénquima de E. pulchrum. As substancias
fendlicas abrangem por exemplo os flavonoides, os taninos e as ligninas (CHEYNIER et
al. 2013).

Trata-se de um grupo quimicamente heterogéneo, algumas substancias sao sollveis
apenas em solventes organicos, outros sdo acidos carboxilicos e glicosideos solUveis em

agua e ha também os fenois que sdo polimeros insolGveis. Por tamanha diversidade
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quimica, as substancias fenolicas desempenham func¢des importantes nas espécies vegetais.
Como a atracdo de polinizadores, inibicdo do crescimento de plantas vizinhas (alelopatia),
suporte mecanico, defesa contra herbivoros e patdgenos (OZEKER 1999). Segundo Taiz et
al. (2017), as substancias fenolicas simples e flavonoides atuam como filtros solares e
removem oxidantes nocivos e radicais livres que sdo induzidos pelos fétons de alta energia
da luz UV, além de possuir atividade biolégica com acdo antimicrobiana (CARDIEL et al.
2020).

Muitas familias botanicas sintetizam os cristais de oxalato de célcio com ampla
distribuicdo no corpo da planta e com formatos distintos com relevancia taxonémica, além
de possuir a funcionalidade para a eliminacdo do excesso de célcio devido a toxicidade
(PAIVA 2019). Cristais prismaticos de oxalato de calcio foram observados no colénquima,
no parénquima, junto aos elementos condutores do floema no peciolo e na nervura
principal de S. verticillata. Segundo Cardiel et al. (2020) os cristais tém sido observados
em numerosos géneros da familia Euphorbiaceae. Os autores ainda citaram que ha um
predominio de cristais prismaticos, acompanhado de estiloides e drusas de oxalato de
calcio.

Os cristais sdo formados de célcio derivado do ambiente e de oxalato sintetizado
biologicamente. Paiva e Machado (2005), relataram que ao fornecerem doses elevadas de
calcio para as plantas foi observado um aumento consideravel na quantidade de cristais de
oxalato. As inumeras hipoteses sobre as func6es do cristal de oxalato de célcio nas plantas
ressaltam que a ocorréncia dele pode trazer alguns beneficios para as plantas que os
produzem. Entre as funcBes estdo a regulacdo de calcio, captacdo e reflexdo de luz e
desintoxicacdo de metais (FRANCESCHI 2001, NAKATA 2003, PAIVA 2019).

5.3  Folhas homobarica e heterobarica — padrdes de venacéo

As folhas heterobaricas sdo formadas por extensdo de bainha alcancando a
epiderme adaxial e abaxial, com células parenquimaticas ou esclerenquimaticas, que
formam compartimentos no mesofilo foliar e as folhas homobaéricas sdo aquelas que nao
possuem a extensdo de bainha (ESAU 1961, KENZO et al. 2007, SACK et al. 2015).

Rodrigues et al. (2017) observaram que em algumas espécies a extensdo da bainha do feixe
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estava voltada apenas para face adaxial e foram designadas pelas autoras como folhas
semi-heterobéricas.

As andlises anatdbmicas permitiram identificar diferencas na constituicao dos feixes
condutores e suas bainhas. Actinostemon verticillatus e Senefeldera verticillata apresentam
folha homobarica, Urbanodendron verrucosum folha heterobarica e Erythroxylum
pulchrum folha semi-heterobarica.

A dindmica de funcionamento de cada um desses tipos foliares depende do
conjunto de atributos funcionais que abrangem tecidos clorofilados e rede de venagdo no
mesofilo a fotossintese e ao suporte mecanico. Os estudos mencionam por exemplo,
diferencas quanto ao fluxo dos gases, sendo o fluxo lateral maior nas folhas homobaricas
(WYLIE 1952, SACK et al. 2015, TANEDA et al. 2016, RODRIGUES et al. 2017).

As folhas de sombra de U. verrucosum possuem a altura da extensdo de bainha
parenquimatica com valor significativamente superior, que atuam como ‘“janelas”
transparentes e enriquecem as areas mais internas do mesofilo com alto nivel de radiacéo,
potencializando a taxa fotossintética do compartimento (NIKOLOPOULOS et al. 2002).
Rodrigues et al. (2017) descreveram a eficiéncia quanto ao uso da agua, a elevada taxa de
transpiracdo e assimilacdo de gas carbénico nas espécies heterobaricas. Esse conjunto de
caracteristicas foi observado também em U. verrucosum que apresentou elevada
condutancia estomatica, frequéncia e altura do poro estomatico frente as amplas lacunas na
face adaxial da lamina foliar.

