BT682 — Ecologia Vegetal
Aula pratica

1) Transporte de agua na planta
Sensores de fluxo de seiva

Sensores de fluxo de seiva permitem o monitoramento do fluxo de agua no xilema
da planta por longos periodos e fornecem dados com alta resolugdo temporal. A maioria
dos sensores usados atualmente sdo baseados em métodos que usam o fluxo de calor no
xilema para inferir a velocidade da agua dentro deste. Um método bastante utilizado
atualmente é o método da raz&o de calor (heat ratio method; HRM) desenvolvido por
Burgess et al. (2001). Esse método usa duas agulhas com termopares (ou termistores)
posicionadas a distancias iguais (geralmente 0.5 ou 0.6 cm) de um elemento aquecedor
central. Os termopares registram a temperatura antes e apos a emissdo de um pulso de
calor pelo elemento aquecedor central. A velocidade do pulso de calor & calculada
baseado na razdo entre a mudanga de temperatura da agulha acima e abaixo do
aquecedor central, e na difusividade térmica da madeira. A velocidade do pulso de calor
representa uma média da velocidade de difusdo do pulso de calor tanto pela seiva quanto
pela porgdo ndo condutora do tronco da planta. Portanto para calcular a velocidade do
fluxo de seiva devemos também levar em consideragao as areas de xilema ativo (ou seja,
que de fato transporta agua) e tecido ndo condutor e as diferengas de densidade e calor
especifico entre esses tecidos.

A principal vantagem do HRM em relagdo a outros métodos comuns de
monitoramento de fluxo de seiva € a sua capacidade de medir fluxos lentos e nas duas
direcbes, e a precisdo com a qual se pode estabelecer o fluxo zero de referéncia.
Entretanto, o HRM pode subestimar o fluxo de seiva de plantas com taxas transpiratérias
muito altas (45 cm® cm™ h™"; Burgess et al. 2000; Green et al. 2009).

Dados de fluxo de seiva possuem diversas aplicacbes em diversas areas da
ecologia. O Monitoramento de fluxo de seiva fornece informag¢dées desde como plantas
usam recursos em uma escala individual até fluxos de agua em uma escala ecossistémica.

Exemplos de aplicagdes de dados de fluxo de seiva em estudos ecoldgicos:

* Observagao de redistribuicdo de agua de camadas profundas do solo para
camadas superficiais mediada por raizes de plantas (Oliveira et al. 2005.
Hydraulic redistribution in tree amazonian trees. Oecologia). Estudo seguinte
mostra como esse processo pode influenciar o clima global (Lee et al. 2005.
Root functioning modifies seasonal climates. PNAS).



 Uso de dados de fluxo de seiva para estimativas de taxas
evapotranspiratorias de um fragmento de floresta temperada indicam que a o
uso de agua pela floresta ndo é reduzido significativamente em anos de seca
(Oishi et al. 2010. Interannual Invariability of Forest Evapotranspiration and Its
Consequence to Water Flow Downstream. Ecosystems)

* Uso de dados de fluxo de seiva para estimativas continuas e com alta
resolucdo temporal de assimilacdo de carbono da planta e produtividade
primaria bruta do ecossistema (Hu et al. 2010. Modeling whole tree carbon
assimilation rate using observed transpiration rates and needle sugar carbon
isotope ratios. New Phytologist)
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2) Potencial hidrico e curvas pressao volume

Potencial hidrico (Ww): é o potencial quimico da agua em uma parte especifica de um
sistema comparado com o potencial da agua pura na mesma temperatura e pressao
atmosférica. E mensurado em unidades de pressdo (MPa). O Ww da &gua pura
(temperatura de 25°C) é 0 MPa.

Em geral, o Ww pode ser influenciado por dois principais fatores, sendo eles, o
potencial osmético — concentragdo de solutos (Wp) e a pressao hidrostatica (Wp): Ww=
WYp + Wp. O Wp é o potencial quimico da agua em uma solugéo (com solutos dissolvidos).
O Wp sempre apresenta um valor negativo, pois a agua tende a mover por uma membrana
semipermeavel a partir de compartimentos que contenham agua pura para compartimentos
que contenham solutos. Wp refere-se a presséo fisica exercida sobre a agua no sistema. O
movimento da agua obedece a um gradiente de pressdo, movendo de um alto para um
baixo potencial hidrico.

PRATICA: A medida do Ww foliar indica o status hidrico da planta. Como podemos medir a
pressdo negativa do xilema de ramos/folhas? Utilizaremos o método da Cémara de
pressao ou Bomba de Scholander (Scholander et al. 1965).



Figura 1. Esquema do funcionamento da bomba de Scholander. Modificado de Cleary et
al., 20009.

