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“Conditions change.

Species move.

Every leaf is a work in progress.”
(Rob Dunn)



AGRADECIMENTOS

Todo o trabalho realizado durante esses dois anos séo oriundos da ajuda e do
convivio com muitas pessoas. Agradeco muito ao prof. José Pires pela orientacdo, pelas
ideias, pelas conversas, pela disponibilidade e, principalmente, pelo compartilhamento
de seu imenso conhecimento. Agradeco a profa. Andréa Marques pela orientagédo
anterior ao mestrado e por ter incitado em mim uma verdadeira paix&o pelas bromélias,
as “meninas”. A Barbara Leal ndo tenho palavras que expressem tamanha gratiddo a ela
ter sido, além de namorada, “coorientadora”, “IC”, “chefe”, “revisora”, “professora de
inglés”, colega, amiga, companheira de campo e por ser meu grande amor. Agradeco ao
padre Nédio e a irmd Vanda do Santuério Nossa Senhora da Piedade, pela atencdo e
grande receptividade que muito contribuiram para as minhas estadas na Serra da
Piedade. Agradeco, ainda, aos colegas do Laboratdrio de Fisiologia Vegetal, alunos e
professores, em especial aqueles que “com uma ajudinha ali e outra acola” auxiliaram
no meu trabalho: Ana Paula, Erica, Gisele, Janinha, profa. Luzia, prof. Marcel, Silvana,
Socorro e Tharso. Agradeco, também, aos colegas do Laboratorio de Anatomia Vegetal
pelo auxilio e pelas dicas anatbmicas: Advanio, Ariane, Bruno, prof. Fernando,
Lucimara, René (também pelo inglés) e Vinicius. E ainda ao Dé e aos colegas do
Laboratério de Ficologia, prof. Cleber, Deborah, Juliana e Priscila, que muito me
ajudaram em um trabalho que, infelizmente, teve que ser abortado.

Agradeco a vida, por ser tdo bela e tdo complexa. O que possibilita a muitas
pessoas, como eu, passarem parte de nossas existéncias tentando compreendé-la. Mas
isso ndo seria possivel sem auxilio financeiro. Agradeco, portanto, as instituicdes
financiadoras, CAPES, Fapemig e CNPq, e, consequentemente ao povo brasileiro, que
contribuiram para a minha bolsa e para o financiamento das minhas ferramentas de
pesquisa, campos e congressos.

Nem s6 de trabalho se faz uma dissertacdo. Agradeco imensamente a todas as
pessoas que conviveram comigo durante esses dois anos de mestrado (MUITAS!),
principalmente a minha familia (e meus cachorros!), que teve que aturar tantos
momentos de cansaco e estresse. A minha irma, Barbara Chaves, em especial, pelo
exemplo e por tantas conversas e incentivos. Quanto aos colegas/amigos, como dizer
que festas, almocos de marmita ou no bandejao, cafés da Sistematica e até passeios e
bebedeiras pds-congressos ndo contribuiram para este trabalho? Agradeco aos colegas

da biologia e dos Laboratérios de Fisiologia Vegetal, de Biossistematica, de Sistematica



Vegetal, de Anatomia Vegetal, de Ecologia Vegetal, de Ficologia e até de Recuperagéo
de Areas Degradadas que proporcionaram esses momentos (nicos. Sem vocés esse

mestrado seria bem mais arduo, muito obrigado por ndo deixarem que isso acontecesse!



SUMARIO

RESUMO GERAL ..ottt 1
ABSTRACT ..ottt 3
INTRODUGAO GERAL ...ttt vee et ses st 5

CAPITULO I. Seriam as plantas CAM beneficiadas pelo aquecimento global? Estudo
morfofisiolégico comparativo, com énfase na termotolerancia de bromélias C3 e CAM

em um campo rupestre com diferentes niveis de sombreamento..............cccccceeveevviinenen, 17

CAPITULO 1. Aspectos da termotolerancia de Aechmea blanchetiana (Baker) L.B.
SM., UMA BIrOMEIIA CAM ...ttt e et e e e st e e st e e s ereeesaeee s 49

CAPITULO IIl. Relacdes entre acidez titulavel e a tolerancia do fotossistema 1l a

temperaturas extremas em uma bromélia CAM .........cccoooevieieciece e 80

CONSIDERAGCOES FINAIS........ooooieeeeeeeeeeeeveeees e eseesaeeae s 105



RESUMO GERAL

As mudangas climaticas em curso terdo impactos irreversiveis ao meio ambiente e
podem ter um efeito benéfico na ampliacdo de habitats e na produtividade de plantas
CAM. No entanto, pouco se sabe a respeito da termotolerancia de espécies com esse
metabolismo. O presente trabalho buscou compreender varios aspectos que influenciam
a termotolerancia fotossintética de bromélias CAM. No primeiro capitulo, foram
comparadas as termotolerancias de espécies de bromélias CAM e Cz, em ambientes
mais ou menos expostos ao sol e em estacOes distintas. Apesar de a maior
termotolerancia ter sido registrada em individuos de sombra da espécie CAM, Aechmea
nudicaulis, os seus individuos a pleno sol apresentaram uma termotolerancia similar a
observada nas bromélias Cs, Vriesea bituminosa e V. minarum. Os resultados sugerem
que, no ambiente estudado, bromélias CAM nédo sdo mais termotolerantes do que
bromélias Cs. VariagBes sazonais da termotolerancia foram observadas somente na
espécie C3; de ambiente sombreado, Vriesea bituminosa. Além disso, foram
evidenciadas grandes diferencas entre os valores diarios da termotolerdncia dos
individuos a pleno sol de A. nudicaulis, 0 que parece ser devido as maiores variagdes
didrias da temperatura nesse ambiente. Ndo foram detectadas, porém, fortes relacdes
entre a termotolerancia e outras varidveis fisioldgicas. Dessa forma, o metabolismo
CAM, por si sé, parece ndo ser responsavel pela elevacdo da termotolerancia das plantas
que o possuem e diferentes taxas de exposic¢do solar podem, possivelmente, resultar em
variacdes na termotolerancia de bromélias.

No segundo capitulo, investigou-se, principalmente, as variacbes da
termotolerancia em diferentes regides e orientacbes foliares de uma bromélia CAM
cultivada, Aechmea blanchetiana. Foram detectadas o0s maiores valores de
termotolerancia na porgdo basal das folhas. Esses resultados, juntamente as diferencas
observadas em outras variaveis entre as regides foliares, corroboram com a ja proposta
existéncia de particdo funcional ao longo das folhas de bromélias com tanque. E
sugerida, também, a existéncia de uma estratégia contra danos provocados por
temperaturas extremas ao meristema foliar, que esta localizado na base foliar dessas

plantas. Uma alta variacdo diaria da termotolerancia também foi registrada para A.
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blanchetiana, com os maiores valores ocorrendo no periodo da tarde. A partir dos
resultados obtidos, foi proposta uma grande influéncia do acimulo de acidos organicos
na termotoleréncia de A. blanchetiana, onde diversas varidveis que influenciam a acidez
titulavel podem indiretamente afetar a termotolerancia.

O terceiro capitulo teve, por fim, o objetivo de investigar, por meio de
experimentos controlados, a aclimatacdo de fragdes foliares de A. blanchetiana
mantidas a distintas temperaturas e verificar a sua influéncia no acimulo de &cidos
organicos e na termotolerancia a altas e baixas temperaturas. As amostras apresentaram
uma rapida resposta aclimatativa da termotolerancia e da acidez titulavel a alteracdes de
temperatura. Relag@es significativas entre a acidez titulavel e a termotolerancia, a altas e
baixas temperaturas, bem como entre essas duas variaveis e a temperatura ambiente
também foram detectadas. Além disso, foi observada uma maior termotolerancia da
base foliar a temperaturas extremas e uma maior aclimatacdo do apice foliar a variacdes
de temperaturas ndo extremas (10-35°C). Esses resultados demonstram a complexidade
da termotoleréncia de bromélias CAM e abrem novas perspectivas de estudos que

esclarecam esse mecanismo.

Palavras-chave: Bromeliaceae, termotolerancia fotossintética, metabolismo CAM,
mudancas climaticas, metabolismo C3, aquecimento global, bromélias, regides foliares,
Aechmea nudicaulis, Aechmea blanchetiana, Vriesea minarum, Vriesea bituminosa,

Serra da Piedade



ABSTRACT

Ongoing climate changes will have irreversible impacts on the environment and
may have a beneficial effect on the expansion of habitats and productivity of CAM
plants. However, little is known about thermotolerance of species with this type of
metabolism. This study aimed to understand various aspects that influence the
photosynthetic thermotolerance of CAM bromeliads. In the first chapter, we compared
the thermotolerance of CAM and C3 bromeliads at more or less light exposed habitats,
during distinct seasons. Despite the fact that the highest thermotolerance has been
recorded in shaded individuals of Aechmea nudicaulis, a CAM species, the
thermotolerance of the exposed ones was similar to the observed at C3; bromeliads,
Vriesea bituminosa and V. minarum. Our results suggest that, at the studied site, CAM
bromeliads are not more thermotolerant than C; bromeliads. Seasonal variations of
thermotolerance were observed only for the C3 species that occur exclusively at shaded
habitat, Vriesea bituminosa. Moreover, great differences were observed in daily
thermotolerance values of exposed individuals of A. nudicaulis, which seems to be due
to variations in temperature during the day. Nevertheless, no strong relationships were
found between the thermotolerance and other physiological variables. Therefore, CAM
metabolism itself does not seem to be responsible for increasing thermotolerance of the
CAM plants, and different rates of sun exposure may possibly result in variations of
bromeliads’ thermotolerance.

In the second chapter, we also investigated the variations of thermotolerance in
different regions and different orientations of the leaves of the cultivated CAM
bromeliad, Aechmea blanchetiana. The highest rates of thermotolerance were detected
in the basal portion of the leaves. These results, along with the differences observed for
other variables between leaf regions, corroborate the proposal of a functional partition
along the leaves of tank bromeliads. The existence of a strategy against heat damage on
the meristem located at the base of the leaves is also hypothesized. A high daily
variation of thermotolerance was recorded for A. blanchetiana, with the highest values
occurring in the afternoon. Based on the results obtained herein, it was proposed that the
thermotolerance is influenced by the accumulation of organic acids and, indirectly, by
others variables that affect titrable acidity.

The third chapter aimed to investigate, through controlled experiments, the

acclimation of leaf fractions of A. blanchetiana kept at different temperatures and to
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verify its influence on the organic acids accumulation and on the high- and low-
temperature thermotolerance. Leaf samples exhibited a rapid acclimation of
thermotolerance and titrable acidity in reaction to temperature variation. Significant
relationships were detected between acidity and tolerance to heat and cold, as well as
between these variables and ambient temperature. Finally, the leaf base was found to be
highly thermotolerant to extreme temperatures, while the leaf apex presents a high
acclimation to non-extreme temperature variations (10-35°C). These results demonstrate
the complexity of thermotolerance in CAM bromeliads and open new perspectives for

studies to clarify this mechanism.

Key words: Bromeliaceae, photosynthetic thermotolerance, CAM metabolism, climate
change, C3 metabolism, global warming, bromeliads, leaf regions, Aechmea nudicaulis,

Aechmea blanchetiana, Vriesea minarum, Vriesea bituminosa, Serra da Piedade



INTRODUCAO GERAL

O aumento de cerca de 0,75°C na temperatura média global observado no Gltimo
século (IPCC, 2007) e o progressivo aumento de cerca de 1 a 3°C na temperatura
méaxima global, apenas na primeira metade do século 21 (IPCC, 2012) tera impactos
irreversiveis no meio ambiente. O aumento da frequéncia de eventos com temperaturas
extremamente altas (como dias quentes e ondas de calor) observados nos ultimos 50
anos (IPCC, 2007), impactou os ecossistemas (Sage & Kubien, 2003; Song et al., 2010),
com alteracbes nos padrdes reprodutivos, migratorios e na distribuicdo de animais e
plantas (Root et al., 2003; Parmesan & Yohe, 2003; Parmesan, 2006; Houghton, 2009;
Offord, 2011; Pécrix et al., 2011).

A temperatura é uma das variaveis ambientais com maior destaque para a
determinacéo da distribuicdo de espécies. Plantas de habitats termicamente contrastantes
apresentam diferencas consideraveis na resposta fotossintética (Berry & Bjorkman,
1980; Braun et al., 2002; Knight & Ackerly, 2002). Plantas nativas de locais com
grande variacdo de temperatura tendem a possuir uma maior tolerancia potencial
(geneticamente determinada) a alteracGes da temperatura ambiente do que plantas
restritas a habitats com temperaturas mais constantes (Berry & Bjorkman, 1980). A
variacdo climatica histérica durante a evolucdo das plantas terrestres pode ter favorecido
espécies com grande capacidade de aclimatacdo plastica (Knight & Ackerly, 2002).
Espécies de plantas atuais com histdria evolutiva recente poderiam ndo serem capazes
de elevar seus limites de temperatura como resposta ao aquecimento global, ja que as
alguns taxa tropicais experimentaram, durante o pleistoceno, um resfriamento gloval
(Malhi & Phillips, 2004). Entretanto, comunidades de plantas que toleraram as
mudancas climaticas do inicio do Holoceno-médio, quando houve um rapido aumento
da temperatura nos tropicos (Zachos et al., 2003) a uma taxa semelhante a projetada
para o século XXI, podem, portanto, fornecer pistas sobre sua relativa tolerancia ao
aquecimento global previsto para este seculo (Mayle et al., 2004). Utilizando modelos
climéticos e de vegetacdo do passado recente Cowling et al. (2004) sugeriram que as
florestas tropicais poderiam estar, atualmente, proximas do limite superior de sua faixa

de temperatura étima.

OscilacBes de temperatura abaixo de 0°C ou acima de 35°C, limite padrdo de

normalidade dos processos fisioldgicos vegetais, podem causar injdrias & maioria das
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plantas atuais (Went, 1953; Berry & Bjorkman, 1980). Injdrias, ligadas a alta
temperatura, foram classificadas por Wahid et al. (2007) como diretas (e.g. aumento da
fluidez das membranas lipidicas e desnaturacdo e agregacdo de proteinas) e indiretas
(e.g. desativacdo de enzimas nos cloroplastos e mitocondrias, perda da integridade da
membrana e inibicdo da sintese e degradacdo de proteinas). Injurias provocadas por
altas temperaturas ao funcionamento e a integridade do cloroplasto podem ser
resultantes de uma queda da semipermeabilidade das membranas o que causa mudangas
adversas no cloroplasto, com alteracbes no pH ou na composicdo ibnica (Berry &
Bjorkman, 1980). O aumento da energia cinética e do movimento de moléculas através
das membranas, provocados pela elevacdo da temperatura, afrouxa as ligagcdes quimicas
dentro das moléculas das membranas bioldgicas, tornando bicamada lipidica mais fluida
pela desnaturacdo de proteinas ou pelo aumento de &cidos graxos insaturados
(Savchenko et al., 2002). Processos como a sintese de proteinas e ribossomos ocorrem
nas membranas do cloroplasto e podem, portanto, ser afetados por alteragdes estruturais
promovidas pelas alteracdes de temperatura (Millerd et al., 1969).

Dentre os processos fisiologicos vegetais, a fotossintese € o mais afetado pelo
aumento de temperatura e pode ser, até mesmo, totalmente inibida antes mesmo que
qualquer outro sintoma de estresse possa ser detectado (Bjorkman, 1975). Atividades
enzimaticas sdo perdidas e fungdes das membranas fotossintetizantes sdo alteradas em
temperaturas logo além da faixa 6tima de uma planta, injarias mais severas e 0 colapso
da integridade celular ocorrem em temperaturas muito além desse limite (Berry &
Bjorkman, 1980). Os danos iniciais por altas temperaturas sdo ocasionados por lesdes
especificas do aparato fotossintético. O Fotossistema Il (PSIl) é a estrutura desse
aparato com mais sensibilidade ao aquecimento. A inativacdo do Fotossistema I (PSI)
por altas temperaturas s6 é detectada quando o PSII se encontra completamente inativo
(Berry & Bjorkman, 1980). Outra consequéncia consiste na dissociacdo do complexo
responsavel pela evolucdo do oxigénio (OEC) resultando em um desbalango entre o
fluxo de elétrons do OEC para a regido aceptora do PSIl em dire¢do ao centro de reacéo
do PSI (De Ronde et al., 2004). Essa disrupcéo no transporte de elétrons faz com que
uma proporcao de elétrons, maior que o normal, decaia e, por consequéncia, aumente a
fluorescéncia da folha (Bukhov et al., 1990; Schreiber & Armond, 1978; Yamane et al.,

2000). Dessa forma, a razéo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima



(FW/Fm) e a fluorescéncia base (Fo) sdo parametros fisiologicos frequentemente

utilizados em estudos de tolerancia vegetal (Yamada et al., 1996).

A performance da fotossintese em altas temperaturas é limitada por diversos
fatores ambientais como o status hidrico (Havaux, 1992; Valladares & Pearcy, 1997), a
temperatura de crescimento (Downton et al., 1984; Seemann et al., 1986), o nivel de
precipitacdo (Knight & Ackerly, 2002; Seemann et al., 1986) e a intensidade de
radiacdo solar (Havaux, 1992; Weis, 1982). Plantas submetidas a estresses ocasionados
pela falta ou pelo excesso desses fatores ambientais podem, inclusive, desenvolver
maior termotolerancia (Helmuth, 1971; Ladjal et al., 2000; Wahid et al., 2007). As
respostas das plantas ao stress por altas temperaturas podem ser morfoldgicas,
anatdémicas e fisioldgicas. O atraso na germinacdo de sementes ou a perda de seu vigor
na emergéncia e estabelecimento (Wahid et al., 2007) e a reducdo da massa seca e da
taxa de crescimento (Ashraf & Hafeez, 2004; Wahid et al., 2007) sdo classificadas
como respostas morfoldgicas, enquanto que a reducdo do tamanho da célula, o
fechamento dos estdmatos e 0 aumento na densidade de tricomas e estdbmatos (Bafion et
al., 2004; Natarajan & Kuehny, 2008) podem ser classificadas como respostas
anatdmicas. As respostas fisioldgicas, por sua vez, podem estar associadas com o
acumulo de osmolitos compativeis, como agUcares, prolina e compostos amoniacos
terciarios e quaternérios, que auxiliam na elevacdo da termotolerancia (Sairam & Tyagi,
2004). Além disso, imediatamente apds a exposicdo de plantas a altas temperaturas, e a
percepcao de sinais bioquimicos especificos, ocorrem mudancas ao nivel molecular que
alteram a expresséo de genes e 0 acumulo de transcritos, conduzindo assim, a sintese de
proteinas relacionadas ao estresse (Iba, 2002), as HSPs (Heat Shock Proteins). Estas
proteinas estdo estreitamente ligadas a protecdo, ndo somente de plantas, contra o
estresse térmico e na manutencdo da homeostase (Marimoto & Tissieres, 1994). O
efeito protetor das HSPs pode ser atribuido a cadeia da maquinaria de chaperonas, que
desempenham varios papéis no dobramento, montagem, localizacdo intracelular,

secrecdo, regulacdo e degradacédo de outras proteinas (Gething, 1998).