A arquitetura hidraulica das folhas apresenta uma diversidade de padrdes que séo
importantes para o desenvolvimento da planta. Sack e Scoffoni (2013) citaram que o
padrdo de venacdo broquidédomo possibilita maior conducdo hidrica, devido ao alcance
das ramificacfes e do encontro da nervura secundaria na margem foliar. Os autores
também ressaltaram que, quanto mais elevada a densidade de venagdo, maior
condutividade foliar e taxas de trocas gasosas. Todas as espécies estudadas apresentaram o
padrdo camptobroquidédromo com variacdes na densidade e terminagdes vasculares.

A quantidade de ramificacdo nas aréolas e suas interconexdes determinam a
densidade da nervura, que € inversamente proporcional com a area foliar. As folhas que
apresentam elevada densidade das nervuras possuem menor distancia entre as nervuras e a
epiderme, facilitando o trajeto do transporte hidrico através do mesofilo, cavidade
subestomatica e evaporacdo, completando a condutividade foliar (SACK & SCOFFONI
2013). Outros trabalhos citam que folhas com padrdo de venagdo denso possuem alta
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proporcao do parénquima palicadico em relacdo do parénquima lacunoso (WYLIE 1951
1952). Este padréo de distribuicdo foi observado em U. verrucosum que possui venacgao
densa, maior diametro tangencial e espessura da parede dos elementos de vasos. Outros
atributos funcionais importantes relativos a conducgédo hidréulica estdo relacionados com a
baixa densidade das nervuras e o maior didmetro tangencial dos elementos de vaso,
caracteristicas que podem gerar uma susceptibilidade a formacdo de embolias (SACK &
SCOFFONI 2013). Actinostemon verticillatus possui venacdo laxa, maior didmetro
tangencial e maior espessura da parede dos elementos de vasos.

Barbosa et al. (2019) observaram diferengas nos aspectos anatdmicos relacionados
ao diametro dos elementos de vasos, poro estomatico e Kfoliar nas folhas homobéaricas e
heterobaricas. Os autores destacaram que as folhas heterobaricas possuiam maior didmetro
dos elementos de vaso e poro estomatico e menor Kfoliar nas folhas de sombra,
ressaltando que a a extensdo de bainha influencia a arquitetura hidraulica foliar sob
distintos graus de luminosidade. Os resultados desse estudo demonstraram que U.
verrucosum e E. pulchrum apresentaram maiores didmetros dos elementos de vaso nas
folhas de sol. O poro estomatico das folhas de E. pulchrum desenvolvidas em distintas
luminosidades apresentaram maiores do que das folhas homobéricas, indicando maior
Kfoliar.

A condutividade hidraulica foliar (Kfoliar) depende de fatores relacionados com a
condutancia dentro do xilema (Kx) e com a condutéancia fora do xilema (Km), que inclui os
caminhos do parénquima vascular, extensdo de bainha, parénquima fotossintético (SACK
et al. 2015, TANEDA et al. 2016, SCOFFONI et al. 2017). Baresh & Boyce (2019)
mencionam a correlacdo positiva entre a condutividade hidraulica e a condutancia
estomatica. Além destas observagdes, os autores frisaram que a resisténcia hidraulica do
mesofilo € maior do que a resisténcia dentro do xilema e que a resolucdo estaria
relacionada com a densidade das nervuras.

Os resultados encontrados para as folhas de sol de A. veticillatus e U. verrucosum
diferiram dos observados por Baresh & Boyce (2019), pelo fato de as espécies
apresentaram elevada conduténcia hidraulica e menor conduténcia estomatica. Estes
resultados podem ser explicados pelo controle da transpiracdo realizado pelo menor
comprimento do poro estomatico. Por outro lado, as folhas desenvolvidas dentro das copas
das arvores apresentaram maior comprimento do poro estomatico e maior condutancia

estomatica. De acordo com Driesen et al. (2020), os fatores ambientais relacionados com o
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gradiente de luminosidade e umidade influenciam na abertura do poro estomaético e na
condutancia estomatica. Os autores ressaltam que o déficit de pressdo de vapor da agua no
mesofilo esta relacionado com a diferenga entre a saturagdo de vapor nesta regido foliar e o
ambiente.