Curvas pressao-volume: com essas curvas € possivel determinar para uma mesma folha
0s componentes osmoticos e de pressdo, ponto de perda de turgor e modulo de
elasticidade da parede celular. Para construi-la utilizamos os valores do inverso do
potencial hidrico (1/¥) plotados contra os valores do conteudo relativo de agua (CRA) do
tecido.

Alguns termos/conceitos importantes sé&o:

* Conteudo relativo de agua (CRA): hidratacéo foliar;

* Médulo de elasticidade: determina a taxa com que a pressado de turgescéncia
diminui com o decréscimo do volume de agua na célula. A extensdo na qual o
potencial hidrico pode decrescer até o ponto de perda de turgor e a célula diminuir
em volume é dependente da elasticidade da parede celular.

* Ponto de perda de turgor: momento em que as células tornam-se flacidas;
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(PF) e potencial hidrico. Realizaremos essas medidas até que o peso da folha n&o
oscile mais.

Por fim, deixaremos a folha secar em estufa a 70°C por 48 horas para obtermos o
peso seco (PS). Com esses dados calcularemos o CRA através da formula CRA= ((PF-
PS)/(PT-PS))*100. Com esses dados podemos construir a curva e calcular o ponto de
perda de turgor e médulo de elasticidade.

3) Arquitetura hidraulica de plantas
3a) Condutividade Hidraulica

A arquitetura hidraulica de plantas pode ser definida, de forma simplificada, como o estudo
dos elementos que compde o sistema de transporte de agua, e a sua distribuigdo espacial
desses elementos através da planta.

Dentro os elementos que compde o sistema condutor de plantas, o mais importante e que
mais tem recebido atengéo é o xilema. Dentre as diversas caracteristicas estruturais e
fisiologicas do xilema, a condutividade hidraulica tem sido uma das mais extensivamente
estudadas.

A condutividade hidraulica por unidade de gradiente de pressao (Ky) € definida como a
razdo entre a o fluxo de agua (F, Kgs™) através de um segmento de ramo excisado e a
pressao do gradiente causando o fluxo de agua (dP/dx, MPam™):

Ky = F/(dPldx)

A condutividade hidraulica € influenciada pelo diametro do segmento do caule que se esta
medindo, isso porque quanto maior o didmetro do caule maior o numero de elementos
condutores (xilema) por area de secgao transversal. Desse modo, ao comparar a relagao
de K e arquitetura hidraulica de plantas precisamos dividir Ky, pela secg¢ao transversal de
xilema funcional no segmento do caule ou pela area foliar fixada a extremidade terminal
desse segmento.
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3b) Anatomia ecolégica

Em seu ambiente, as plantas podem estar sujeitas a condigdes de extremo frio ou calor,
sol ou sombra, seca ou umidade e deficiéncias ou excesso de nutrientes minerais. Para
sobreviver a essas condigdes, as plantas apresentam diversas especializagoes.
Especializagdes ecologicas podem ser morfoldgicas, histoldgicas ou fisiologicas. Essas
especializagdes influenciam a condugéo de seiva (agua e alimento), taxa de transpiragao e
temperatura dos tecidos da planta (Dickison, 2000). As especializagdes estruturais e
quimicas podem ainda fornecer protecao contra herbivoros. No entanto, o investimento em
uma determinada especializagao pode ter beneficios para outras condi¢gdes. Por exemplo,
uma folha que recebe mais investimentos em estrutura contra herbivoria pode ser mais
resistente a seca e ao sol. Com relag&o as especializagdes histoldgicas, as plantas podem
ser divididas segundo a disponibilidade de agua no ambiente. As plantas de ambientes
secos sao denominadas xerdfitas. As plantas de ambientes umidos sdo chamadas
mesofitas, e as de ambientes parcial ou totalmente alagados, hidrofitas.