Plantas manifestam diferentes mecanismos para sobreviver a altas temperaturas,
incluindo, a longo prazo, adaptacdes evolutivas (fenologicas e morfoldgicas) e, a curto
prazo, mecanismos de evitacdo e aclimatacdo (modificacdo da orientacdo de folhas,
resfriamento por transpiracdo e alteracbes da composicdo lipidica das membranas)
(Wahid et al., 2007). A saturacdo da membrana lipidica em maior ou menor grau, €é
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considerada um importante elemento na tolerancia a altas temperaturas (Klueva et al.,
2001). Quando plantas sdo expostas a ambientes estressantes, como 0s com altas
temperaturas, as xantofilas (violaxantinas, anteroxantinas e zeaxantinas) se dividem
entre os complexos de coleta de luz e a fase lipidica das membranas dos tilacoides, o
que resulta num decréscimo da fluidez da membrana e da susceptibilidade a

peroxidacgdo dos lipidios sob altas temperaturas (Havaux, 1998).

Estudos realizados no passado sugeriam que 0 aumento da temperatura causa
uma elevacdo na taxa de protedlise em plantas, que eleva o acumulo de nitrogénio
solavel nos tecidos, particularmente amonia, que intoxica a planta (Henckel, 1964;
Lahiri & Singh, 1969; Prianishnikov, 1945). Segundo Prianishnikov (1945), a existéncia
de um mecanismo eficiente para elevar a formacéo de amida seria prevista como uma
medida para tornar essa amonia (decorrente da degradacdo de proteinas) inofensiva. O
efeito protetor dos acidos organicos, como o acido citrico e malico, contra injdrias por
altas temperaturas foi levantado por Petinov & Molotkovsky (1957, 1959), em que esses
compostos reagiriam com os ions da amonia formada. O produto desse processo seriam
sais organicos e, posteriormente, amidas. Segundo Petinov & Molotkovsky (1959), os
acidos organicos sdo o substrato para a sintese de amidas, sem a qual nenhuma proteina
é sintetizada. A sintese de &cidos organicos seria, portanto, a esséncia da reacdo de
protecdo a altas temperaturas das plantas mais resistentes a esse tipo de estresse.

Plantas com metabolismo fotossintético do tipo CAM (Metabolismo Acidos das
Crassulaceas) sdo conhecidas pela captacdo, fixacdo e estoque vacuolar de CO; na
forma de &cidos organicos (principalmente acido malico), através da abertura noturna do
estdbmato, e pela remobilizacdo desses &cidos do vaclolo para o citosol, para a
descarboxilacdo, refixacdo e assimilacdo do CO, obtido no ciclo de Calvin, durante o
dia, quando os estbmatos permanecem fechados (Osmond, 1978). A habilidade do
acumulo de &cido malico no vacuolo depende, dentre outros fatores, da fluidez do
tonoplasto (Kluge et al., 1991). O estoque noturno de acido malico é facilitado pela
rigidez relativa dessa membrana nesse periodo (Kliemchen et al., 1993). Enquanto a
importacdo vacuolar de &cido maélico é feita por transporte ativo (LuUttge, 1987), a
exportacdo é passiva, através dos dominios lipidicos do tonoplasto (Luttge & Smith,
1984). A taxa de efluxo passivo € diretamente proporcional ao gradiente de
concentracdo atraves do tonoplasto e inversamente proporcional a resisténcia dessa
membrana (Kliemchen et al., 1993). Plantas CAM sujeitas a altas temperaturas
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apresentam um aumento da fluidez do tonoplasto e, consequentemente, uma elevacgéo de
sua permeabilidade, que leva a descompartimentacdo dos acidos organicos, prejudiciais
a diversos mecanismos e estruturas do citosol (Friemert et al., 1988; Kappen & Ldsch,
1984). Uma perda completa da compartimentacdo vacuolar, mais que uma elevacao da
permeabilidade a protons, da origem a um colapso na diferenca da concentracdo de
protons através da membrana do tonoplasto (Behzadipour et al., 1998). Porém, a
aclimatacdo a altas temperaturas, que pode ocorrer ap0s poucas horas de exposi¢do a
esse estresse (Behzadipour et al., 1998), reduz a fluidez do tonoplasto e, paralelamente,
reduz a mobilizacdo de &cido malico nos vacutolos (Behzadipour et al., 1998; Kliemchen
etal., 1993).

O metabolismo do tipo CAM ¢é amplamente difundido entre as plantas. Pelo
menos 343 géneros em 35 familias, que englobam cerca de 6% das angiospermas
apresentam esse metabolismo (Holtum et al.,, 2007). A maioria dos registros de
metabolismo do tipo CAM tem sido feita em membros da familia Bromeliaceae, mais
do que em qualquer outra familia (Martin, 1994). Certamente o metabolismo CAM,
juntamente com outras caracteristicas, como 0 pequeno corpo vegetativo, habito
rizomatoso, propensdo a heterocronia/heterofilia, fitotelma (acimulo de dgua em um
tanque formado pelo imbricamento das bainhas foliares) e tricomas foliares absortivos,
propiciou o grande sucesso das bromélias em habitats diversos e sujeitos a varios tipos

de estresse (Benzing, 2000), como o estresse por altas temperaturas, aqui discutido.

A importancia das bromélias para os ecossistemas é indiscutivel. A presenca do
fitotelma, em muitas espécies, promove mudancas bidticas no habitat, pela producédo de
um ambiente com fornecimento de agua e outros recursos para outras formas de vida,
vegetais, animais e microscépicas (Benzing, 2000; Brighigna et al., 1992; Cotgreave et
al., 1993; Domingues et al., 1989; Foissner, 2003; Galindo-Leal et al., 2011; Glio et al.,
2010; Goffredi et al., 2010; Greeney, 2001; Kitching, 2000; Leroy, 2009; Lopez et al.,
2009). Alem disso, muitos estudos indicam a participacdo de bromélias na sucessédo
vegetal (Jacobi et al., 2007; Sampaio et al., 2005a; Sampaio et al., 2005b; Scarano et
al., 1997), fornecendo recursos e provendo abrigo contra altas temperaturas que podem
prejudicar o estabelecimento de plantas menos tolerantes a locais com condi¢Ges mais
severas (Benzing, 2000; Sampaio et al., 2005). Estudar, portanto, os fatores
relacionados a termotolerancia de bromélias ndo faz deste trabalho apenas um estudo
inédito, envolvendo varidveis morfoldgicas e fisioldgicas, tipicas da familia, na resposta
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a elevacOes de temperaturas. Este trabalho nos auxilia a compreender os aspectos que
possivelmente influenciam as bromélias, e consequentemente todas as formas de vida

relacionadas a elas, a resistir as mudancas climaticas em curso.

Esta dissertacdo foi dividida em trés capitulos. No primeiro, o objetivo foi
comparar a termotolerancia de espécies de bromélias com metabolismo C3 e CAM, em
seu habitat natural, ocorrentes em ambientes mais ou menos expostos a radiacéo solar e
em estacBes com disponibilidade de &gua distintas. No segundo estudo, o objetivo
principal foi investigar variacbes da termotolerancia e de outros aspectos
morfofisioldgicas ao longo do corpo vegetal de bromélias CAM. O terceiro estudo teve,
por fim, o objetivo de verificar, em um ambiente com temperatura e suprimento de agua
controlados, a influéncia da aclimatacdo, sob temperaturas distintas, no metabolismo
CAM e na termotolerancia. Cada capitulo possui, portanto, graus de controle das
varidveis externas diferenciados, desde a sua auséncia, no primeiro, até o controle do

suprimento de agua, luz e temperatura, no Gltimo.
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CAPITULO |

SERIAM AS PLANTAS CAM BENEFICIADAS PELO
AQUECIMENTO GLOBAL? ESTUDO MORFOFISIOLOGICO
COMPARATIVO, COM ENFASE NA TERMOTOLERANCIA DE
BROMELIAS C3 E CAM EM UM CAMPO RUPESTRE COM
DIFERENTES NIVEIS DE SOMBREAMENTO
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RESUMO
Espécies de Bromeliaceae, uma das familias com maior quantidade de espécies CAM,
ocorrem em ambientes com intensidade de luz distintas. No entanto, é comum a
presenca de espécies de bromélias C3 e CAM compartilhando os mesmo habitats e
sujeitos aos mesmos estresses como 0 térmico e o luminoso. Diferentes niveis de
exposicdo a radiacdo solar podem afetar desde a morfologia foliar, até a estrutura de
varios componentes do processo fotossintético de plantas. O presente trabalho teve o
objetivo de testar a hipotese de que bromélias CAM e Cj3 crescendo no mesmo
ambiente, com alta ou baixa intensidade luminosa, apresentam diferencas em sua
morfofisiologia, especialmente em relacdo a sua termotolerancia. Trés espécies de
bromélias foram selecionadas no local do estudo, duas com metabolismo Cs: uma de
ambiente sombreado, Vriesea bituminosa, e outra a pleno sol, Vriesea minarum; e outra
com metabolismo CAM que ocorre nos dois tipos de ambientes, Aechmea nudicaulis.
Foram levantadas a tolerancia fotossintética, a resisténcia do PSIl sob temperatura
estressante, a acidez titulavel, o indice de suculéncia, o contetdo hidrico relativo e a
densidade de estbmatos e escamas dessas espécies. Foi observada uma maior
termotolerancia, assim como uma maior resisténcia do PSIlI nos individuos de A.
nudicaulis crescendo em ambiente sombreado. Os individuos dessa mesma espécie
crescendo a pleno sol, porém, apresentaram valores desses parametros similares aos
observados nas espécies Cs. Foi observada uma variacdo sazonal significativa da
termotolerancia apenas em V. bituminosa. Nessa espécie e nos individuos a pleno sol de
A. nudicaulis foi observada uma variacao diaria da termotolerancia na estacdo chuvosa.
Os individuos a pleno sol de A. nudicaulis apresentaram maior acimulo de acidos
organicos do que os individuos de sombra dessa mesma espécie. Ndo foram encontradas
fortes relacGes entre a termotolerancia e as variaveis morfofisiologicas testadas nas trés
espécies estudadas. Os resultados apresentados neste trabalho apontam que o
metabolismo CAM, por si s6, ndo é determinante na aquisicdo de termotolerancia em
bromélias e que as bromélias que o possuem, podem apresentar termotolerancias

diferenciadas de acordo com o seu nivel de sombreamento.

Palavras-chave: Bromeliaceae, termotolerancia fotossintética, metabolismo CAM,

campo rupestre, nivel de sombreamento
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INTRODUCAO

Sabe-se que diferentes niveis de exposicdo a radiacdo solar podem afetar a
morfologia foliar, a estrutura dos cloroplastos e varios outros componentes do processo
fotossintético de plantas. Plantas expostas a baixa intensidade de radiacdo podem
produzir folhas mais finas, cloroplastos maiores e mais ricos em clorofila, menor
capacidade de transporte de elétrons e menor densidade de estdbmatos (Boardman et al.,
1975; Crookston et al., 1975; Holmgren, 1968; Hosoki & Asahira, 1980; Kirk & Tilney-
Bassett, 1967). Foi proposto por Valladares & Pearcy (1997) que baixas radiacGes
luminosas podem proteger a atividade fotoquimica contra a inativagdo provocada por
altas temperaturas. Altas radiacdes, por outro lado, elevam ainda mais os danos
provocados por altas temperaturas no aparato fotossintético (Valladares & Pearcy,
1997). Conforme Ludlow (1987), altas radia¢Ges luminosas e altas temperaturas afetam

mais a fotossintese em conjunto do que separadamente.

A familia Bromeliaceae € uma das maiores familias com distribuicdo neotropical
(Smith, 1934) e ocorre, inclusive, em locais com intensidade distintas de luz. Uma das
caracteristicas que propiciou esse grande sucesso adaptativo € o metabolismo CAM
(Crassulacean Acid Metabolism) (Benzing, 2000). Cerca de 70% de todas as bromélias
atuais possuem esse tipo de metabolismo, sendo que praticamente todas as chamadas
atmosféricas o possuem (Martin, 1994). Bromélias com tanque, por outro lado, podem
exibir tanto o metabolismo CAM, gquanto o C3 (Martin, 1994). Enquanto bromélias C3
tendem a ocupar habitats sombreados e sujeitos a menos estresses, como 0 sob-bosque
de florestas, bromélias CAM tendem a ocupar habitats aridos, com alta incidéncia de
radiacdo e altas temperaturas (Smith et al., 1989). E comum, no entanto, a presenca de
espécies de bromélias com os dois tipos de metabolismo compartilhando os mesmos

habitats e sujeitos aos mesmos estresses ambientais.

Alguns autores sugerem que a progressiva elevacdo da temperatura global,
observada no ultimo século, e esperada para o século atual, juntamente com a elevacéao
da concentracdo de CO, atmosférica e 0 aumento previsto das &reas aridas e semi-aridas
(Bazzaz, 1990; Cox et al., 2000; IPCC, 2007, 2012), terdo um efeito benéfico na
ampliacdo de habitats, na produtividade e na captacdo liquida de CO, de plantas CAM
(Cushman & Borland, 2002; Mercier & Freschi, 2008; Osmond et al., 2008). No
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entanto, foi observado por Wang et al. (2008) que plantas CAM submetidas a altas
concentragdes de CO; reduziram, ainda mais, sua fotossintese liquida com o aumento da
temperatura. No mesmo estudo, foi observada uma elevagdo da tolerncia a altas

temperaturas em plantas C3 submetidas a altas concentracdes de CO,.

Outra caracteristica que propiciou 0 sucesso adaptativo de bromélias é a
presenca de tanque (Benzing, 2000), que é formado pela sobreposi¢do das bainhas
foliares e que é capaz de acumular dgua (Schmidt & Zotz, 2001). Essa conformacéo
gera gradientes ao longo das folhas: com a porcao apical recebendo maior incidéncia
luminosa e a basal com maior acesso a dgua acumulada no tanque (Popp et al., 2003).
Além disso, a base foliar pode ter uma predominancia de tecidos estocadores de agua
que funcionam como reservatdrios de agua para manter o status hidrico adequado aos
tecidos fotossintetizantes do apice quando as condi¢Ges ambientais sdo desfavoraveis
(Freschi et al., 2010). Espera-se, dessa forma, que as respostas fisiologicas de distintas
regides foliares de uma bromélia com tanque sejam diferentes as mesmas condi¢des
ambientais (Freschi et al., 2010; Popp et al., 2003; Takahashi et al., 2007).

Diante da reduzida quantidade de estudos com a termotolerancia fotossintética
de plantas CAM, o presente trabalho teve o objetivo de testar a hipdtese de que
bromélias CAM e C3 crescendo no mesmo ambiente, com alta ou baixa intensidade
luminosa, apresentam diferencas na termotolerancia. Além disso, as seguintes questdes
foram levantadas: (1) A termotolerancia de bromélias CAM e C3 varia ao longo das
estacfes do ano? (2) O acumulo diério de acidos orgénicos, tipico de plantas CAM,
interfere na termotolerancia dessas bromélias? (3) Ha variacdo diaria na termotolerancia
de bromélias CAM e C3? (4) Ha diferenca na termotolerancia de distintas porcdes e
orientacbes das folhas dessas bromélias? (5) H& variacdes morfofisioldgicas em
distintas porc@es foliares de bromélias CAM e C3? (6) Essas variacdes se alteram ao

longo do dia e do ano? (7) Essas variagdes interagem entre si e com a termotolerancia?

MATERIAL E METODOS

Local de estudo, espécies estudadas e delineamento amostral

O presente estudo foi realizado na Serra da Piedade, que esta localizada na

divisa entre os municipios de Sabaré e Caeté (19° 40°S ¢ 43° 40°’W), em Minas Gerais,
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Brasil, e forma a extremidade oriental da Serra do Curral, na borda norte do
Quadriléatero Ferrifero. A Serra da Piedade possui uma altitude méxima de 1746 metros,
apresenta um clima subtropical de altitude, com estagdo seca definida, entre abril e
setembro, e a presenca frequente de nevoeiros (Branddo & Gavilanes, 1990; Marques &
Lemos-Filho, 2008). Podem ser observadas geadas e temperaturas proximas a 0°C nas
regides de maior altitude (Branddo & Gavilanes, 1990). O local do presente estudado
encontra-se acima de 1400 metros e possui dois tipos de ambientes: Um com grande
quantidade de afloramentos rochosos, aspecto xérico-pedregoso, vegetacdo herbaceo-
arbustiva e grande exposicdo a radiacdo solar e ao vento. O outro possui 0 aspecto
mésico-altitudinal, vegetacdo arbustivo-arbdrea, maior umidade e sombreamento
(Marques, 2002). Ambos os locais estdo frequentemente sujeitos a neblinas pela manhéa

e ao final da tarde.

Trés espécies de bromélias foram selecionadas no local do estudo, duas com
metabolismo fotossintético do tipo Cs, Vriesea minarum L.B. Sm. e V. bituminosa
Wawra, pertencentes a subfamilia Tillandsioideae, e uma com metabolismo do tipo
CAM, Aechmea nudicaulis (L.) Griseb., da subfamilia Bromelioideae (figura 1). A
primeira é rupicola, endémica dos campos rupestres do estado de Minas Gerais (Forzza
et al., 2012) e ocorre na Serra da Piedade em ambientes xérico-pedregosos a pleno sol,
onde foram amostrados cinco individuos em cada estacdo do ano de coleta. V.
bituminosa, por sua vez, pode ser encontrada, como rupicola ou epifita, na Venezuela e
no Brasil, nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Séo
Paulo (Forzza et al., 2012). Na area de estudo podem ser encontrados individuos dessa
espécie tanto em ambientes meésico-altitudinais, onde foram amostrados cinco
individuos em cada estacdo do ano de coleta, quanto em ambientes xérico-pedregosos,
nesse ultimo, porém, a quantidade de individuos encontrada é mais reduzida e, portanto,
ndo foi utilizada no estudo. A. nudicaulis € majoritariamente epifita, mas também pode
ocorrer de forma rupicola ou terrestre, possui uma ampla faixa de ocorréncia no
neotrépico, desde o México e a regido das indias Ocidentais até o Peru, Brasil e Guiana
(Smith & Downs, 1979). No Brasil, os registros para espécie ocorrem em Minas Gerais
e nos estados litoraneos, desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul (Forzza et al., 2012).
Na area de estudo, A. nudicaulis, possui uma ampla ocorréncia, tanto em ambientes
Xérico-pedregosos, quanto em mesico-altitudinais. Dessa forma, a cada estacdo anual

amostrada foram coletados cinco individuos de A. nuciaulis de cada ambiente,
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Figura 1: Espécies amostradas no presente estudo: Vriesea minarum (A), Vriesea
bituminosa (B) e Aechmea nudicaulis em ambiente xérico-pedregoso (C) e mésico-
altitudinal (D).
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sendo classificados como “individuos de sol” e “individuos de sombra”,
respectivamente.