A condutancia fora do xilema esta relacionada com a propor¢do do parénquima palicadico
e do parénquima lacunoso. As especies com menor densidade das nervuras apresentam alta
propor¢do do parénguima lacunoso, o que compensaria na distribuicdo do fluxo hidrico
(SACK & SCOFFONI 2013). Somente U. verrucosum possui um padrdo de venacao denso
com terminagOGes vasculares simples, mas que apresenta uma extensdo de bainha
importantes na distribuicdo de luz e um fluxo de nutrientes. A espécie diferente do citado
pelos autores, investiu na proporcdo lacunas do parénquima lacunoso. Actinostemum
verticillatus e S. verticillata apresentam folhas homobaricas com um padrdo de venagédo
laxa e muito ramificada com terminagcGes vasculares tripartidas, irrigando o mesofilo.
Erythroxylum pulchrum possui nervuras com maior largura na extensdao de bainha e
venacdo de calibre pequeno difuso no mesofilo. Essa espécie com folha semi-heterobarica
investiu na proporc¢do dos tecidos clorofilados, com amplas lacunas. Griffths et al. (2012)
ao analisar a fisiologia das células de bainha do feixe em plantas C3 e C4, verificaram
inimeras fungdes quanto ao transporte hidrico, de nutrientes, através dos canais e bombas,

carregamento do floema, armazenamento e controle estomatico.
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CONCLUSOES

Os resultados morfo-anatémicos, histoquimicos e ultraestruturais, descritos pela
primeira vez para as espécies estudadas, foram importantes para estabelecer caracteres
diagndsticos e para caracterizar 0s atributos funcionais em respostas as condicGes
diferenciadas de luminosidade, contribuindo sob varios aspectos para a compreensao do
estabelecimento e desenvolvimento das espécies lenhosas da Floresta Ombrofila Densa
Submontana do Parque Natural Municipal do Curié (PNMC).

A partir das analises qualitativas e quantitativas foi possivel concluir que os
atributos morfo-anatdmicos observados nas folhas de sol refletiram as estratégias que
contribuem para a amenizar a evapotranspiracdo, expandir as taxas fotossintéticas e
aumentar da longevidade foliar. Nas folhas de sol as espécies apresentaram uma estratégia
comum no que se refere ao aumento da altura do parénquima paligadico.

Os atributos funcionais observados nas folhas de sombra que propiciaram a
ampliacdo de captura e melhor aproveitamento da luz difusa em ambientes com limitacao
luminosa foram: a altura da célula epidérmica e a presenca de pilhas altas de tilacdides;
bem como, um aumento das camadas do parénquima lacunoso, a expansédo das lacunas, a
maior frequéncia e condutancia estomatica que direcionaram o fluxo de gases e agua no
estado de vapor e liquido.

Essas espécies apresentaram um padrdo de venacdo comum, apesar de pertencerem
a diferentes familias. Porém, cabe destacar que pequenos ajustes foram observados em
cada espécie em relagcdo aos dos atributos anatdmicos, como quanto ao grau e o arranjo da
vascularizagdo e a estrutura do mesofilo, que favorecem o0 sucesso do processo
fotossintético. Nas folhas homobéricas de A. verticillatus e S. verticillata, bem como na
folha semi-heterobarica E. pulchrum foi observado o padrdo de venacgdo
camptobroquiddédromo laxo e com terminacgdes vasculares tripartidas. J& U. verrucosum,
que possui folha heterobérica, apresentou um padrdo de venacdo camptobroquidodromo
denso e predominio de terminacdes vasculares simples.

Os resultados encontrados neste estudo em Urbanodendron verrucosum
demonstraram a plasticidade de varios atributos anatémicos foliares, que favorecem a
dindmica do processo fotossintético, principalmente em relacdo a difusdo do COze o fluxo
de &gua. Essa resposta da espécie as condi¢es ambientais € de suma importancia, visto o

status de conservacao indicado atualmente na literatura. Considerada espécie vulneravel,
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faz-se importante o estudo integrado micro e macromolecular para entender as variacfes
intraespecificas.

Dentre os metabdlitos especiais 0s terpenos e as substancias fenolicas parecem ter
um papel importante na integragdo dessas espécies lenhosas na comunidade florestal,
devido a presenca em todas as regides anatdmicas da folha, independente da variacéo de

intensidade luminosa.
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