As folhas dessas plantas possuem especializagdes histologicas caracteristicas. As plantas
xerdfitas, por exemplo, possuem folhas menores, para reduzir a inciéncia de luz, mais
espessas, para proteger os tecidos fotossintetizantes, podendo ter epiderme plurisseriada,
que reflita o excesso de luz, com mais parénquima por area, mais camadas de parénquima
palicadico para proteger o aparato fotossintético. Elas podem possuir ainda tricomas
tectores abundantes, que aumentam a camada limitrofe e mantem o ar umido na superficie
da folha, cutinizag&o da epiderme que torna as paredes celulares mais rigidas e menos
permeaveis; e cuticula espessa, uma vez que a cera reflete a luz e reduz a taxa de
transpiracdo. Os estbmatos podem estar em criptas, sem contato direto com o ar seco,
para evitar a perda de agua. Especializagbes contra dessecacgéo apresentadas por essas
plantas também podem reduzir a palatabilidade dessas folhas, e reduzir a pressao de
herbivoria. Ja as plantas mesdfilas possuem folhas maiores, que aumentam a superficie de
captacgao de luz, mais finas, epiderme unisseriada, parénquima palicadico mal definido,
com muitos espacos intercelulares, que aumentam as trocas gasosas com o parénquima e
maior conteudo de clorofila por area, para compensar a taxa fotossintética em baixa
luminosidade. As plantas hidrofitas possuem especializagdes para transporte ou
armazenamento de gases, como a presenga de aerénquima, que compensem a baixa
oferta de oxigénio na agua, ou permitem flutuagcdo. Em plantas totalmente submersas, as
folhas podem apresentar reducdo do numero de estdmatos, e redugao na quantidade de
tecidos de protecéo, condugao e suporte, uma vez que a agua fornece suporte e nutrientes
para as plantas. Em plantas flutuantes, as folhas possuem tecidos que armazenam ar e
evitam que a planta afunde, mas também apresentam cuticula espessa que possibilite
resistir a incidéncia luminosa fora da agua. Em plantas parcialmente submersas e



parcialmente emersas, as folhas podem apresentar heterofilia, ou seja, apresentar folhas
com diferentes estruturas, dependendo da submersao.

A anatomia ecoldgica pode ser abordada de trés formas diferentes. A primeira forma de
estudar anatomia ecoldgica é a abordagem floristica que examina e caracteriza uma
assembleia de espécies ndo necessariamente aparentadas em um determinado ambiente.
A segunda forma é por meio de uma abordagem sistematica, na qual um grupo de
espécies aparentadas apresenta radiagao adaptativa ao longo de um gradiente ambiental.
A ultima forma € a abordagem experimental, analisando-se uma mesma espécie sujeita a
condigdes diferentes. Por exemplo, pode-se estudar uma espécie de areas alagadas no
periodo de alagamento e na seca.

Roteiro pratico:
1. Apresentacéao rapida das técnicas de montagem de laminas de anatomia vegetal

2. Apresentacao de laminas de folhas de plantas xerdfitas (Nerium oleander e
Simarouba amara), hidréfita (Nymphea sp.) e mesdfita (Citrus sinensis).

Anatomia do xilema

O xilema secundario das plantas desempenha trés fungdes importantes: fornece suporte
mecanico para as plantas, conduz agua e nutrientes ao longo do continuo solo-planta-
atmosfera e funciona como um estoque de nutrientes, carboidratos, compostos quimicos
de defesa secundaria, lipidios e agua. Algumas caracteristicas do xilema secundario estéo
relacionadas a seguranga na condutividade hidraulica, sdo mecanismos que permitem uma
menor vulnerabilidade a cavitagdo dos vasos, ou seja, a formagéo de bolhas nos vasos e
ruptura da coluna de agua, tornando os vasos preenchidos por esses gases. A cavitagao
ocorre quando a demanda de agua é maior do que a disponibilidade de agua pra a planta,
ou mesmo relacionada com congelamento em climas temperados. O sistema de transporte
de agua no xilema secundario, chamado de arquitetura hidraulica influencia na quantidade
de agua que pode ser transportada pela planta e nas angiospermas € composto por
diferentes tipos celulares: fibras, parénquima, elementos de vaso e em algumas
angiospermas basais traqueides.

As fibras s&o células de sustentacdo, responsaveis pela rigidez ou flexibilidade da
madeira, sdo células alongadas de extremidades afiladas e a parede dessas células
geralmente sdo as mais espessas que as demais células do xilema secundario. As células
parenquimaticas s&o células de parede fina, no lenho frequentemente estdo lignificadas e
sao responsaveis principalmente por armazenamento e transporte a curtas distancias de



agua. O elemento de vaso € o tipo de célula condutora mais importante em angiospermas,
sao células mortas na maturidade que sofreram dissolugdes nas paredes terminais
denominadas placas de perfuragbes. Ocorrem em fileiras longitudinais que se comunicam
através dessas placas de perfuracéo, constituindo os vasos.

O diametro e frequéncia dos vasos estao intimamente relacionados com a capacidade
de transporte de agua. Ha um trad-off entre eficiéncia no transporte hidraulico e seguranca
a cavitagdo. Outra caracteristica relacionada a segurancga a cavitagdo € a matriz em que os
elementos de vaso estdo inseridos. Desta forma, elementos de vaso inseridos em matriz
de fibras, bem como elementos de vaso com paredes mais espessas sdo menos
vulneraveis a falha hidraulica. A espessura da parede das fibras e a proporcéo de fibra e
parénquima no xilema secundario s&o as principais responsaveis por contrabalancear o
suporte mecanico e armazenamento de substancia, logo um maior investimento em fibras,
essas de paredes mais espessas e mais frequentes, esta relacionado a alta densidade da
madeira*.