Durante uma estacdo seca e uma chuvosa foram coletadas amostras de cerca de
1,5 cm? de folhas completamente expandidas e sem sinais de predacéo por insetos ou
microrganismos de cinco individuos, de cada grupo amostral (V. minarum, V.
bituminosa, A. nucidaulis de sol e A. nudicaulis de sombra), para a determinacdo da
termotolerancia, da acidez titulavel, do indice de suculéncia (IS) e do contetdo hidrico
relativo (CHR). Para cada finalidade foram retiradas, no apice (terco superior) e na base
(terco inferior) de cada folha, uma amostra pela manh& (8h) e outra a tarde (15h) —
periodos com maior e menor acumulo de acidos orgénicos em plantas CAM. Além
disso, para observar possiveis influéncias provenientes de diferentes orientacdes foliares
no mesmo individuo, durante a estacdo seca, esse mesmo padrdo de amostragem foi
realizado em duas folhas de cada individuo, uma com orientacdo sul-norte (S-N, apice
direcionado para o norte geografico) e outra com orientacdo norte-sul (N-S, &pice
direcionado para o sul geografico). Durante a estagdo chuvosa esse padrdo de
amostragem foi realizado somente nas folhas com orientacdo sul-norte de cada
individuo. Portanto, para a comparagdo dos valores obtidos entre as estaces, foram
utilizados apenas os resultados obtidos das folhas com orientacdo S-N, de ambas as

estacoes.
Informacgdes microcliméticas

A umidade relativa do ar (UR), a densidade do fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (PPFD, Photosynthetic Photon Flux Density) e a temperatura
do ar nos dias de coleta, nos dois ambientes (a excecdo da UR, medida apenas no
ambiente sombreado), durante a estacdo seca e a chuvosa foram obtidos com um data
logger LiCor modelo LI-1400 (Lincoln, EUA) e um termdmetro digital modelo TD-880
(Icel Manaus), também com fungdo data logger, acoplado a um termopar do tipo K.
Durante a estacdo seca, periodo com maior variacdo diaria da temperatura, foi medida,
também, a temperatura de um afloramento rochoso no ambiente xérico-pedregoso,

através de outro termopar do tipo K, ligado ao termdmetro digital.

Tolerancia do Fotossistema Il a temperaturas crescentes
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Para a determinacdo da termotolerancia as amostras foram acondicionadas em
agua deionizada durante 24 horas em sacos zip-lock e mantidas na presenca de luz, até o
teste da termotolerancia, em laboratorio. Esse procedimento foi previamente testado, em
laboratdrio, e mostrou ndo afetar o rendimento quéantico potencial (F./Fr,) das amostras.
Apdbs serem retiradas dos sacos zip-lock, as amostras foram mantidas no escuro a 25°C,
por 15 minutos, para a determinacdo do F./Fp, inicial, através de um medidor de
fluorescéncia modulada (MINI-PAM, Walz). As amostras foram entdo colocadas entre
duas placas metalicas forradas com papel filtro umedecido com &gua destilada, onde foi
inserido o eletrodo de um termopar, do tipo K, ligado a um termdmetro digital, modelo
TD-880 (Icel Manaus). A placa com o papel filtro, o eletrodo e as amostras foram
colocadas em outro saco de polietileno zip-lock, que foi submerso em banho-maria
ultratermostatico com circulador (modelo Quimis® 214D2), conforme Neuner &
Pramsohler (2006). As amostras foram submetidas a variagdes crescentes de
temperatura a partir de 35°C — temperatura considerada o limite superior da faixa de
temperatura 6tima da maioria das plantas (Berry & Bjorkman, 1980; Went, 1953) — até
65°C, com o incremento de 1°C a cada 3 minutos. Medidas de F,/F,, foram realizadas
com um medidor de fluorescéncia modulada (MINI-PAM, Waltz) a cada 2°C de
acréscimo na temperatura do termémetro digital. Foram calculadas as temperaturas de
decaimento de 15% (T15) e 50% (T50) do F./F, inicial, a partir do ajuste de equacgéo
sigmoidal, conforme metodologia empregada por Gimeno et al. (2009) e Godoy et al.
(2011), utilizando o pacote estatistico R 2.15.2 (R Core Team, 2012).

Resisténcia do PSII sob alta temperatura

Para verificar se os valores obtidos para a termotolerancia entre as espécies
corresponde ao tempo de resisténcia do PSII sob alta temperatura, foram coletadas
novas amostras, de cerca de 1,5cm2, do apice e da base da folha com orientacdo S-N de
cinco individuos das trés espécies estudadas (cinco de sol e cinco de sombra, para A.
nudicaulis), as 15 horas, na esta¢do chuvosa, quando diferencas fisioldgicas entre folhas
com orientacOes distintas foram menores. Foi determinada uma temperatura constante,
com base na média de todos os valores de T15 obtidos no experimento anterior (43°C).
O procedimento foi realizado de forma similar ao da obtencdo da termotolerancia a
temperaturas crescentes. Porém, foi medido o F./Fn, das amostras antes da imersdo no

banho-maria e apés 5, 10, 20, 40, 60 e 80 minutos. Equacdes lineares foram
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posteriormente feitas para a determinacdo do tempo de exposi¢do correspondente ao

decréscimo de 50% no valor inicial de F,/Fn, (H50).
Acidez titulavel, indice de Suculéncia (IS) e Contetdo Hidrico Relativo (CHR)

A determinacdo da acidez titulavel de cada amostra foi realizada conforme
Hartsock & Nobel (1976). Foi calculada, também, a variacdo diaria da acidez titulavel
(AH") como a diferenca da acidez obtida pela manha pela obtida a tarde. O indice de
suculéncia, ou o teor de &gua saturada, referente a capacidade de armazenamento de

agua nos tecidos foi determinado conforme Ogburn & Edwards (2010, 2012) como:

_ MT — MS
- MS

IS

onde MT é a massa tlrgida, determinada ap6s a imersdao das amostras em agua
deionizada por 24 horas, e MS é a massa seca das amostras, determinada apo6s a
secagem em estufa por 60°C até a estabilizacdo do peso foliar. O contetddo hidrico
relativo (CHR) se refere ao teor de agua presente no tecido no momento da coleta. Foi

calculado como:

MF — MS

CHE = (—
MT — MS

)X 100

onde MF é a massa fresca das amostras.
Densidade de estbmatos e de escamas

Juntamente com as amostras coletadas durante a estacdo seca, foram coletados
fragmentos para a determinagdo da densidade de estdbmatos, na face abaxial (bromélias
sdo hipoestomaticas), e a densidade de tricomas peltados (escamas), em ambas as faces
da folha. Para isso, as amostras foram colocadas em FAA (formaldeido a 37%, acido
acetico glacial e etanol a 50%, na proporcdo de 1:1:18), durante uma semana e
estocadas em alcool 70% até o procedimento de diafanizacdo das epidermes. Os
fragmentos foram imersos em solucdo de hipoclorito de sddio comercial e agua
destilada (na proporcéo 2:1, respectivamente) durante trés dias, para a diafanizacdo das

epidermes, que foram, entdo, coradas com uma solucdo de safranina (safranina a 0,25%
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em etanol a 12,5%) e azul de astra (azul de astra a 0,5% em agua destilada), na
proporcéo de 9:1. As epidermes diafanizadas e coradas foram montadas em lamina com
gelatina glicerinada de Kaiser. A contagem de estomatos e escamas foi feita em seis
campos de 0,063mmz2, nas duas epidermes de cada amostra, com um aumento de 40X,

em microscépio com auxilio de cdmera clara (Olympus).
Andlises Estatisticas

Para avaliar o efeito das varidveis analisadas na termotolerancia das trés espécies
estudadas foram feitos modelos lineares de efeito misto (MLE), ajustados para dados
longitudinais (medidas repetidas) com efeito espacial aninhado a regido foliar,
utilizando o pacote estatistico R 2.15.2 (R Core Team, 2012). Efeitos mistos
possibilitam modelar possiveis correlacdes existentes entre dados agrupados (Buckley et
al., 2003), como no caso do presente estudo (amostras de regides e direcdes foliares
distintas sdo correlacionadas por serem do mesmo individuo). Analises com medidas
repetidas e estruturas de dados agrupados auxiliam a evitar a pseudoreplicacdo dos
valores obtidos e elevam o poder estatistico da analise (Crawley, 2002).

Regido foliar (apice e base), ambiente (para A. nudicaulis, sol e sombra), horario
da coleta (8h e 15h), estagdo (seca e chuvosa), IS, acidez titulavel, e as interacBes entre
essas varidveis, foram utilizadas como variaveis explicativas de T15 e T50. MLEs
também foram gerados apenas com o0s dados obtidos durante a estacdo seca, para a
inclusdo da orientacdo foliar (S-N e N-S) e das densidades de estdmatos e de escamas
como variaveis explicativas. Foi construido, também, MLEs com H50, como variavel
resposta, e a regido foliar e o ambiente (para A. nudicaulis, sol e sombra), como
variaveis explicativas. Outros MLEs foram construidos para 1S, CHR e acidez titulavel,
no qual o ambiente (para A. nudicaulis, sol e sombra), a regido foliar, a hora da coleta e
a estacdo do ano foram utilizados como variadveis explicativas. Da mesma forma feita
para T15 e T50, também foram construidos MLEs somente com os dados da estacédo
seca para a inclusdo da orientagdo foliar e densidades de estdmatos e escamas como
variaveis preditoras de IS, CHR e acidez titulavel. MLEs também foram feitos para as
variacOes da densidade de estbmatos e escamas, onde o ambiente, a regido foliar, a

orientacéo foliar e a epiderme (adaxial e abaxial) foram utilizados como preditores.

Em todos os MLEs gerados as variaveis preditoras mencionadas foram
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atribuidas como efeito fixo e a designacdo de cada individuo analisado foi utilizada
como efeito randémico. Todos os MLEs foram sujeitos a analises de variancia
(ANOVA), onde foram simplificados progressivamente com a retirada das variaveis
preditoras com maior valor p ndo significativo (>0,05), como o procedimento adotado
por Buckley et al. (2003).

Variaveis continuas com relagdes significativas nos MLEs foram incluidas em
modelos lineares simples (ML), para tracar regressdes e obter os valores de
significancia (p) e de ajuste (r?). As relacbes entre variaveis com valores de p
significativos (p<0,05) para os MLEs, mas nédo significativos para os ML ndo foram
consideradas. RelagBes significativas nos MLEs com variaveis discretas com mais de
dois tratamentos foram sujeitas ao teste de Tukey. Da mesma forma, diferencas entre as
médias de tratamentos com valores p significativos (p<0,05) para os MLEs, mas ndo

significativas no teste de Tukey também nédo foram consideradas.
RESULTADOS
InformacBes microcliméticas

Durante a estagdo seca, a PPFD méaxima encontrada foi de 1444 umol.m™.s? no
sol, e 720,5 umol.m™.s? na sombra, enquanto que na estacdo chuvosa foi de 364 e
112,7 pmol.m™.s nos respectivos ambientes. As temperaturas registradas na estacéo
seca (maximas de 21,9 e 21,3°C e minimas de 9,9 e 9,1°C, no sol e na sombra,
respectivamente) foram maiores do que as registradas na esta¢do chuvosa (méaximas de
13,7 e 12,6°C e minimas de 11,2 e 10,9°C, no sol e na sombra, respectivamente). A
temperatura registrada no afloramento, durante a seca, por sua vez, variou de 12,3 a
32,2°C (figura 2). A UR registrada na estacdo seca variou de 31,4 a 73,6% e na estacdo
chuvosa de 92,4 a 92,9%.

Tolerancia do Fotossistema Il a temperaturas crescentes

Os individuos de sombra de A. nudicaulis apresentaram o0s maiores valores de
T15 e T50 (46,9 e 49,4°C, respectivamente). Os individuos de sol dessa espécie, no

entanto, apresentaram valores de T50 similares aos das espécies Cj estudadas
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(~46,2°C). Os individuos de V. bituminosa apresentaram os menores valores de T15
(43,2°C). Nos individuos de V. bituminosa e de A. nudicaulis, a pleno sol, foram
observados uma elevacdo significativa da termotolerancia (T15 e T50) as 15 horas na
estacdo chuvosa (tabela 1). Na estacdo seca, porém, isso ndo foi observado em A.
nudicaulis e V. minarum. Diferencas da termotolerancia entre as estacdes foram
observadas apenas em V. bituminosa, com o0s maiores valores na estacdo chuvosa
(tabela 2). Plantas de sombra de A. nudicaulis apresentaram valores de termotoleréncia
(T15 e T50) significativamente maiores do que plantas de sol (~2,5°C de diferenca)
(tabela 3). Apenas A. nudicaulis apresentou relacédo entre a termotolerancia e a direcao
foliar (tabelas 3, 4 e 5), aproximadamente 1°C a mais nas folhas com orientacdo S-N.
Foi encontrada uma relacdo positiva entre a densidade estomatica e a termotolerancia
(T50) somente na base das folhas de V. bituminosa (r2 = 0,61 e p = 0,0001). Observou-
se, também, uma fraca relacdo negativa entre a termotolerancia (T15) de A. nudicaulis e
sua acidez titulavel (r2=0,1 e p = 0,003) (figura 3). Diferencas na termotolerancia entre
regides foliares foram observadas somente em V. minarum e apenas as 15 horas (~1,5°C

a mais na base).

50 : 2=0.1001

. . p=0.002943 .

T15 (°C)

40 - .
50 100 150
Acidez titulavel (peq H*g“MF)

Figura 3: Relacdo entre a acidez titulavel a termotolerancia (T15) em A. nudicaulis.
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Resisténcia do PSII sob alta temperatura

Os maiores valores de H50 foram encontrados nos individuos de sombra de A.
nudicaulis (tabela 6). Entre os individuos de sol dessa espécie e os das espécies Cs
estudadas ndo foram observadas diferencas significativas de H50 (tabela 6). Os valores
de H50 nédo diferiram entre as regides foliares em nenhuma das espécies estudadas
(tabela 6).

Acidez titulavel, Indice de Suculéncia (IS) e Contetdo Hidrico Relativo (CHR)

Foram observadas diferencas significativas da acidez titulavel entre os horarios
apenas nos individuos de A. nudicaulis a pleno sol (~90 peq H*g™*MF de diferenca) e de
V. minarum na estacdo chuvosa (~30 peq H'g’MF de diferenca). Foi observado,
também, um maior acimulo de &cidos orgénicos nos individuos a pleno sol de A.
nudicaulis do que nos individuos de sombra dessa mesma espécie (~33 peq H'g*MF de
diferenca). Em V. bituminosa, foi observado um maior acimulo de acidos organicos no
apice foliar, em relacdo & base (~10 peq H*gMF de diferenca). Em V. minarum
também foram encontradas diferencas da acidez titulavel entre as regides foliares, com
um maior acimulo no apice apenas da folha norte e na estacdo seca, quando comparado
ao observado na base dessa mesma folha e nessa mesma estacéo (~15 peq H*g*MF de
diferenca). N&o foram observadas diferencas significativas de AH" para nenhuma das
variaveis de A. nudicaulis e de V. bituminosa. Em V. minarum, no entanto, 0os maiores
valores foram observados na estagdo chuvosa, quando foi registrado um acimulo de
4cidos maior, cerca de 30 peq H'g™*MF a mais que na estacdo seca. Foi observada uma
baixa relacdo positiva entre a acidez titulavel e a interagdo entre a densidade de
estomatos e de escamas de A. nudicaulis (r? = 0,07 e p = 0,04) (tabelas 7, 8 e 9). A
relacdo observada entre a acidez titulavel, a densidade de escamas e o ambiente dos

individuos de A. nudicaulis apesar de significativa no MLE néo foi observada no ML.

Individuos de A. nudicaulis, de sombra, e de V. bituminosa possuem a base foliar
significativamente mais suculenta que o apice (tabelas 7 e 8). O IS foi inversamente
proporcional a densidade estomatica de A. nudicaulis (r? = 0,06 e p = 0,01), e
diretamente proporcional & densidade de escamas de V. bituminosa (12 = 0,19 e p =
0,003). Foram observados, em A. nudicaulis, maiores valores do IS no periodo da

manha, na estacdo seca (~2 de diferenga). Em V. bituminosa, por sua vez, apesar de ter
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Tabela 1: Média + erro padrdo dos valores de T50 obtidos as 8 e 15 horas, durante a estagdo
chuvosa nas trés espécies estudadas. Letras iguais representam médias estatisticamente iguais

(p<0,05).

Espécie Metabolismo Ambiente  Hora  Média T50 + erro padréo (°C)
8h 4554 £0.9 °F
> 15h 49.64 +0.6"°
A. nudicaulis CAM OREDS
8h 48.52+0.5
sombra A
15h 50.85+0.4
DE
V. minarum C3 sol 8 45.33 % 0-4CDE
15h 46.93+£0.5
E
V. bituminosa C3 sombra sh 45.29 ¢ O-SCD
15h 47.7+0.4

Tabela 2: Média + erro padrdo dos valores de T50 obtidos na estacdo seca e na chuvosa, nas
trés espécies estudadas. Letras iguais representam médias estatisticamente iguais (p<0,05).

Espécie Metabolismo Ambiente Estagdo Meédia T50 + erro padréo (°C)

seca 45.95+0.4°

! huva 4759 +0.7 B°

A. nudicaulis CAM ¢ 59£0.7 *
seca 49.11+£0.4

sombra A
chuva 49.69 + 0.4

C

V. minarum C3 sol Seca 46.22 + 0.41C
chuva 46.13+0.3

D

V. bituminosa C3 sombra oo 44.93+0.4 .
chuva 46.49+0.4
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Tabela 3: Resultado dos MLEs para T15 e T50 em A. nudicaulis. A terceira e quarta colunas
representam, cada uma, os resultados do MLE no qual a varidvel resposta estd representada no
cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas
interacBes que foram significativas para ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células
representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado
para cada variavel preditora utilizada.

T15 T50
8h 454168104 4753121044
Hora 15h 46.468 £ 0.37 48.76 £0.39
P 0.0072 0.0028
Apice 457847 £0.39 47.9365 +0.42
Regido Base 46.1001 £ 04 48.3546+0.44
P NS NS
Seca 45.6192+0.38 47.6535+x04
Estacéo Chuvosa 46.2656+0.4 48.6377 +0.44
P 0.2651 0.0849
Sol 447768104 46.8579+045
Ambiente Sombra 47.108£0.28 49.4333+0.28
P 0.0007 0.0002
Norte 46.0729+0.37 48.1374 +0.41
Direcéo ** Sul 452293 £0.34 47.5297 £0.38
P 0.0349™ NS
Acidez P 0.0031 NS
Hara X Estacéo P 0.0001 <.0001

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Variavel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estagdo
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Tabela 4: Resultado dos MLEs para T15 e T50 em V. minarum. A terceira e quarta colunas
representam, cada uma, os resultados do MLE no qual a varidvel resposta estd representada no
cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas
interacBes que foram significativas para ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células
representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado
para cada variavel preditora utilizada.

T15 T50
8h 43642106 46.12+0.37
Hora 15h 440633 +0.38 46.231+£0.39
P 0.4073 0.7148
Apice 43.4823 +0.48 45.8955 +0.38
Regido Base 44223 +0.51 46.4555+0.37
P NS 0.2297
Seca 44.6153+0.52 46.221+0.41
Estacao Chuvosa 43.09+0.42 46.13 £ 0.34
P 0.0963 0.9065
Norte 43.6328 +0.42 457715+0.29
Direcado ** Sul 4461512052 46.221 +0.41
P NS NS
Hora X Regido P NS 0.012
Hora X Estacéo P 0.0005 0.0001

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Varidvel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estacéo

Tabela 5: Resultado dos MLEs para T15 e T50 em V. bituminosa. A terceira e quarta colunas
representam, cada uma, os resultados do MLE no qual a varidvel resposta estd representada no
cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas
interacBes que foram significativas para ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células
representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado
para cada variavel preditora utilizada.

T15 T50
8h 42.8085+046 43.8393:05
Hora 15h 452775+ 041 46.0775+£0.49
P <.0001 <.0001
ﬁ.pice 44021 £0.55 44.5650 £ 0.53
Regido Base 440651+ 0.48 453518 £0.57
P NS NS
Seca 4481151041 4342331043
Estacao Chuvosa 43.2745+0.55 46.4935+0.44
P NS 0.0012
Norte 4526051047 42.8275+10.37
Direcdo ** Sul 4481151041 4342331043
P NS NS
Estdmatos ** p NS 0.1769 ™
Regido X Estdmatos ** P NS 0.0393 **

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Varidvel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estacéo
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sido observada, pelo MLE, uma interacdo entre 1S, a regido foliar e o horéario de coleta,
no teste de Tukey, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores
obtidos.

Os resultados mostrados nas tabelas 7, 8 e 9 mostram que A. nudicaulis, ao contrario
das outras espécies, apresentou CHR significativamente maior no apice foliar, em
comparacdo a base (~8% de diferenca). Nas espécies C3, no entanto, a base foliar
apresentou um aumento de CHR, em relacdo ao apice, de cerca de 6 e 16% em V.
minarum e V. bituminosa, respectivamente. Todas as espécies apresentaram um maior
CHR na estagédo chuvosa (~15% de diferenca). Foi observado um aumento do CHR, em
V. minarum, a tarde, na esta¢do seca (~7% de diferenca). CHR variou de forma negativa
com a densidade de estobmatos das folhas sul de V. minarum (r2 = 0,4 e p = 0,002). A
relacdo entre CHR e a densidade de escamas de V. minarum, observada no MLE, ndo

foi significativa no ML.

Tabela 6: Média + erro padrdo dos valores de H50 obtidos entre as regifes foliares de cada
espécie estudada. Letras iguais representam médias estatisticamente iguais (p<0,05).

Especie Metabolismo Ambiente Regido foliar Média H50 * erro padrdo (min.)
sol apice 80.86 + 11.8°
B
A. nudicaulis CAM base 103174537
apice 157.87 +17.4
sombra N
base 163.66 + 28.1
— =
V. minarum C3 sol apice 73.191+4.8
base 81.56+2.3°
— =
V. bituminosa C3 sombra aplce 70.59+1.8 :
base 73.02 0.9

Densidade de estbmatos e de escamas

Em todas as espécies analisadas foram encontradas maiores densidades de
estdmatos no &pice foliar (tabela 10, 11, 12). Houve diferencas na densidade de escamas
observada entre as regides foliares somente em A. nudicaulis e V. minarum, com
maiores valores no apice foliar. Plantas de sol de A. nudicaulis exibiram, ainda, maior
densidade de escamas do que plantas de sombra (~8 escamas/mm? a mais). Além disso,
foi observada, em A. nudicaulis, uma maior densidade de escamas na face abaxial das
folhas N-S, quando comparada a densidade da mesma face na folha S-N (~4

escamas/mm? de diferenca). Em V. minarum, por sua vez, foi observado um pequeno
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Tabela 7: Resultado dos MLEs para CHR, IS, acidez titulavel e AH" em A. nudicaulis. A partir da terceira coluna sio
representados, em cada coluna, os resultados do MLE no qual a variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabecalho das
linhas estdo representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas intera¢cdes que foram significativas para ao menos um
dos MLEs representados. Os valores nas células representam a média * erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de
significancia (p) encontrado para cada varidvel preditora utilizada.

Acidez titulavel AH+
CHR (%) S (e H'g" MF) __(veq Htg-1 MF)
8h 856+27 8.25+0.3 91.26 +14.9
Hora 15h 89.57+25 7.51+£0.3 34.3+3.2 NA
P NS 0.0026 0.0001

Apice 918325 7.26£0.2 71.32+£13.2 65.96 + 23.3

Regido Base 83.33+£25 8.51+0.3 54.23 +9.8 47.98 £ 15.1
P 0.0134 0.0010 NS NS

Seca 80.38+2.8 8.07+£0.3 71.25+15.5 74.55 + 26.8

Estacdo Chuvosa 94.78+1.6 7.69+0.3 54.30 5.5 39.38+54
P 0.0002 0.3448 NS NS

Sol 87.09+£3.2 7.49+0.2 79.39+15.2 83.98 + 25.7

Ambiente Sombra 88.07£1.7 8.27 £0.3 46.17 £5.3 29.95+6.3
P NS 0.0606 0.0036 NS

Norte 80.38+2.8 8.07+£0.3 71.25+15.5 74.55 +26.8

Direcéo ** Sul 77.47 2 8.97+04 68.77 £ 11.6 53.81+16.5
P NS 0.0213 ** NS NS
Escamas ** P NS NS 0.2077 ** NS
Estdmatos ** P NS 0.0220 ** 0.2308 ** NS
Hora X Estacdo P NS <0.0001 NS NS
Regido X Ambiente P NS 0.0241 NS NS
Ambiente X Escamas ** P NS NS 0.0175 ** NS
Escamas X Estébmatos ** P NS NS 0.0139 ** NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final

** Variavel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estacao
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Tabela 8: Resultado dos MLEs para CHR, 1S, acidez titulavel e AH" em V. minarum. A partir da terceira coluna sdo representados, em
cada coluna, os resultados do MLE no qual a variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabegalho das linhas estéo representadas
as variaveis utilizadas como preditoras e as suas interacBes que foram significativas para ao menos um dos MLEs representados. Os
valores nas células representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada

variavel preditora utilizada.

Acidez titulavel AH+
orR ) ® (soq H'g' MF) _ (ueq Heg-1 MF)
8h 734134 7.61+1 38.0+3.8
Hora 15h 76.38 £ 2.5 8.07 £ 1.1 23.52+1.8 NA
P 0.0828 NS 0.0001
Apice 71.59+2.6 6.74 £ 0.6 33.61+3.3 23.31+10.3
Regido Base 78.19+£3.2 8.941+14 27.92+34 14.26 £ 5.3
P 0.0301 NS 0.0005 ** NS
Seca 66.3+2.9 9.39+14 23.99+1.9 3.85+2.1
Estagéo Chuvosa 83.47+14 6.29£0.2 37.54£3.9 33.72+9.2
P 0.0101 NS 0.0044 0.0132
Norte 66.3+2.9 6.49+0.3 26.86 + 3.0 144 +4.9
Diregéo ** Sul 70.55+£3.2 9.39+14 23.99+1.9 3.85+2.1
P NS NS 0.2791 NS
Escamas ** P 0.0448 ** NS NS NS
Estdmatos ** P 0.0325 ** NS NS NS
Hora X Estacgéo P 0.0057 NS 0.0024 NS
Regido X Diregao ** P NS NS 0.0326 ** NS
Diregao X Estébmatos ** P 0.0025 ** NS NS NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Variavel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estagdo
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Tabela 9: Resultado dos MLEs para CHR, IS, acidez titulavel e AH" em V. bituminosa. A partir da terceira coluna séo representados, em cada
coluna, os resultados do MLE no qual a variavel resposta estd representada no cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as
variaveis utilizadas como preditoras e as suas interacGes que foram significativas para ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas
células representam a média * erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada variavel preditora
utilizada.

Acidez titulavel AH+
CHR () 'S (ueq H'g" MF) _(ueq Hg-1 MF)
8h 7342+5 451+£0.2 20.60£1.8
Hora 15h 70.87 £ 2.7 4.72+0.2 22.03+24 NA
P NS 0.3696 NS
Apice 64.22 + 3.3 4.29+0.2 25.80+2.3 -1.6+5.8
Regido Base 80.07 +3.9 4,94 +0.2 16.83+1.3 -1.27+2.6
P 0.0103 0.0227 0.0020 NS
Seca 66.71 £ 2.8 455+0.2 18.87 £ 1.5 -6+5.8
Estacao Chuvosa 77.58 £4.7 468 £0.2 23.76 £ 2.5 3.13+£1.7
P NS 0.7565 NS NS
Norte 61.66 + 2.1 458 +0.2 20.42+2.3 8.44+2.8
Direcéo ** Sul 66.71+2.8 4.55+0.2 18.87 £ 1.5 3.13+1.7
P NS NS NS NS
Escamas ** P NS 0.0068 NS NS
Hora X Regido P NS 0.0190 NS NS
Regi&do X Estacao P NS 0.0322 NS NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Variavel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estacdo

37



acréscimo na densidade de escamas das duas faces das folhas N-S de V. minarum,
quando comparada as folhas S-N da mesma espécie (~1,5 escamas/mm?2 de diferenca).
Em A. nudicaulis houve uma relagdo positiva entre as densidades de estdmatos e de
escamas nos individuos de sol e de sombra (r2 = 0,22 e p = 0,001, er2=0,37ep <
0,0001, respectivamente). Apesar de ter sido observada uma relacdo entre a densidade
de estbmatos, as orientacdes foliares e 0 ambiente, no MLE de A. nudicaulis, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

DISCUSSAO

Dentre os poucos estudos de termotolerancia fotossintética com espécie CAM,
Weng & Lai (2005) constataram que Ananas comosus, uma bromélia CAM, foi a que
apresentou maior termotolerancia entre 18 espécies tropicais e subtropicais. Outro
estudo realizado com a mesma espécie, e outras frutiferas, por Yamada et al. (1996), A.
comosus apresentou a maior relacao registrada entre o F,/Fy, de folhas expostas a 45°C
pelo F/Fn a 25°C. No presente estudo, por sua vez, individuos da espécie com
metabolismo CAM, A. nudicaulis, crescendo na sombra, apresentaram uma
termotolerancia fotossintética maior que as duas espécies C3 estudadas. No entanto, 0s
individuos crescendo a pleno sol dessa mesma espécie apresentaram uma
termotolerancia similar a registrada para V. minarum e V. bituminosa, que possuem
metabolismo C3. Quando os valores de termotolerancia obtidos para A. nudicaulis, no
presente estudo, e A. comosus (Braun et al., 2002) sdo comparados aos registrados em
plantas C3 nativas de desertos e restingas, com grande temperatura ambiental, eles se
mostram bastante inferiores (e.g. Larrea tridentata: T50 = 62,2°C; Knight & Ackerly,
2002). Além disso, segundo Didden-Zopfy & Nobel, (1982), a temperatura de
decaimento de 50% das atividades dependentes da integridade de membranas de
Opuntia bigevolii, um cactos CAM de um deserto californiano, foi de cerca de 60°C.
Portanto, a termotolerancia fotossintética de plantas CAM provavelmente ndo é
determinado pelo tipo de metabolismo fotossintético, mas possivelmente por variagdes

climaticas histdricas do ambiente ao qual a espécie esta adaptada.

O estresse hidrico, comum em muitos ambientes, pode ser tdo importante quanto
0 estresse térmico para interpretar a termotolerdncia fotossintética. Segundo Havaux

(1992), esse estresse pode elevar a termotolerdncia do PSIl, em até 5°C,
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Tabela 10: Resultado dos MLEs para as densidades foliares de escamas e estdmatos de A. nudicaulis
durante a estacdo seca. Nas terceira e quarta colunas sdo representados, em cada coluna, os resultados do
MLE no qual a variavel resposta estd representada no cabegalho. No cabecalho das linhas estdo
representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas interacdes que foram significativas para
ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células representam a média + erro padrdo de
cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada variavel preditora utilizada.

Escamas Estdbmatos
AB 27.9249 + 0.96
Face AD 25.4034 +1.27 NA
P 0.0169
Apice 28114 £1.2 24,5209 +4.24
Regiao Base 25.2143+1.03 12.5441+2.38
P 0.0055 <.0001
Sol 30.5093 £1.02 19.6672 + 3.64
Ambiente Sombra 22.819+0.9 17.3979 £ 3.49
P 0.01 0.4271
Norte 26.0338 +1.08 16.8306 + 3.28
Direcao Sul 27.2945 £1.18 20.2345 £ 3.81
P 0.2246 0.0151
Escamas P NA 0.0093
Estébmatos P 0.0014 NA
Face X Ambiente P 0.0022 NA
Face X Diregao P 0.0229
Ambiente X Diregéo P NS 0.0252
Ambiente X Estématos P 0.0005 NA

NS: valor p > 0,05, variavel preditora nao utilizada no MLE final

Tabela 11: Resultado dos MLEs para as densidades foliares de escamas e estdbmatos de V. minarum
durante a estacdo seca. Nas terceira e quarta colunas sdo representados, em cada coluna, os resultados do
MLE no qual a variavel resposta estd representada no cabegalho. No cabecalho das linhas estdo
representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas interacdes que foram significativas para
ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células representam a média + erro padrdo de
cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada variavel preditora utilizada.

Escamas Estdmatos
AB 12.5126 + 0.61
Face AD 129223 +0.91 MNA
P 0.5465
Apice 14.8765+0.9  36.5608 + 2.1
Regido Base 10.5585+06 24.584+2.09
P <.0001 0,0001
Norte 11.9453+0.69 29.879+2.75
Direcéao Sul  13.4897 +0.82 31.2658 + 3.01
P 0.0285 NS
Face X Regido P 0.023 MNA

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
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Tabela 12: Resultado dos MLEs para as densidades foliares de escamas e estdmatos de V. bituminosa
durante a estacdo seca. Nas terceira e quarta colunas séo representados, em cada coluna, os resultados do
MLE no qual a variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabecalho das linhas estdo
representadas as variaveis utilizadas como preditoras e as suas interagcGes que foram significativas para
ao menos um dos MLEs representados. Os valores nas células representam a média + erro padrdo de
cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada varidvel preditora utilizada.

Escamas Estdmatos
AB 19.0368 +1.09
Face AD 13994 +0.9 MNA
P <.0001

Apice 16.0111+0.96 55.7237 +3.45
Regido Base 17.0187 £1.32 21.9365+3.38
P 0.3176 <.0001
Norte 16.3893 +1.12 40.5851 £7.22
Diregao Sul 16.6415+1.189 37.0651 £5.82
P NS NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final

possivelmente devido a mudancas na composicao lipidica das membranas dos tilacoides
(Martins-Janior et al., 2008; Prabha et al., 1985). Em um estudo realizado por Froux et
al. (2004) foi observada uma variacdo sazonal da termotolerancia, com maiores valores
no verdo, em resposta ao aumento da temperatura ambiente. Variagdes sazonais da
termotolerancia também foram observadas em espécies da savana chinesa, por Zhang et
al. (2012), quando foram constatadas maior termotolerancia fotossintética dessas
espécies durante a estacdo seca. Por outro lado, um estudo conduzido por Krause et al.
(2010) com arvores tropicais no Panama ndo constatou nenhuma variacdo sazonal na
termotolerancia. Da mesma forma, ndo foram observadas variacBes sazonais da
termotolerancia nas bromélias estudadas, a excecdo de V. bituminosa, que apresentou
uma maior termotolerancia durante a estacdo chuvosa. Esse resultado mostra que
diferentes espécies de bromélias podem apresentar respostas sazonais distintas da
termotolerancia fotossintética. Além disso, V. bituminosa, por ser nativa de um habitat
sombreado, possivelmente possui uma maior sensibilidade a elevacéo da radiacéo solar
observada durante a estacdo seca nesse ambiente (cerca de 610 pmol.m?2.s™ a mais que
a PPFD registrada na estacdo chuvosa), o que pode ter contribuido para a reducdo de sua

termotolerancia nesse periodo.
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A luz interage fortemente com as altas temperaturas, podendo, quando em baixa
intensidade, reduzir o grau do dano ao aparato fotossintética induzido pelo calor
(Havaux et al., 1991; Valladares & Pearcy, 1997). Por outro lado, ja foi reportado por
alguns autores que altas intensidades de radiacdo solar podem acentuar 0s danos por
altas temperaturas ao aparato fotossintético e, com isso reduzir sua termotolerancia
(Campos, 2011; Valladares & Pearcy, 1997). Portanto, a menor radiagdo solar registrada
no ambiente sombreado, em relagéo ao exposto a pleno sol, principalmente na estacdo
seca (~720,5 pmol.m?2.s™ de diferenca), é uma causa provavel para a menor tolerancia
fotossintética observada nas plantas de A. nudicaulis crescendo a pleno sol, quando

comparada a registrada nos individuos de sombra dessa mesma espécie.

Em um estudo com arvores alpinas, Braun et al. (2002) observaram uma
variacdo diéria na termotolerancia de mais de 4,8°C, o que foi relacionado ao aumento
da temperatura foliar ao longo do dia. Em outro estudo, feito por Campos (2011), com
espécies arboreas de uma area florestal semidecidua de Belo Horizonte, Minas Gerais,
foram encontradas variagbes didrias de até 5,5°C, principalmente no periodo de
transicdo entre a estacdo seca e a chuvosa. No presente estudo, por sua vez, foram
observadas variac@es diarias da termotolerdncia nas trés espécies estudadas, com o
maior incremento de aproximadamente 4,1°C em A. nudicaulis, apenas na estacao
chuvosa, quando ocorreu a menor variacdo diaria da temperatura e de PPFD. A
intensidade de PPFD durante o dia é determinante para 0 acimulo de &cidos organicos
em plantas com metabolismo CAM, onde individuos de locais mais expostos
apresentam maiores taxas de acumulo de &cidos organicos (Barrow & Cockburn, 1982;
Llttge, 2004), como foi observado em A. nudicaulis, no presente estudo. Durante a
manhd, essa espécie apresentou, como o esperado, os maiores acumulos de acidos
organicos, exatamente quando foram registradas as menores termotolerancias
fotossintéticas. Resultados similares a esse ja foram relatados em trabalhos com plantas
CAM, utilizando o grau de injuria visual como medida de termotolerancia (Kappen &
Losch, 1984; Losch & Kappen, 1983). Segundo esses autores, uma relacdo da
termotolerancia com a acidez titulavel pode estar relacionada a danos provocados pelas
altas temperaturas ao tonoplasto, que provoca um aumento do efluxo do malato do

vacuolo para o citosol, o que pode danificar diversas estruturas celulares.