A proposta da aula é:

* Observar as técnicas basicas de corte, coloragdo e montagem de laminas de
madeira.

* Compreender como calcular a frequéncia, diametro e espessura da parede de
elementos de vaso, proporcdo da matriz onde os elementos de vaso estao
inseridos (fibras e parénquima) em imagens de cortes de xilema secundario de
duas espécies, bem como aplicar a formula para determinacao da condutividade
hidraulica potencial.

* O grupo devera expor oralmente que compreendeu os métodos e interpretagao
dos resultados. A discussdo sera relacionada aos dados de duas espécies e
devera estar relacionada com a condutividade hidraulica potencial
(principalmente a respeito da contribuicdo do didmetro dos vasos na férmula),
proporcao de fibras e parénquima na matriz que os elementos de vaso estdo
inseridos, bem como espessura de parede dos elementos de vaso de duas
especies.

Descri¢gao resumida dos métodos

Confeccao das Iaminas

Com auxilio do micrétomo de deslize, fazer cortes transversais nas amostras. Clarificar
os cortes em hipoclorito por 5 minutos, lavar em agua e colocar por 5 minutos no



Astrablau. Utilizaremos esta coloragao pois trata-se de uma combinag¢ao de dois corantes:
Azul de Astra que cora a celulose das paredes em azul e a Safranina cora a lignina e
suberina de vermelho. Apds a coloragédo, montar os cortes em glicerina e cobrir com a
laminula evitando a formagao de bolhas. Para analise do material, utilizar o microscépio
optico e as medidas de diametro e proporgao de fibras e parénquima, utilizar o programa
Imaged.

Condutividade hidraulica potencial

Calcular o diametro dos elementos de vaso e densidade por mm?. Para calculo da
condutividade hidraulica potencial, utilizar a seguinte formula baseada na lei de Poiseuille
(Sterck et al., 2008)

TPy
128,

Kp = ( ).VD. Dy

Kp é a condutividade potencial (em kg m MPa™"s™),

n é a viscosidade da agua a 20° C (1.002.10 Pa a 20°C),
Pw é a densidade da agua a 20°C (998.2 kg m™ a 20°C),
VD é a densidade do elemento de vaso e

Dh é o didmetro do vaso (em m) calculado a partir da proxima formula.

Medidas de proporcoes de fibras e parénquima

Para a medida de propor¢ao da matriz em que os elementos de vaso estéo inseridos,
as medidas da area devem ser transformadas em porcentagem.
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4) Comportamento Estomatico e Fotossintese
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Folhas constituem a principal interface de trocas de energia entre a planta e
atmosfera. Além disso, sdo 6rgédos extremamente plasticos em resposta a variagbes
ambientais. A principal estrutura de regulagdo das trocas gasosas das folhas s&o os
Estdbmatos. Eles s&do estruturas celulares presentes nas folhas que regulam as trocas
gasosas da folha com o ambiente. Geralmente, para a absor¢do de gas carbdnico,
matéria-prima para a fotossintese, as plantas perdem muita agua através da transpiragéo
estomatica. Deste modo, ha um constante conflito entre a assimilagdo de gas carbénico, a
regulacdo da temperatura e a economia hidrica, principalmente quando os recursos
hidricos s&o limitantes.

Uma maneira de investigar como as plantas estdo regulando a abertura ou o
fechamento estomatico € através da analise de dois paréametros fisiolégicos quantitativos: a
condutancia estomatica e a resisténcia estomatica. A conduténcia estomatica (g) € uma
medida cuja unidade de medida geralmente adotada é umol.m-2.s-1, ou seja, quantos
micro mols de vapor de agua estdo sendo trocados com o ambiente por metro quadrado de
area foliar por segundo. Deste modo, é intuitivo achar que plantas devem apresentar
menores valores de condutancia em situagdes de deficit hidrico do sistema. A resisténcia
estomatica € uma medida inversa a conduténcia. Para se obter tais parametros é possivel
usar um equipamento chamado Porémetro. Este equipamento mede o tempo em que a
folha libera vapor de agua suficiente para alterar a a umidade relativa em uma pequena
camara de area conhecida. Quanto mais a planta libera agua, mais ela altera a umidade
relativa do camara de leitura do porbmetro, e assim o equipamento calcula em numero de
micro mols de vapor de agua que a planta esta liberando.



4b) Fotossintese

IRGA - Infrared Gas Analiser
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