41



Escamas foliares possuem diversas funcdes em bromélias, como a protecédo
contra radiagOes solares potencialmente prejudiciais, protecdo contra a transpiragdo
excessiva e até a absorcdo de &gua e nutrientes acumulados no tanque (Benzing, 2000).
Uma relacdo negativa entre a densidade de estbmatos e escamas tem sido descrita para
algumas espécies de bromélias, com maior densidade estomatica e menor densidade de
escamas no apice foliar, sugerindo a funcdo absortiva desses tricomas (Freschi et al.,
2010; Popp et al., 2003; Takahashi et al., 2007). Entretanto, no presente estudo, foram
observadas, em A. nudicaulis e V. minarum, uma maior densidade de escamas no apice
foliar, em relacdo a base. Além disso, em A. nudicaulis, foi detectada uma maior
densidade desse tricoma nos individuos de sol, em relacdo aos de sombra, além de uma
relacdo positiva entre a densidade de escamas e de estdbmatos nessa mesma espécie.
Esses resultados sugerem uma possivel funcdo de protecdo contra altas radiacGes e altas
taxas de transpiracdo das escamas de A. nudicaulis e V. minarum. Em V. bituminosa,
por outro lado, apesar da inexisténcia de diferencas significativas na distribuicdo de
escamas entre suas regides foliares, a relagdo positiva entre IS e a densidade de escamas

sugere uma provavel funcdo absortiva das escamas dessa espécie.

A existéncia do tanque, em bromélias é responsavel por diversos gradientes ao
longo de suas folhas, como o de incidéncia de radiacdo solar e de suprimento de &gua,
que é armazenada no tanque e nos tecidos da base das folhas (Freschi et al., 2010; Popp
et al., 2003). Um gradiente de CHR e IS também foi observado no presente estudo,
onde os maiores valores foram obtidos nas bases foliares das espécies C3. A. nudicaulis,
por outro lado, apresentou maiores valores de CHR no é&pice foliar, semelhante ao
encontrado por Freschi et al. (2010). Esse resultado provavelmente se deve ao
transporte de agua entre os tecidos de uma mesma folha, onde a agua armazenada nos
tecidos da base (maior IS e menor CHR) é transportada para os tecidos ndo-
armazenadores do apice (menor IS e maior CHR) (Schulte & Nobel, 1989). Além disso,
0s maiores valores de acidez titulavel, observados no apice das folhas de A. nudicaulis,
também podem estar relacionados com o papel do malato como soluto nos vacutolos do
clorénquima, reduzindo o potencial osmotico dessa regido e produzindo um transporte
de agua dos tecidos armazenadores da base foliar para os tecidos concentradores de
malato, no apice (Smith & Littge, 1985).
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Os resultados apresentados neste trabalho dao suporte a diversos estudos futuros
e mostram que, ainda que alguns autores apontem espécies CAM como mais
termotolerantes as mudancgas climéticas, esse metabolismo provavelmente ndo estd
diretamente ligado a essa resisténcia, e sim a uma variacdo histéria das condicdes
ambientais a que espécies com esse metabolismo estdo adaptadas. As baixas relacfes da
termotolerancia com as varidveis morfofisioldgicas podem dar suporte a essa suposi¢ao.
Por outro lado, a provavel existéncia de diversas variaveis ndo mensuradas que
interagem com mecanismos fisiologicos das bromélias estudadas, por estarem em
condi¢des naturais, pode ter prejudicado a deteccdo de relacdes entre as variaveis
testadas. Dessa forma, sdo necessarios outros estudos com bromélias CAM, em
condigdes controladas, para que resultados mais refinados e suposi¢cdes mais criteriosas
sejam feitas acerca das diferencas entre os mecanismos da termotolerancia de bromélias

CAM e C3 e de suas relacdes com outras variaveis morfofisiologicas.
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CAPITULO 1

ASPECTOS DA TERMOTOLERANCIA DE Aechmea blanchetiana
(Baker) L.B. Sm., UMA BROMELIA CAM
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RESUMO
Muitas plantas CAM ocorrem em ambientes sujeitos a grandes alteragdes no suprimento
de 4gua, amplas oscilagbes de temperatura, e diferentes niveis de exposi¢do a radiagdo
solar, varidveis conhecidas por limitar a tolerancia fotossintética a altas temperaturas.
No entanto, poucos estudos investigam a termotolerancia fotossintética de bromélias
CAM e nenhum deles testa a possivel influéncia desse metabolismo sobre a
termotolerancia. Além disso, variacbes morfofisiologicas ao longo de uma Unica folha e
diferentes taxas de exposi¢do a luz em folhas com orientacGes distintas podem tornar a
mensuracdo da termotolerancia em bromélias CAM mais complexa. O presente trabalho
teve como objetivo investigar variacdes diarias e sazonais da termotolerancia
fotossintética entre diferentes regides e orientacfes foliares de uma bromélia CAM,
Aechmea blanchetiana, e as possiveis correlacfes dessas variagdes com caracteristicas
morfoldgicas e fisiologicas. Foram testadas as variacGes diarias, sazonais e entre regides
e orientacOes distintas das folhas de A. blanchetiana em relacdo a termotolerancia
fotossintética, a acidez titulavel, o indice de suculéncia, o contetdo hidrico relativo e a
densidade de estébmatos e escamas. O apice das folhas com orientacdo norte-sul
apresentou as maiores temperaturas diarias e os menores acimulos de acidos organicos,
mas diferencas entre orientagbes foliares distintas ndo foram observadas na
termotolerancia. Além disso, foi registrada maior termotolerancia na base foliar, o que
pode ter relacdo com uma possivel estratégia desenvolvida por A. blanchetiana para
proteger os meristemas foliares ai localizados. Foi observada uma variacdo diaria
significativa da termotolerancia de A. blanchetiana, com os maiores valores no periodo
da tarde, quando se detectou os menores acimulos de acidos organicos, 0 que pode ser
devido as variacdes de temperatura ocorrentes ao longo do dia. Foi encontrada, também,
uma relacdo negativa entre termotolerancia e acidez titulavel e, a partir de relacGes
registradas entre variaveis climéaticas e morfologicas com ambas, foi proposta uma
grande influéncia do acumulo de acidos organicos na termotolerdncia de A.

blanchetiana, onde variaveis que afetam a primeira afetam indiretamente a segunda.

Palavras-chave: Aechmea blanchetiana, termotolerancia fotossintética, acidez titulavel,

metabolismo CAM, Bromeliaceae
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INTRODUCAO

Dentre os processos fisiologicos vegetais, a fotossintese € o mais afetado pelo
aumento de temperatura e pode ser totalmente inibida antes mesmo que qualquer outro
sintoma de estresse possa ser detectado (Bjorkman, 1975). A fotossintese possui faixas
Otimas de temperatura com limites altos e baixos distintos para cada espécie (Larcher,
1994). Temperaturas extremas podem inibir drasticamente a fotossintese pela disrupcao
da integridade do aparato fotossintético (Berry & Bjorkman, 1980), resultando em uma
queda do rendimento do transporte de elétrons (F./Fn) devido a modificacbes na
transferéncia de energia entre os fotossistemas (Armond et al., 1978). Dessa forma, a
fluorescéncia da clorofila pode ser utilizada como ferramenta para a mensuracdo da

tolerancia fotossintética a altas temperaturas (Yamada et al., 1996).

A toleréncia da fotossintese a altas temperaturas € limitada por diversos fatores
ambientais como o suprimento de agua, o nivel de exposicdo a radiacdo solar e a
temperatura ambiente (ver Berry & Bjorkman, 1980). Plantas submetidas a estresses
hidricos ou luminosos, por exemplo, podem elevar em mais de 5°C sua tolerancia
fotossintética a altas temperaturas, quando comparadas a plantas de ambientes menos
estressantes (Havaux, 1992; Knight & Ackerly, 2002). Plantas de habitats mais quentes
podem, além disso, apresentar maiores tolerancias fotossintéticas do que espécies de
ambientes mais frios (Knight & Ackerly, 2002). Relacdes positivas entre a
termotolerancia e a temperatura ambiente também ja foram observadas em plantas
CAM (Crassulacean Acid Metabolism) (Didden-Zopfy & Nobel, 1982; Kappen &
Losch, 1984).

O metabolismo fotossintético do tipo CAM ¢é tipicamente associado a plantas
nativas de ambientes aridos e semiaridos, sujeitos a temperaturas extremas, baixa
umidade relativa do ar e alta radiacdo solar (Cushman, 2001). A ampliacdo do numero
de ambientes como esses estd entre as possiveis mudancgas ambientais resultantes do
aquecimento global (IPCC, 2007, 2012). Dessa forma, plantas com metabolismo CAM
sdo apontadas como sendo, possivelmente, beneficiadas pelo aguecimento global
(Cushman & Borland, 2002; Mercier & Freschi, 2008; Osmond et al., 2008).

O metabolismo CAM ocorre em cerca de 6% das angiospermas atuais (Holtum

et al.,, 2007) e, em especial, em bromélias (Martin, 1994), familia em que esse
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metabolismo, certamente, influenciou no sucesso adaptativo a diversos habitats do
continente americano (Benzing, 2000). Mensurar, porém, a termotolerancia em
bromélias CAM é complexo, especialmente naquelas que apresentam tanque, onde
variacdes morfofisioldgicas podem ocorrer ao longo de uma Unica folha (Freschi et al.,
2010; Popp et al., 2003; Takahashi, 2008). Essas variacdes supostamente ocorrem
devido a gradientes, de exposicao solar e suprimento hidrico, criados pelo imbricamento
de suas folhas (Popp et al., 2003). Desta forma, o efeito das condigdes ambientais no
apice foliar de uma bromélia tanque provavelmente é diferente do observado na base.
Em outras plantas, como em cactos do hemisfério sul, foi observado que os cladddios
tendem a se inclinar em direcdo ao norte geografico para aumentar a interceptacdo da
luz solar pelos meristemas localizados no apice caulinar (por Nobel, 1981). Geller &
Nobel (1987), por sua vez, observaram diferencas na exposicdo da radiacdo
fotossinteticamente ativa em cladodios de cactos com as faces adaxiais voltadas para
diferentes pontos cardinais. Da mesma forma, portanto, é esperado que folhas com
orientacBes distintas, em uma mesma bromélia, apresentem diferentes taxas de
exposicao a radiacdo solar, e consequentemente, de temperatura foliar, 0 que acentuaria

as diferencas fisioldgicas entre as distintas regides das folhas.

Uma relacdo negativa entre a termotolerancia, medida pelo grau de injdria
visual, e a acidez titulavel dos tecidos de duas crassuldceas CAM ja foi observada em
alguns trabalhos (Kappen & Ldsch, 1984; Losch & Kappen, 1983). No entanto, ha
poucos estudos na literatura utilizando a termotolerancia fotossintética de bromélias
CAM (Weng & Lai, 2005; Yamada et al., 1996), e em nenhum deles foi testada a
influéncia desse metabolismo ou de diferentes regibes foliares na termotolerancia.
Apesar do primeiro capitulo do presente trabalho ter testado essas relacBes, 0s
resultados obtidos ndo apontaram diferengas na termotolerancia de distintas regides e
orientacBes foliares das bromélias estudadas e a relagdo inversamente proporcional
obtida com a acidez titulavel da espécie CAM foi bastante fraca. Esses resultados
podem ser explicados pelo tamanho reduzido das folhas das espécies estudadas a pleno
sol e pela inclinagéo, praticamente vertical, de suas folhas. Além disso, as espécies do
primeiro capitulo foram estudadas em condi¢es naturais, sem nenhum controle de
variaveis, ao contrario do estudo feito por Kappen & Ldsch (1984). Espera-se, portanto,
que estudos, em condi¢cdes mais controladas, da termotolerancia fotossintética de

bromélias CAM com folhas de tamanhos maiores e inclinagdes menores possam
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detectar possiveis diferencas entre regides e orientacdes foliares, bem como uma maior
relagdo entre a termotolerancia fotossintética e a acidez titulavel dessas espéecies. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo investigar variacdes diarias e sazonais da
termotolerancia fotossintética entre diferentes regides e orientacGes foliares de uma
bromélia CAM com tanque, Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Sm., e as possiveis
correlagbes dessas variages com caracteristicas morfofisiolégicas da espécie e

variaveis ambientais.
MATERIAL E METODOS
Espécie estudada e informacg6es meteoroldgicas

O estudo foi realizado em individuos cultivados de Aechmea blanchetiana do
campus da Universidade Federal de Minas Gerais. Essa espécie possui metabolismo
CAM obrigatorio e suas folhas, dispostas em uma roseta em forma de funil, possuem
cerca de 10 cm de largura, 90 cm de altura (Smith & Downs, 1979) e uma inclinacéo,

em relacéo ao eixo vertical, de aproximadamente 45° quando totalmente formadas.

O estudo foi realizado na estacdo seca, em agosto de 2011, na estacdo chuvosa,
em novembro de 2011, e durante um veranico, em fevereiro de 2012, época com
caracteristicas de estacdo seca no meio da estacdo chuvosa. Os dados climaticos
(temperatura ambiente, umidade relativa do ar e radiagéo solar) do dia das avaliagcdes e
do dia anterior foram obtidos a partir de uma estacdo de superficie automatica (Estacédo
Pampulha — Ab521) localizada préximo a area de pesquisa onde se encontram 0s
individuos de A. blanchetiana. O acesso a esses dados foi realizado através do website
do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia): http://www.inmet.gov.br.

Temperatura foliar

Para observar diferencas da temperatura entre regides de folhas de A.
blanchetiana com orientagOes distintas ao longo do dia, durante a estacdo seca, foi
registrada a temperatura do ar circundante e da superficie adaxial de duas folhas de
cinco individuos dessa espécie, uma com orientacdes norte-sul (N-S, apice foliar
apontando para o sul geografico) e outra com orientacdo sul-norte (S-N, apice foliar
apontando para o norte geografico) (Figura 1), em diferentes regides do limbo foliar

(&pice, meio e base) e a cada hora do dia (de 7 as 18 horas), através de termopares do
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tipo K ajustados a superficie adaxial das folhas e acoplados a um termémetro digital
modelo TD-880 (Icel Manaus).

/
/
/ N-S
’ =
‘l/ S-N

N
<

Figura 1: llustracio esquematica mostrando os angulos aproximados de incidéncia da radiagao solar
(setas onduladas) em folhas de Aechmea blanchetiana com diferentes orientagBes. As setas
pontilhadas indicam o percurso do Sol (leste-oeste). N-S: orientagdo na qual o &pice foliar aponta
para o sul e a base para o norte geografico. S-N: orientacdo na qual o pice foliar aponta para o norte
e a base para o sul geografico.

Delineamento amostral

Para a determinacdo da acidez titulavel, indice de suculéncia (IS) e conteudo
hidrico relativo (CHR), foi coletado, para cada finalidade, um disco foliar de 1,5 cm? de
trés regides foliares (apice, meio e base, correspondentes ao terco superior, médio e
inferior de cada folha) de folhas, com inclinacdo de aproximadamente 45°, com
orientacdo N-S e S-N, de cinco individuos de A. blanchetiana. Essa amostragem foi

realizada no inicio da manha (8h) e a tarde (15h).
Tolerancia do Fotossistema Il a altas temperaturas

Para a determinagdo da termotolerancia de A. blanchetiana as amostras foram
acondicionadas em agua deionizada durante 24 horas em sacos zip-lock e mantidas em
laboratorio, na presenca de luz, até o teste da termotoleréncia, em laboratdrio. Esse
procedimento foi previamente testado, em laboratério, e mostrou ndo afetar o
rendimento quantico potencial (F,/Fn) das amostras. Apds serem retiradas dos sacos
zip-lock, as amostras foram mantidas no escuro a 25°C, por 15 minutos, para a

determinacdo do F./F, inicial, através de um medidor de fluorescéncia modulada
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(MINI-PAM, Walz). As amostras foram, entdo, colocadas entre duas placas metalicas
forradas com papel filtro umedecido com agua destilada, onde foi inserido o eletrodo de
um termopar, do tipo K, ligado a um termdmetro digital, modelo TD-880 (lcel Manaus).
Esse conjunto foi colocado em outro saco de polietileno zip-lock, que foi submerso em
banho-maria ultratermostatico com circulador (modelo Quimis® 214D2), conforme
Neuner & Pramsohler (2006). As amostras foram submetidas a variagfes crescentes de
temperatura a partir de 35°C — temperatura considerada o limite superior da faixa de
temperatura 6tima da maioria das plantas (Berry & Bjérkman, 1980; Went, 1953) — até
65°C, com o incremento de 1°C a cada 3 minutos. Medidas de F,/F,, foram realizadas
com um medidor de fluorescéncia modulada a cada 2°C de acréscimo na temperatura do
termOmetro digital. Foram calculadas as temperaturas de decaimento de 15% (T15) e
50% (T50) do F./Fn inicial, a partir do ajuste de equacdo sigmoidal, conforme
metodologia empregada por Gimeno et al. (2009) e Godoy et al. (2011), utilizando o
pacote estatistico R 2.15.2 (R Core Team, 2012).

Acidez titulavel, indice de Suculéncia (IS) e Contetdo Hidrico Relativo (CHR)

A acidez titulavel foi realizada conforme Hartsock & Nobel (1976). Foi
calculada, também, a variacdo diaria da acidez titulavel (AH") como a diferenca da
acidez obtida pela manhd@ (8h) pela obtida a tarde (15h) da mesma regido foliar da
mesma folha. O indice de suculéncia, ou o teor de 4gua saturada, referente a capacidade
de armazenamento de agua nos tecidos foi determinado conforme Ogburn & Edwards
(2010, 2012) como:

_ MT— MS
 MS

IS

onde MT € a massa turgida, determinada ap0s a imersdo das amostras em agua
deionizada por 24 horas, e MS é a massa seca das amostras, determinada apods a
secagem em estufa por 60°C até a estabilizacdo da massa. O conteudo hidrico relativo
(CHR) se refere ao teor de agua presente no tecido no momento da coleta. Foi calculado

como:
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onde MF é a massa fresca das amostras.
Densidade de estdmatos e de escamas

Foi coletada uma amostra, durante a estacdo seca, de cada uma das trés regides
foliares (apice, meio e base) da folha N-S e da folha S-N, dos cinco individuos de A.
blanchetiana, para a determinacdo da densidade de estdmatos, na face abaxial
(bromélias sdo hipoestomaticas), e de tricomas peltados (escamas), em ambas as faces
da folha. Para isso, as amostras foram colocadas em FAA (formaldeido a 37%, acido
acetico glacial e etanol a 50%, na propor¢do de 1:1:18), durante uma semana, e
estocadas em alcool 70% até o procedimento de contagem de estdmatos e escamas. Os
fragmentos foram entdo imersos em solucdo de hipoclorito de sédio comercial e agua
destilada (na proporgéo 2:1, respectivamente) durante trés dias, para a diafanizacéo das
epidermes, que foram, entdo, coradas com uma solucdo de safranina (safranina a 0,25%
em etanol a 12,5%) e azul de astra (azul de astra a 0,5% em agua destilada), na
proporcéo de 9:1. As epidermes diafanizadas e coradas foram montadas em lamina com
gelatina glicerinada de Kaiser. A contagem de estdmatos e escamas foi feita em seis
campos de 0,063mm2, nas duas epidermes de cada amostra, com um aumento de 40X,

em microscépio (Olympus), com auxilio de cadmera clara.
Analises Estatisticas

Para avaliar o efeito da regido foliar (&pice, meio e base), da orientacdo foliar
(N-S e S-N), da hora da coleta (8h e 15h), do periodo do ano (estacdo seca, estacdo
chuvosa e veranico), do IS, da acidez titulavel, da densidade de estdmatos e escamas e
as interagOes entre essas variaveis na termotolerancia de A. blanchetiana foram feitos
modelos lineares de efeito misto (MLE), ajustados para dados longitudinais (medidas
repetidas) com efeito espacial aninhado a regido foliar, utilizando o pacote estatistico R
2.15.2 (R Core Team, 2012). Efeitos mistos possibilitam modelar possiveis correlagdes
existentes entre dados agrupados (Buckley et al., 2003), como os encontrados no

presente estudo (valores de amostras de regides e orientagcdes foliares distintas, no
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mesmo individuo, sdo correlacionados). Analises com medidas repetidas e estruturas de
dados agrupados auxiliam a evitar a pseudoreplicacdo dos valores obtidos e elevam o
poder estatistico da analise (Crawley, 2002). Regido foliar (&pice, meio e base),
orientacdo foliar (N-S e S-N), hora (8h e 15h), periodo do ano (seca, chuvosa e
veranico), IS, acidez titulavel e as interacbes entre essas varidveis, foram utilizadas
como varidveis explicativas de T15 e T50. MLEs também foram gerados apenas com 0s
dados obtidos durante a estagéo seca, para a inclusdo das densidades de estomatos e de
escamas nesses modelos. Outros MLEs foram construidos para a predicéo de IS, CHR e
acidez titulavel, no qual a regido e orientacéo foliar, a hora da coleta e o periodo do ano
foram utilizados como variaveis preditoras. Da mesma forma que feita com T15 e T50,
também foram feitos MLEs somente com os dados da estacdo seca para a inclusdo da
densidade de estdbmatos e escamas como variaveis desses modelos. As relacbes das
densidades de estdmatos e escamas com a regido e orientacdo foliar, além da epiderme
(adaxial e abaxial) também foram testadas utilizando MLEs. Outro MLE foi construido
utilizando a média da temperatura das superficie adaxial (registradas as 11, 12 e 13
horas, periodo com maior temperatura ambiente) como variavel resposta e a regido e

orientacdo foliar como preditoras.

Em todos os MLEs gerados as variaveis preditoras foram atribuidas como efeito
fixo e a designacdo de cada individuo analisado foi utilizada como efeito randémico.
Todos os MLEs foram sujeitos a analises de variancia (ANOVA), no qual foram
simplificados progressivamente com a retirada das variaveis preditoras com maior valor
p ndo significativo (>0,05), como o procedimento adotado por Buckley et al. (2003).
Variaveis continuas com relagdes significativas nos MLEs foram incluidas em modelos
lineares simples (ML), para tracar as regressdes e obter os valores de significancia (p) e
ajuste (r?). As relagdes entre varidveis com valores de p significativos (p<0,05) para o0s
MLEs, mas ndo significativos para os ML ndo foram consideradas. Relacfes
significativas nos MLES com variaveis discretas com mais de dois tratamentos foram
sujeitas ao teste de Tukey. Da mesma forma, diferencas entre as médias de variaveis
com valores p significativos (p<0,05) para 0s MLEs, mas néo significativas no teste de

Tukey também néo foram consideradas.

Para verificar a influéncia de variaveis ambientais sobre a termotolerancia (T50)

e a acidez titulavel foi realizada uma particdo hierarquica, utilizando o algoritmo de
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Chevan & Sutherland (1991). No qual é utilizado um método baseado em hierarquias
que, a partir da decomposicdo do R2 produzido por regressdes multiplas, determina-se a
contribuicio de cada variavel independente. E calculada, entdo, a contribuicio
independente média, de cada variavel, relativa ao total de todas as contribuicdes
independentes (Ic) (Chevan & Sutherland, 1991). As varidveis utilizadas como
preditoras foram a temperatura (definida como a média da temperatura ambiental obtida
pelo INMET, na hora da coleta, uma hora a menos e uma hora a mais desse horério, nos
trés periodos do ano), a temperatura do dia anterior (definida como a média da
temperatura ambiental obtida pelo INMET, 23, 24 e 25 horas antes da hora da coleta,
nos trés periodos do ano), radiacdo e umidade (definidas da mesma forma que a
temperatura), radiagdo e umidade do dia anterior (definidas da mesma forma que a
temperatura do dia anterior), regido e orientacdo foliar. Essas Ultimas variaveis foram
incluidas no teste pela possivel interacdo com as variaveis ambientais citadas
anteriormente. A particao hierarquica foi, entdo, randomizada para 1000 repeticGes, para
a obtencéo da significancia dos valores de contribuigdo independente e relativa de cada
variavel (p<0,05). Com as variaveis com maior contribuicdo relativa nas particdes
hierarquicas da termotolerancia e da acidez titulavel foram feitas regresses simples
para obter os valores de significancia (p) e de ajuste (r?). Essas analises também foram
todas realizadas atraves do pacote estatistico R 2.15.2 (R Core Team, 2012).

RESULTADOS

Foram registradas, durante o veranico e a estacdo seca, as menores umidades
relativas do ar ao meio dia (33 e 36%, respectivamente), e 0s maiores valores diarios de
radiacdo solar (3710 e 3131 KJm?, respectivamente). O veranico apresentou a maior
temperatura média (25,6 °C) e a estacdo seca a menor (19,5°C), ja a estacdo chuvosa
apresentou uma temperatura média de 22,5°C. Nessa ultima estacdo foi detectada a

maior UR ao meio dia (67%) e a menor taxa de radiagdo solar (2571 KJm™) (figura 2).

No periodo do dia com as maiores valores da temperatura do ar (11-13 horas),
foram observadas as maiores diferencas de temperatura entre o0 ar e as superficies
foliares (figura 3). A regido apical das folhas com orientacdo N-S apresentaram as
maiores temperaturas durante o dia (~42.5°C), cerca de 7°C acima da temperatura do ar
(tabela 1). Ja a regido do apice das folhas com orientacdo S-N apresentaram as menores
temperaturas no periodo mais quente (~39,4°C), apenas 3°C acima da temperatura do
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Figura 2: Radiacdo solar (barras) e temperatura do ar (linhas) registrados no dia da coleta dos
materiais e 24 horas antes, na estagdo seca (A), chuvosa (B) e no veranico (C) pelo INMET, na
estacdo Pampulha — A521.
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Tabela 1: Média * erro padrao da temperatura do ar e das temperaturas foliares registradas no apice, meio
e base das folhas de A. blanchetiana com orientacdo sul-norte (S-N) e norte-sul (N-S), no periodo do dia
com as temperaturas mais elevadas (11, 12 e 13 horas).

Orientacdo foliar  Regido foliar Media % erro padrao

Apice 38.42+0.9°
Sul-Norte Meio 39.6+0.6°°
Base 39.09+0.4°°
Apice 42.51+0.6"
Norte-Sul Meio 41.03 +0.8%°
Base 38.89+0.7°
Ar 35.26+£0.1

ar. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre as temperaturas
registradas nas diferentes regides das folhas com orientacdo S-N, ao contrario do
observado para as folhas com orientagdo N-S, onde a regido proxima ao &pice

apresentou maiores valores que a regido basal.

Foram observadas diferencas nos valores de T15 somente na estacdo chuvosa,
quando as bases foliares apresentaram os maiores valores (48°C) em relacdo aos do
apice e meio das folhas no mesmo periodo (~44°C). Ndo foram observadas variacoes
diarias nem sazonais significativas dos valores de T15 (tabela 2). A base das folhas
coletadas durante o veranico apresentaram T50 estatisticamente maiores (52,5°C) do
que o apice e 0 meio das folhas coletadas nesse mesmo periodo (~46,7°C para ambos).
Na estacdo seca e na chuvosa, porém, essa diferenca ndo foi observada (tabela 3).
Amostras coletadas as 15 horas apresentaram valores de T50 significativamente maiores
(média de 49,6°C) do que as amostras coletadas as 8 horas (média de 45,7°C),
principalmente na estacdo seca (tabela 3). De modo geral, ndo foram observadas
diferencas sazonais significativas dos valores de T50 (tabela 2). Apesar de, no MLE, ter
sido registrada uma interacéo entre os valores de T50, hora da coleta e regido foliar, ndo
foram observadas diferengas entre esses tratamentos pelo teste de Tukey. Foram
observadas relagdes inversamente proporcionais entre T15 e acidez titulavel nas
amostras coletadas durante a estacdo chuvosa (r2 = 0,25 e p = 0,00003) e no veranico (r?

= 0,16 e p = 0,0008). Uma fraca relacdo negativa entre essas mesmas variaveis também
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Tabela 2: Resultado dos MLEs para T15 e T50. A terceira e quarta colunas da tabela representam, cada uma, um MLE no
qual a variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as variaveis utilizadas
como preditoras dos MLEs e as suas interacdes que foram significativas para algum dos MLEs construidos. Os valores nas
células representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada
varidvel preditora utilizada. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes.

T15 (°C) T50 (°C)
8h 43.62 £ 0.40 45.69 £ 0.51
Hora do dia 15h 4549 +0.33 49.60 £ 0.33
P 0.13690 <0.0001
Apice 43.84 + 0.44 46.63+0.55°
Regido foliar Meio 44.21 £ 0.47 47.03+0.61°
Base 45.62 +0.45 49.27 £0.53"*
P 0.32160 0.00010
Estacéo seca 44.24 £ 0.38 46.83 £ 0.39
Periodo do ano Estac&o chuvosa 44 45 + 0.35 47.46 + 0.54
Veranico 44 .97 £ 0.62 48.65+0.75
P 0.41060 0.06140
Sul-Norte 44 60 £ 0.40 47.73 £ 0.51
Orientacdo foliar Norte-Sul 44.51 £0.35 47.56 £ 0.44
P NS NS
Acidez titulavel P <0.0001 0.00150
Estdmatos/mm? ** P NS 0.01000 ™"
Hora do dia X Regido foliar P NS 0.00770
Regido foliar X Periodo do ano P 0.01790 <0.0001
Hora do dia X Acidez titulavel P 0.03720 NS
Periodo do ano X Acidez titulavel P 0.00230 0.02110

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
** Varidvel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estacdo seca
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Tabela 3: Média + erro padrdo dos valores de T50 obtidos em A. blanchetiana entre os horarios de coleta, as regides foliares e
o0 periodo do ano. Letras iguais na segunda coluna representam médias de T50 estatisticamente iguais em todos os periodos do
ano. Letras iguais, na ultima coluna representam médias estatisticamente iguais em de cada periodo do ano.

, . ) Hora do Média T50 *
Periodo do ano Regido foliar dia erro padréo (°C)
Avice ® 8h 4462 +0.7°¢
P 15h 48.99 + 0.8 "B
3 8h 46.06 +0.5°
Estacao seca Meio B
¢ ! 15h 4817 +1.3°
Base® 8h 44.66 +0.7°¢
15h 48.47 +0.4"
) 8h 433 +1.4°
. B
Apice 15h 495+05"
3 8h 43.8+0.01°
Estacao chuvosa ioB
¢ Meio 15h 50.7 + 0.8
8h 479+16"
Base"®
15h 4957 +0.5%
Avice® 8h 4376 £1.6°
P 15h 4963 +1 "8
, 8h 4412 +21°
Veranico ioB
Meio 15h 49.32 + 1.8
Base A 8h 53.02+1.3°
15h 52.03+0.8"
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foi observada nas amostras coletadas pela manha em todas os periodos do ano (r2 = 0,07
e p = 0,007). Uma fraca relagdo positiva foi observada entre T50 e densidade
estomatica, durante a estacdo seca (r2 = 0,06 e p = 0,035). Foi encontrada, ainda, uma
relacdo negativa entre T50 e a acidez titulavel, principalmente na estacdo chuvosa
(figura 4) (r2=0,55 e p < 0,00001), mas também na estacdo seca (r2 = 0,13 e p = 0,003)
e no veranico (r2= 0,30 e p = 0,00001).

Os maiores valores da acidez titulavel foram registrados no periodo da manha
(8h) em todas as regides foliares analisadas (tabela 4), sendo que os maiores acimulos
de &cidos orgénicos foram registrados no &pice e no meio das folhas (cerca de 268,3 e
253,1 peq H*g*MF, respectivamente) pela manhd. Nessas mesmas regides foliares,
também foram observadas as maiores variacGes diarias da acidez titulavel (tabela 5).
Além disso, o acumulo de acidos, pela manhd, foi significativamente maior durante a
estacdo chuvosa (302 peq H'g*MF) do que nos outros periodos do ano (192,6 e 127,3
neq H'g™MF, para a estacéo seca e 0 veranico, respectivamente). Maiores valores de
AH" foram observados no &pice e no meio das folhas (figura 5). As folhas S-N
apresentaram acidez titulavel as 8h significativamente maior (227,6 peq H*g*MF) do
que as folhas com orientacdo N-S (187 peq H'g™*MF), similar ao observado para AH*
(tabela 5). Apesar de ter sido sugerida, pelo MLE (tabela 4), uma relagéo significativa
entre a acidez titulavel, a densidade de escamas e a regido foliar, isso nao foi
evidenciado pelo ML. Foi observada, porém, uma fraca, mas significativamente
positiva, relacdo entre a densidade de estbmatos e a acidez titulavel, nos dois horarios de
coleta durante a estacdo seca (r2=0,11e p = 0,04, as 8h e r2=0,23 e p = 0,004, as 15h).
Além disso, uma relacdo negativa de AH" com a densidade de escamas foi observada na
folha S-N (r2=0,3 e p = 0,02).

Os valores do indice de suculéncia (1S) foram estatisticamente maiores na regido
foliar do apice durante a estacdo seca (7,1, para o apice e 5,9 e 5,8, para 0 meio e a base,
respectivamente). Nas outras estagdes, porém, essa diferenca ndo foi observada,
variando em torno dos 5,5 em todas as regides foliares. O contetdo hidrico relativo
(CHR) foi estatisticamente maior as 8h apenas durante o veranico (88,3% as 8h e 81,7%
as 15h), quando esses valores foram estatisticamente menores do que nas outras
estacOes (tabela 4). Na estacdo chuvosa, foram encontrados valores de CHR
significativamente maiores no apice e no meio das folhas (91 e 89,6%,
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Tabela 4: Resultado dos MLEs para o contetdo hidrico relativo (CHR), indice de suculéncia (IS) e acidez titulavel. A terceira, quarta e quinta colunas da
tabela representam, cada uma, um MLE no qual a variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as
variaveis utilizadas como preditoras dos MLEs e as suas interagdes que foram significativas para ao menos um dos MLEs apresentados. Os valores nas
células representam a média + erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada varidvel preditora utilizada.
Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes.

CHR (%) 1S Acidez titulavel (ueq H g™ MF)
8h 88.31+0.38 564 +0.07 207.30 + 13.74
Hora do dia 15h 86.81+0.64 576+0.17 48.61 + 4.0
P 0.00370 NS <0.0001
Apice 88.92+061" 598+0.25" 196.57 +17.97
e Meio 88.06+0.73" 550+0.07° 20212 +20.14 °
Regido foliar
Base 85.69+053° 561+0.08° 77.35+864°
P 0.00030 0.04630 <0.0001
Estagdo seca 89.40+0.37" 6.27+0.24 " 159.58 + 17.59 °
Periodo do ano Estaco chuvosa 88.26 +0.59" 5.41+0.06° 220.15+21.37"
Veranico 85.02+0.79° 542+0.06° 96.32+10.73 °
P 0.00190 0.00280 <0.0001
Sul-Norte 8747 +058 568+0.12 177.72 +15.72
Orientacgéo foliar Norte-Sul 87.65+0.48 571+0.13 139.64 £15.49
P NS NS 0.01610
Escamas/mm? ** P 0.83680** NS 0.77400™
Estématos/mm? ** P 0.11250" NS 0.00150™
Hora do dia X Regiao foliar P NS NS <0.0001
Hora do dia X Periodo do ano P <0.0001 NS <0.0001
Hora do dia X Orientacao foliar P NS NS 0.01280
Hora do dia X Estdmatos/mm? ** P NS NS 0.04090™
Regido foliar X Periodo do ano P 0.00150 0.00850 <0.0001
Regido X Escamas/mm? ** P NS NS 0.01600™
Regido X Estdmatos/mm? ** P 0.01300™ NS NS
Periodo do anc X Orientacéo foliar P NS NS 0.02910
Diregao X Estématos/mm? ** P 0.04300™ NS NS
Escamas X Estématos/mm? ** P 0.01440™" NS NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final

** Variavel utilizada em um MLE separado, somente com os dados obtidos na estagdo seca
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Figura 4: Relacdo entre T50 e a acidez titulavel de folhas de A. blanchetiana coletadas durante a

estacdo chuvosa.

Tabela 5: Resultado do MLE para AH+. A primeira coluna representa as varidveis utilizadas como
preditoras para o modelo. A Ultima coluna mostra as médias + erros-padréo de cada tratamento dentro de
cada variavel. Nessa coluna também foi representado o valor p encontrado para cada variavel do modelo.
Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes.

AH+ (ueg H+g-1 MF)

Regiao foliar

Apice

Meio

Base
P

198.570 + 17.97 *
202.125 + 20.14 »

77.351 +8.64°
<0.0001

Periodo do ano

Estagdo seca
Estag&o chuvosa

159.582 + 17.50 &
220.146 + 21.37%

Veranico 96.316 +10.73°
P <0.0001
Sul-Norte 177.723 £ 15.72
QOrientacao foliar Norte-Sul 139.639 £+ 15.49
P 0.0051
Regido foliar X Periodo do ano P 0.0004
Periodo do ano X Orientacao foliar P 0.0061

66



Seca Chuvosa Veranico

Figura 5: Média + erro padrdo da variagdo diaria da acidez titulavel (AH+) no apice, meio e base das
folhas de A. blanchetiana coletadas na estagdo seca, chuvosa e no veranico. Letras diferentes representam
meédias estatisticamente diferentes entre as regides foliares em cada periodo do ano.

respectivamente), quando comparados a base (84,2%), o que ndo foi observado no
veranico e nem na estacao seca. Foram observadas fracas relagcdes positivas entre CHR
e densidade de estdbmatos na base das folhas (r2 = 0,25 e p = 0,015) e em todas as
regides das folhas N-S (r2 = 0,11 e p = 0,04). Relagbes significativas entre CHR,
densidade de escamas e densidade de estbmatos, observados no MLE (tabela 4), ndo

foram evidenciadas no ML.

A epiderme abaxial das folhas de A. blanchetiana apresentaram maiores
densidades de escamas (19,8 mm™) do que a epiderme adaxial (14,5 mm™) (tabela 6). O
apice e 0 meio das folhas de A. blanchetiana apresentaram densidades estatisticamente
maiores de estomatos (129,85 e 124,3 mm™, respectivamente) do que a base foliar (94
mm™) (tabela 6).

As parti¢bes hierdrquicas mostraram, tanto para a T50, quanto para a acidez
titulavel, uma maior contribuicdo relativa das variaveis ambientais registradas no dia
anterior a coleta das amostras, comparadas as registradas no momento da coleta (figura
6). Além disso, foi observada, em ambas as analises, uma alta contribuicdo relativa da
regido foliar e uma baixa e ndo significativa contribuigdo da orientacao foliar (figura 6).
As variaveis ambientais que apresentaram maior contribuicdo independente, na particao

hierarquica realizada para T50, foram a umidade do dia anterior e a regido foliar (figura
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6.A), no qual o total de todas as contribui¢bes individuais (Ic) foi cerca de 0,29. Na
particdo hierarquica realizada para a acidez titulavel, as varidveis ambientais que
apresentaram maior contribuicdo independente também foram a umidade do dia anterior
e a regido foliar (figura 6.B), sendo que o total de todas as contribui¢des individuais (I¢)

foi de aproximadamente 0,75.

Tabela 6: Resultado do MLE para a densidade de estdmatos e de tricomas nas folhas de A.
blanchetiana coletadas durante a estagdo seca. A segunda e terceira colunas da tabela representam,
cada uma, um MLE no qual a varidvel resposta esta representada no cabecalho. No cabegalho das
linhas estdo representadas as variaveis utilizadas como preditoras dos MLEs. Os valores nas células
representam a média * erro padrdo de cada um dos tratamentos. P: valor de significancia (p)
encontrado para cada variavel preditora utilizada. Letras diferentes representam médias
estatisticamente diferentes.

Escamas/mm? Estébmatos/mm?
Abaxial 19.75 +0.94
Epiderme foliar Adaxial 1452 +0.8 NA
P <0.0001
Apice 16.51 + 0.9 129.85 +6.26 *
Regizo foliar Meio 16.39 + 1.21 124.31 + 8.68 "
Base 18.51 +1.47 94.05+928°
P NS 0.01010
Sul-Norte 16.12 +1.04 113.97 £ 8.94
Orientac&o foliar Norte-Sul 18.15+£0.92 118.17 £6.38
P NS NS

NS: valor p > 0,05, variavel preditora ndo utilizada no MLE final
NA: ndo se aplica

A partir dos resultados obtidos nas particGes hierdrquicas, foram feitas
regressdes comparando os valores de T50 e de acidez titulavel, obtidos em cada regido
foliar, com os valores registrados para a umidade relativa do ar, a temperatura ambiente
e a radiagdo solar, registradas no dia anterior a coleta das amostras (figura 7). As
relacBes encontradas para T50 foram positivas para a temperatura ambiente e para a
radiacdo solar e negativa para a umidade relativa do ar (figuras 7.A-C). Para a acidez
titulavel, por outro lado, as relagbes com as variaveis ambientais foram exatamente o
inverso das observadas para T50 (figuras 7.D-F). A Unica relacdo ndo significativa
(p>0,05) observada dentre essas regressdes foi encontrada entre a radiagdo solar e os
valores de T50 registrados no meio das folhas de A. blanchetiana (tabela 7). Os valores
de ajuste (r?) observados nas regressdes utilizando a acidez titulavel foram, geralmente,

maiores que 0s obtidos para T50 (tabela 7).
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Figura 6: Contribuigdo independente relativa da umidade (U), umidade do dia anterior (Ua), radiacdo
(R), radiacdo do dia anterior (Ra), temperatura (T), temperatura do dia anterior (Ta), regido (Rg) e
orientacdo foliar (O) nas particdes hierarquicas realizadas com os valores de T50 (A) e de acidez
titulavel de A. blanchetiana (B). Os asteriscos (*) representam valores estatisticamente significativos
(p<0,05) para a contribuicao de cada variavel em uma randomizacao de 1000 repeticoes.
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Figura 7: Relag0es significativas (p < 0,05) da acidez titulavel (A, B e C) e dos valores de T50 (D, E e F) obtidos em cada regido foliar de A. blanchetiana,
com a umidade relativa do ar (A e D), a temperatura do ar (B e E) e a radiacdo solar (C e F), registradas pelo INMET nos dois horarios, um dia antes dos
experimentos (23, 24 e 25 horas antes de cada amostragem). Os valores da significancia (p) e do ajuste (r2) de cada regressdo encontram-se representados na

tabela 7.
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Tabela 7: Valores de significancia (p) e de ajuste (r?) obtidos nas regressoes lineares feitas
com os valores de T50 e da acidez titulavel com a umidade relativa do ar, a temperatura do ar
e a radiacdo solar registradas, pelo INMET (figura 7), nos dois horérios, um dia antes dos
experimentos (23, 24 e 25 horas antes de cada amostragem).

T50 Acidez titulavel
Apice Meio Base Apice Meio Base
Umidade Relativa p 0.00006 0.007 < 0.00001 <0.00001 <0.00001 < 0.00001
do ar r2 0.23 0.1 0.28 0.53 0.63 0.45
p 0.0038 0.0449 < 0.00001 0.00009 0.00002 0.00003
Temperatura do ar
r2 0.12 0.05 0.35 0.22 0.31 0.25
I p 0.0014 >0.05 0.00002 < 0.00001 <0.00001 < 0.00001
Radiagao solar
r2 0.15 0.26 0.39 0.49 0.39

DISCUSSAO

Cactos de ambientes desérticos localizados no hemisfério sul tendem a se inclinar em
direcdo ao norte geografico em busca de uma maior taxa de radiacdo solar no apice
caulinar (Nobel, 1981), sendo que as faces dos cladodios de cactos orientados em
direcdo ao norte geografico recebem menor radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) do
que os direcionados para o sul (Geller & Nobel, 1987). Considerando que o angulo de
incidéncia dos raios solares em uma folha afeta diretamente a temperatura foliar
(Medina et al., 1978; Wolpert, 1962), as maiores temperaturas registradas no apice das
folnas N-S de A. blanchetiana provavelmente se devem ao posicionamento mais
perpendicular dessas folhas em relacdo a radiacdo solar, recebendo, portanto, maior
incidéncia de luz do que as folhas S-N, que estdo mais paralelas a radiagdo (figura 1).
No entanto, essas diferencas na variacdo diaria da temperatura observada entre folhas
com orientac@es distintas de A. blanchetiana, apesar de possivelmente ter influenciado o
acumulo de é&cidos organicos, ndo influenciou de forma significativa a variacdo da

termotolerancia registrada nessa espécie.

O valor médio de T50 encontrado para A. blanchetiana (47,64°C) foi menor do
que o encontrado por Weng & Lai (2005) para Ananas comosus, outra bromélia CAM
(T50 = 49,16°C, calculado a partir do Tc encontrado pelos autores, segundo formula
apresentada por Knight & Ackerly, 2002), mas foi superior a média de T50 encontrada
em V. bituminosa (45,7°C) e V. minarum (46,2°C) (capitulo I). O valores de T50

encontrados em A. blanchetiana, no entanto, foram menores do que os encontrados em
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individuos sombreados de A. nudicaulis (capitulo I; 49,4°C), mas foram maiores do que
os individuos a pleno sol dessa mesma espécie (46,8°C). Assim como observado nos
individuos a pleno sol de A. nudicaulis (capitulo 1) e de Loiseleuria procumbens, um
arbusto andino (Braun et al., 2002), foram registradas grandes varia¢fes diarias da
termotolerancia de A. blanchetiana (de até 7°C), na estacdo chuvosa. Diferentemente do
observado nas trés espécies do capitulo I, foram observados valores de termotolerancia
9,3°C superiores nas bases foliares de A. blanchetiana, durante o veranico, quando
comparados aos obtidos no apice das folhas dessa espécie, no mesmo periodo do ano.
Além disso, a base foliar de A. blanchetiana, que apresentou a maior termotolerancia,
foi a Unica regido foliar que apresentou variacdo sazonal da tolerancia a altas
temperaturas, com um acréscimo de cerca de 8°C nos valores de T50 registrados no
veranico, quando comparados aos observados na estacdo seca. Essa variacdo sazonal foi
superior a encontrada para A. comosus (~0,7°C de diferenca; Weng & Lai, 2005) e V.
bituminosa (~1,5°C de diferenca; capitulo I). A variacdo da termotolerancia entre as
regides foliares de A. blanchetiana indica um possivel papel de prote¢do do &pice foliar,
regido mais fotossinteticamente ativa (Freschi et al., 2010), pela base foliar. Condicao
que se reflete também nas outras diferencas existentes entre o apice e a base foliar, ja
registradas em outras espécies (Freschi et al., 2010; Popp et al., 2003; Takahashi et al.,
2007; Takahashi & Mercier, 2011) e reiteradas, no presente trabalho, pelas variagdes
detectadas na acidez titulavel, suculéncia e densidade de estdmatos. Dentre essas, a que
mais merece destaque € a acidez titulavel que, a despeito da baixa relacdo com a
termotolerancia de A. nudicaulis, detectada no primeiro capitulo, teve uma forte relacdo
negativa com a termotolerancia de A. blanchetiana. Resultados similares foram
descritos por Kappen & Ldsch (1984), no qual a acidez titulavel de Aeonium haworthii
e de Aichryson laxum, duas crassulaceas, foram relacionadas com a sua termotolerancia,
medida em graus de injaria visual. Segundo esses autores, essa relagdo pode ser
explicada pelo aumento da fluidez do tonoplasto, que possibilita a elevacdo da
permeabilidade e do efluxo do malato acumulado no vacuolo, danificando diversas
estruturas celulares (Kappen & Lodsch, 1984; Losch & Kappen, 1983), dentre elas o
aparato fotossintético. Dessa forma, quanto maior a quantidade de &cidos acumulados
no vacuolo, maior seria 0 dano ao aparato fotossintético com a elevagéo da temperatura

e, por consequéncia, menor seria sua termotolerancia.
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Outros aspectos que podem envolver a termotolerancia fotossintética em plantas
sdo as varidveis ambientais, como o nivel de radiacdo solar, temperatura ambiente e a
disponibilidade de agua. Segundo Valladares & Pearcy (1997), por exemplo, 0 estresse
hidrico pode aumentar a resisténcia fotossintética a altas temperaturas e 0 estresse
luminoso pode elevar os danos provocados por altas temperaturas ao fotossistema Il. No
entanto, 0 aumento do estresse por altas temperaturas é frequentemente associado a
baixa disponibilidade hidrica (Simdes-Aradjo et al., 2003). O aumento da taxa de
transpiracdo, por exemplo, induz a uma deficiéncia hidrica que leva a perturbacao de
muitos processos fisioldgicos (Tsukaguchi et al., 2003), como a fotossintese. 1sso
poderia explicar a negativa relacdo entre a termotolerancia de A. blanchetiana e a
umidade relativa do ar, observada no presente estudo. Além disso, conforme Knight &
Ackerly (2002), ha uma relacdo negativa entre a termotolerancia fotossintética de
espécies costeiras e desérticas da Fldrida, Estados Unidos, e os niveis de insolacdo e de
precipitagdo. RelacOes positivas entre a temperatura foliar e a radiacdo solar também
foram observadas em L. procumbens, por Braun et al. (2002). A alta irradiacdo solar e a
alta temperatura ambiental co-ocorrem em muitos ambientes naturais. Dessa forma, um
aumento da adaptacdo fotossintética a altas temperaturas podem resultar em um
aumento da resisténcia a alta radiacdo solar, o que poderia explicar a relacdo positiva
observada entre essas variaveis e a termotolerancia fotossintética de A. blanchetiana.

Além disso, foi observado nas particdes hierarquicas, da termotolerancia e da
acidez titulavel, a maior contribuicdo individual relativa das variaveis ambientais
registradas no dia anterior a coleta das amostras de A. blanchetiana. Esses resultados
indicam que as variagdes, tanto da termotolerancia, quanto do acumulo de &cidos
organicos nessa espécie ndo sao instantaneas, mas se relacionam a modificacdes
ambientais ocorridas em um passado recente. No entanto, o baixo valor total de
contribuicbes individuais das variaveis ambientais, obtido na particdo hierarquica de
T50 (I = 0,29), e os baixos valores de ajuste das regressdes construidas com as
variaveis ambientais de maior contribuicdo individual, nessa particdo (maior valor de r2
= 0,35 e menor valor de rz2 = 0,05), sugerem a existéncia de outras variaveis
influenciando a termotoleréncia de A. blanchetiana. Uma delas poderia ser a acidez
titulavel, que, além de estar diretamente relacionada aos valores de T50, foi mais
influenciada pelas variaveis ambientais (I = 0,75, na particdo hierdrquica; 0,22 < r2 <

0,63, nas regressdes), que podem indiretamente ter afetado a termotolerancia.
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A influéncia de varidveis ambientais, como a intensidade de radiacdo solar, a
temperatura ambiente e a umidade relativa do ar no acimulo de &cidos organicos de
plantas CAM j& foram intensivamente estudadas em varios trabalhos. Como foi
observado no presente estudo, a elevacdo da temperatura ambiente e da radiacdo solar
podem reduzir o acimulo de acidos organicos (Geller & Nobel, 1987; Grams et al.,
1997; Lin et al., 2006; Llttge, 2004) e a elevacdo da disponibilidade hidrica pode
induzir o efeito inverso (Friemert et al., 1988; Kliemchen et al., 1993). Uma variavel
morfologica que também teve relagdes significativas com a termotolerdncia e com a
acidez titulavel foi a densidade de estdbmatos. Essas relacGes, da mesma forma do
observado para as varidveis climaticas, apresentaram maiores valores de ajustes para a
acidez titulavel do que para a termotolerancia. Dessa forma, relagdes observadas entre a

acidez titulavel e outras varidveis podem influenciar indiretamente a termotolerancia.

Além das diferencas observadas no acimulo de acidos organicos, também foram
observadas diferengas na densidade estomatica e na suculéncia entre diferentes regides
foliares de A. blanchetiana. Esses resultados se assemelham ao observado por Freschi et
al. (2010) e podem indicar uma maior capacidade fotossintética do apice das folhas de
A. blanchetiana, que estdo mais expostos as radiagdes solares e possuem menos
restricdes a trocas gasosas que as bases foliares, que estdo em contato direto com a agua
do tanque e expostas a menores taxas luminosas (Freschi et al., 2010). Tais diferencas
podem se refletir em respostas distintas das regides foliares a alteracfes das condicdes
ambientais (Freschi et al., 2010; Zotz & Hietz, 2001), explicando as diferencas de
termotolerancia observadas entre as regides foliares de A. blanchetiana.

A variacdo na termotolerancia fotossintética parece estar mais proximamente
relacionada ao acumulo diferencial de acidos organicos em A. blanchetiana. Varia¢des
espaciais e ambientais da acidez titulavel, portanto, provavelmente influenciam de
forma indireta a termotolerancia fotossintética dessa espécie. O presente trabalho é o
primeiro a apresentar uma variagdo significativa da termotolerancia fotossintética entre
regibes foliares distintas de uma planta e o primeiro a relaciona-la ao acumulo
diferencial de &cidos organicos em uma planta CAM. As hipoteses levantadas neste
trabalho podem ser investigadas por estudos em condi¢cdes mais controladas, onde o

acumulo de &cidos organicos e a termotolerancia fotossintética de uma planta CAM
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sejam isolados das demais influéncias ambientais, de modo que a relacdo entre elas

possa ser melhor estudada.
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CAPITULO 111

RELACOES ENTRE ACIDEZ TITULAVEL E A TOLERANCIA DO
FOTOSSISTEMA Il A TEMPERATURAS EXTREMAS EM UMA
BROMELIA CAM
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RESUMO
Folhas maduras sdo capazes de modificar seu aparato fotossintético em resposta a
variag0es de temperatura. Entretanto, modificacbes que levam ao aumento da
performance fotossintética a altas temperaturas desempenham o papel inverso a baixas
temperaturas. O objetivo do presente trabalho foi testar se fracdes das mesmas folhas de
uma bromélia CAM, Aechmea blanchetiana, mantidas em temperaturas constantes de
10°C e 35°C, ou sob variagOes didrias naturais, apresentam um actmulo diferencial de
acidos organicos e diferentes termotolerancias fotossintéticas a altas e baixas
temperaturas. Foi testada, também, a influéncia da regido foliar, apical ou basal, na
variacdo dessas respostas. Durante o periodo de incubacdo foi observado que a base
foliar das amostras mantidas em temperaturas constantes apresentou uma maior
fotoinibicdo do que o apice, que, provavelmente, € mais resistente a temperaturas ndo
letais (10-35°C). No entanto, a regido basal apresentou a maior termotolerancia
registrada a altas temperaturas, mostrando que essa regido é mais resistente a
temperaturas extremas. A termotolerancia ao resfriamento apresentada pelas amostras
mantidas a 10 e 35°C foram similares, sugerindo que plantas CAM crescendo no limite
Otimo de temperatura apresentam maiores termotolerancias a baixas temperaturas. Além
disso, foram observadas maiores termotolerancias a altas temperaturas, no periodo da
tarde, somente nas amostras ndo incubadas, Unico tratamento em que ndo foram
observadas variacdes diarias da termotolerancia ao resfriamento. Foi proposto, portanto,
que altas radiac¢des, tipicas do periodo vespertino, influenciam mais a termotolerancia
ao resfriamento do que ao aquecimento. Em relagdo ao acumulo de acidos organicos,
ele foi significativamente maior nas amostras mantidas a 10°C e menor nas mantidas a
35°C. No entanto, devido a variacdo natural da temperatura ao longo do dia, a maior
variacdo diaria da acidez titulavel foi observada nas amostras mantidas em temperatura
ambiente. Foram encontradas relacfes negativas entre a acidez titulavel e a
termotolerancia a altas e baixas temperaturas, a exce¢do das amostras mantidas a 35°C,
onde essa relacdo, durante o resfriamento, foi positiva, sugerindo um efeito benéfico do
acido malico, quando em baixas concentragdes, a variacdes de temperatura. Esse estudo
demonstra a complexidade da termotolerdncia de bromélias CAM e gera novas

perspectivas de estudos que esclarecam esse mecanismo.

Palavras-chave: Bromeliaceae, termotolerancia fotossintética, acidez titulavel,

aclimatacdo, temperaturas extremas.
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INTRODUCAO

A exposicdo a condicGes desfavoraveis, particularmente fora da faixa de
temperatura Otima, pode resultar em danos irreversiveis para as plantas (Berry &
Bjorkman, 1980). A capacidade fotossintética, em especial, é perdida de acordo com a
extensdo do dano provocado por esse estresse (Bauer & Senser, 1979), que a altas
temperaturas esta relacionado com o aumento da energia cinética e do movimento de
moléculas através das membranas, causando um afrouxamento das ligacGes quimicas e
tornando as bicamadas lipidicas mais fluidas (Savchenko et al., 2002). O aumento da
fluidez da membrana dos tilacoides causa a dissociacdo dos aceptores primarios de
elétrons (Bukhov et al., 1990) e a separacdo do complexo de evolugdo do oxigénio, que
resulta no aumento da fluorescéncia (Fo) do tecido fotossintético (Bukhov et al., 1990;
Schreiber & Armond, 1978; Yamane et al., 2000). A exposicdo a altas temperaturas em
plantas com metabolismo CAM (Crassulacean Acid Metabolism), além de favorecer a
remoc¢do do malato acumulado nos vacuolos, pode provocar, um aumento da fluidez do
tonoplasto e, consequentemente, uma elevagdo de sua permeabilidade a esse acido, que
é descompartimentado (Friemert et al., 1988; Kappen & Ldsch, 1984; Nimmo et al.,
1995).

Em condicBes de baixas temperaturas os lipidios das membranas sofrem
alteracdes, passando da fase fluida para gel ou sélida (Lyons, 1973). A perda gradual da
mobilidade dos lipidios, gerada por essa mudanca de fase, além de causar alteracdes na
difusdo de substancias (Wolfe, 1978), reduz a atividade de vérias enzimas ligadas as
membranas (Kasamo et al., 1992, 2000). De forma similar ao que é observado a altas
temperaturas, foi descrito por varios autores que baixas temperaturas também estimulam
0 aumento da fluorescéncia (Fo) da clorofila, devido a reducdo do transporte de elétrons
entre os fotossistemas (Briantais et al., 1993; Neuner & Pramsohler, 2006).
Temperaturas mais amenas em plantas CAM, além de estimularem a sintese de acido
malico, também provocam a redugdo da fluidez do tonoplasto e, consequentemente,
estimulam o estoque desse acido nos vacuolos (Kliemchen et al., 1993; Luttge, 2004;
Medina & Osmond, 1981).

Folhas maduras s@o capazes de reverter completamente sua resposta
fotossintética em funcdo de variagdes da temperatura (Bjorkman & Badger, 1979). A

aclimatacdo de membranas celulares a temperaturas estressantes se reflete na alteracéo
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dos padrdes de sua fluidez, que auxilia a reduzir os danos, principalmente, ao aparato
fotossintético (Berry & Bjorkman, 1980). Porém, modificacbes que levam a um
aumento da performance fotossintética a altas temperaturas desempenham o papel
inverso em baixas temperaturas (Berry & Bjorkman, 1980). Enquanto a aclimatacéo a
altas temperaturas reduz a fluidez das membranas celulares, a aclimatacdo a baixas
temperaturas aumenta essa fluidez (Behzadipour et al., 1998; Kliemchen et al., 1993).
Além disso, alteracdes celulares que incrementam o acimulo de &cidos organicos, em
plantas CAM em altas temperaturas, podem reduzir o desempenho desse tipo de
metabolismo em baixas temperaturas (Behzadipour et al., 1998). Foi descrito por alguns
autores que a menor tolerancia a altas temperaturas, medida pelo grau de injuria visual,
coincidiu com 0 maximo de acimulo de malato em plantas CAM (Kappen & Ldsch,
1984; Losch & Kappen, 1983). Da mesma forma, foi observado no capitulo Il, da
presente dissertacdo, que amostras foliares de Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Sm.
com maior acumulo de &cidos organicos apresentaram 0s menores valores de
termotolerancia fotossintética. 1sso pode ter relagdo com o possivel efluxo do éacido
malico acumulado nos vacuolos e 0s consequentes danos celulares gerados pelo
aumento de sua concentracdo fora dessas organelas (Kappen & Losch, 1984). No
capitulo Il, foram observadas, ainda, diferencas significativas da termotolerancia em
regides foliares distintas de A. blanchetiana, o que também pode estar relacionado ao
acumulo diferencial de acidos organicos em cada regido das folhas e a possivel maior

capacidade fotossintética do apice, em relacéo a base foliar (Freschi et al., 2010).

Tendo em vista a relacdo entre a acidez titulavel e a termotolerancia
fotossintética a altas temperaturas, observada no capitulo Il, o objetivo do presente
trabalho foi responder as seguintes questdes: (1) a acidez titulavel também tem relacdo
com a termotolerancia fotossintética de A. blanchetiana a baixas temperaturas? (2)
Folhas, dessa espécie, mantidas experimentalmente em altas e baixas temperaturas
exibem essas relacbes de formas distintas entre si e em relacdo ao observado a
temperatura ambiente? (3) Folhas mantidas em alta ou baixa temperatura, por cerca de
24 horas, apresentam um decaimento do rendimento quantico fotossintético durante esse
periodo? (4) Regides foliares distintas mantidas nas mesmas condi¢Ges luminosas e
hidricas e em temperaturas estressantes apresentam diferentes limites de termotolerancia

fotossintética?
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MATERIAL E METODOS
Desenho experimental

O estudo foi realizado em individuos cultivados de Aechmea blanchetiana do
campus Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais. Essa bromélia possui
metabolismo CAM (Medina et al., 1977) e suas folhas, com cerca de 10 cm de largura e
90 cm de altura séo dispostas em uma roseta em forma de funil (Smith & Downs, 1979).
Para descartar diferencas intrinsecas de cada individuo na resposta a temperaturas
potencialmente estressantes, foram selecionadas, aleatoriamente, no periodo da manha
(8h), uma folha com orientacdo sul-norte (&pice apontando em direcdo ao norte
geografico) de cinco individuos de A. blanchetiana. Essas folhas foram divididas em
trés partes, no sentido da largura, cada uma com cerca de trés centimetros de largura.
Cada parte comp0s um grupo experimental: uma permaneceu na planta e as outras duas
foram destacadas e subdivididas em porcéo apical (terco superior) e porcao basal (terco
inferior). Os segmentos de folhas, apices e bases, foram colocados em frascos com 150
ml de 4gua e mantidos durante 31 horas, em camaras de germinacdo (BODs) a
temperatura constante, um a 10°C e o outro a 35°C. Essas temperaturas foram
escolhidas por se tratarem dos limites, inferior e superior, da faixa de temperatura
considerada Otima para a maioria das plantas (Berry & Bjorkman, 1980). A PPFD
(Photosynthetic Photon Flux Density) medida nas camaras de germinacdo foi de cerca
de 85 umol.m™.s e o fotoperiodo foi de 12h.

Apbds um periodo de 24 e 31 horas (respectivamente, 8 e 15 horas do dia
seguinte) os segmentos de folhas foram utilizados para a determinacdo da acidez
titulavel e da tolerancia fotossintética a altas ou baixas temperaturas.

Para observar o efeito da temperatura durante o periodo de tratamento em
temperaturas controladas, comparativamente com as condi¢6es do ambiente natural, foi
determinado os valores do rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm)
através de um medidor de fluorescéncia modulada (MINI-PAM, Waz). As medidas

foram realizadas 1, 4, 7, 10, 24 e 31 horas apds o inicio dos tratamentos.
Tolerancia do Fotossistema 1l a altas e baixas temperaturas e acidez titulavel

Para a determinacdo da acidez titulavel foi utilizado o procedimento descrito por

Hartsock & Nobel (1976). A termotolerancia do PSII foi determinada utilizando-se
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medidas de fluorescéncia da clorofila com um medidor de fluorescéncia modulada
(MINI-PAM, Walz). Amostras foliares de 1 cm? foram retiradas de cada regido foliar e
mantidas no escuro a temperatura ambiente (~25°C) por 15 minutos para a
determinacdo dos valores iniciais de F./Fy. Posteriormente, as amostras foram
colocadas entre duas placas metalicas forradas com papel filtro umedecido com agua
destilada, onde foi inserido um termopar, do tipo K, ligado a um termémetro digital,
modelo TD-880 (Icel Manaus). Esse conjunto foi colocado em um saco de polietileno
zip-lock fechado, que foi submerso em um banho-maria ultratermostatico com
circulador (modelo Quimis® 214D2), conforme procedimento adotado por Neuner &
Pramsohler (2006). No teste para a tolerdncia fotossintética a altas temperaturas as
amostras foram submetidas a variagdes crescentes de temperatura de 38 a 60°C, com 0
incremento de 1°C a cada 3 minutos. Medidas de F,/Fn, foram novamente realizadas a
cada 2°C de acréscimo na temperatura observada no termdmetro digital. Foram
calculadas as temperaturas de decaimento de 15% (Tn15) e 50% (Tw50) do F./Fn
inicial, a partir do ajuste de equacdo sigmoidal, conforme metodologia empregada por
Gimeno et al. (2009) e Godoy et al. (2011), utilizando o pacote estatistico R 2.15.2 (R
Core Team, 2012).

Na determinacdo da tolerdncia fotossintética a baixas temperaturas o
procedimento foi similar ao realizado para altas temperaturas, no entanto as amostras
foram submetidas a variacGes decrescentes de temperaturas de 10 a -16°C com a
reducdo média de 1°C a cada 3 minutos. As medidas de F,/Fy, ao longo do resfriamento
foram feitas, em média, a cada 3°C de decréscimo da temperatura observada no
termOmetro digital. As temperaturas de decaimento de 15% (T¢c15) e 50% (Tc50) do

F/Fn inicial foram feitas da mesma forma que para Ty15 e Ty50.
Dados meteorol6gicos

Foram coletados dados meteoroldgicos (temperatura ambiente e radiacdo solar),
durante os dias de incubacdo e os dados obtidos nos horarios das coletas foram
relacionados aos valores de termotolerancia e acidez titulavel obtidos dos segmentos
foliares das plantas crescendo no ambiente natural. Os dias de incubagdo ocorreram no
més de abril de 2012, para o teste da termotolerancia a altas temperaturas, e agosto de
2012, para a termotolerancia a baixas temperaturas. Os dados meteorologicos foram
obtidos através de uma estacdo de superficie automatica (Estacdo Pampulha — A521)
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localizada proxima a area onde se encontram os individuos de A. blanchetiana. O
acesso a esses dados foi realizado através do website do INMET (Instituto Nacional de
Meteorologia): http://www.inmet.gov.br.

Andlises Estatisticas

Para avaliar o efeito da hora da coleta (8h e 15h), da regido foliar (apice e base) e
do tratamento (ambiente, 10°C e 35°C) na da acidez titulavel e de todas as variaveis
anteriormente citadas na termotolerancia (Ty15, Ty50, Tc15 e Tc50) de A. blanchetiana
foram utilizados modelos lineares de efeito misto (MLE), ajustados para dados
longitudinais (medidas repetidas) com efeito espacial aninhado a regido foliar,
utilizando o pacote estatistico R 2.15.2 (R Core Team, 2012). Efeitos mistos
possibilitam modelar possiveis correlagdes existentes entre dados agrupados (Buckley et
al., 2003), como os encontrados no presente estudo (valores de amostras de regides
foliares distintas, na mesma folha, sdo correlacionados). Além disso, analises com
medidas repetidas e estruturas de dados agrupados auxiliam a evitar a pseudoreplicacdo
dos valores e elevam o poder estatistico da analise (Crawley, 2002). Dessa forma, a hora
da coleta, a regido foliar, o tratamento, a acidez titulavel e as interagcdes entre essas
variaveis, foram utilizados como variaveis explicativas da termotolerancia. Todos 0s
MLEs foram sujeitos a analises de variancia (ANOVA), e foram simplificados
progressivamente com a retirada das varidveis preditoras com maior valor de

significancia (p >0,05), como o procedimento adotado por Buckley et al. (2003).

Variaveis continuas com relacdes significativas nos MLEs foram incluidas em
modelos lineares simples (ML), para tracar as regressdes e obter os valores os valores
de significancia (p) e ajuste (r?). Relag¢bes entre varidveis com valores p significativos
(p<0,05) para os MLEs, mas ndo significativos para os ML ndo foram consideradas.
Relacbes significativas nos MLEs com variaveis discretas com mais de dois tratamentos
foram sujeitas ao teste de Tukey (p<0,05). Da mesma forma, médias de tratamentos
com diferencas significativas nos MLEs, mas n&o significativas no teste de Tukey

também ndo foram consideradas.

RESULTADOS
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As temperaturas ambientais registradas foram, de modo geral, maiores no més
de abril (méxima de 28,6°C e minima de 17,4°C), quando foi realizado o teste de
termotolerancia a altas temperaturas, do que em agosto (maxima de 23.1°C e minima de
12,4°C), quando foi realizado o teste de termotoleréncia a baixas temperaturas. A
radiacdo solar do primeiro dia de incubacédo de abril foi a menor observada (méxima de
1118 KJ.m®), mas no segundo dia desse periodo a radiacdo foi similar & observada no
més de agosto (maximas de 3152 e 3004 KJ.m™, respectivamente) (figura 1). Durante as
8 e 15 horas dos dias das coletas das amostras para os testes de termotolerancia, as
temperaturas registradas em abril foram, respectivamente, 20,8 e 27,9°C, e em agosto
foram 16,3 e 21,6°C. A radiaco solar, por sua vez, foi de 890,7 e 2116 KJ.m™, no més
de abril, e 814,9 e 1240,5 KJ.m™, no més de agosto, as 8 e 15 horas, respectivamente.

Durante o periodo de incubacdo os valores de F,/Fy decairam de modo
significativo nas bases foliares mantidas nas BODs de 10 e 35°C apenas a partir das
medidas realizadas 24 horas ap6s o inicio da incubac¢do, uma hora apds o inicio do
fotoperiodo das BODs (figura 2). Nos apices foliares desses mesmos tratamentos, so foi
registrado um decaimento de F./Fy, apos as 31 horas de incubacdo, nove horas ap0s 0

inicio do fotoperiodo (figura 2).

Os valores de Tyl5 e Ty50 foram maiores as 15 horas do que as 8 horas, nas
amostras mantidas a temperatura ambiente (tabelas 1 e 2). Nos outros tratamentos,
porém, essa diferenca ndo foi observada (tabela 2). As amostras coletadas as 15 horas,
dos tratamentos a 10 e 35°C, apresentaram maiores Tc15 e T¢50 do que as coletadas as
8 horas (tabelas 1 e 2). Nas amostras mantidas a temperatura ambiente, essa diferenca s
foi observado para Tc15 (tabelas 1 e 2). Entre as regides foliares, os valores de Ty15
foram diferentes apenas nas amostras incubadas a 10°C (tabela 3), ja para os valores de
Tw50, isso também foi observado nas amostras mantidas & temperatura ambiente (tabela
3). Diferencas significativas dos valores de T¢15 e Tc50 entre as regides foliares e os
tratamentos ndo foram detectadas pelo teste de Tukey (tabela 3), ainda que no MLE a
interacdo tenha sido significativa para Tc50. De modo geral, as amostras foliares
mantidas a 10°C apresentaram menores valores de Ty50, do que as incubadas a 35°C e
a temperatura ambiente (tabela 1). Ja as amostras mantidas a 35°C apresentaram, em

média, maiores valores de Tc15 do que as incubadas a 10°C e a temperatura ambiente
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Figura 1: Radiacdo solar e temperatura do ar registrados, pelo INMET,
durante os periodos de incubacdo em abril de 2012 (A), quando foi feito o
teste de termotolerancia a altas temperaturas, e em agosto de 2012 (B),
quando foi feito o teste de termotolerancia a baixas temperaturas.
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Figura 2: A: Média + erro padrdo do rendimento quantico potencial (F./Fy) das
amostras mantidas & temperatura ambiente e a 10 e 35°C durante o periodo de incubacao.
B: Média * erro padrdo do F./F, das amostras da bases e do apices foliares
mantidos a 10 e 35°C durante o periodo de incubacdo. As barras acima dos
graficos representam o fotoperiodo das BODs, onde a porcdo preenchida
representa o periodo escuro e porcao aberta representa o periodo claro.
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(tabela 1). As amostras mantidas a temperatura ambiente apresentaram 0S maiores
valores de T¢50 (tabela 1).

Em relacdo a acidez titulavel, apenas as amostras mantidas a temperatura ambiente
apresentaram diferencas significativas entre os horérios de coleta, que foram maiores
pela manha (tabela 4). Além disso esse tratamento foi 0 que apresentou os maiores
valores de AH" (tabela 3 e 4). A acidez titulavel registradas pela manha nas amostras
mantidas a temperatura ambiente foi similar a acidez registrada nas amostras incubadas
a 10°C, nos dois horarios (tabela 2). De forma semelhante, a acidez acumulada pelas
amostras mantidas a temperatura ambiente, a tarde, foi semelhante a acidez acumulada
pelas amostras incubadas a 35°C, nos dois horarios (tabela 2). Entre as regides foliares a
acidez titulavel registrada nos apices foliares mantidos a temperatura ambiente e a 10°C,

foi maior do que a registrada nas bases desses mesmos tratamentos (tabela 3).

Tabela 1: Resultado dos MLEs para os valores de termotolerancia (Ty15, Ty50, Tcl5 e Tc50).
Cada coluna, a partir da terceira representa os resultados de um MLE no qual a variavel resposta
esta representada no cabecalho. No cabecalho das linhas estdo representadas as variaveis
utilizadas como preditoras dos MLEs e as suas intera¢fes que foram significativas para ao menos
um dos MLEs apresentados. Os valores nas células representam a média + erro padréo de cada
um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada varidvel preditora
utilizada. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes. NS: variavel
preditora ndo utilizada no modelo final (p > 0,05).

T415 T450 Tc15 Tc50
8h 42.072+0.62  44.406+0.74  -2.016+1.0 -9.56 + 0.6
Hora 15h 44142+ 055  47.315+0.69 -9.113+044 -13.703+0.8
P 0.0009 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Apice 42.019+0.6 44118+ 0.78 -4643+1.20 -10.314+0.85
Regido Base 44195+ 058  47.603+0.59 -6.485+0.75 -12.949+0.67
P 0.0005 <0.0001 0.0413 0.0007
Ambiente  42.677+0.82  46.411+0.94" -5263:+0.86" -8.959+0.65°
T 10°C 42537 +0.89  43.966+1.11% -7.707+0.81" -12.743+0.87"
ratamento
35°C 44107 +0.46 47204 +0.51" -3.724+1.71% -13.194+1.1%
P 0.0622 0.0002 0.0022 <0.0001
Acidez P <0.0001 <0.0001 NS 0.5192
Hora
X P 0.0122 NS 0.0003 0.0175
Tratamento
Regiao
X P 0.0237 NS NS 0.0462
Tratamento
Acidez
X P NS NS NS 0.0326
Hora
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Tabela 2: Média + erro padréo, entre os horérios de coleta, dos valores de termotolerancia (Ty15, Ty50, Tcl5 e Tc50) e da acidez titulavel das
amostras foliares de A. blanchetiana incubadas a temperatura ambiente, a 10 e a 35°C. Letras iguais representam médias estatisticamente iguais

(p<0,05).

Tratamento Hora T415 (°C) T450 (°C) Tc15 (°C) Tc50 (°C)  Acidez (neqH'g' MF)

Ambiente 8h 39.99+06°% 4371+13°% 302+13% -840%1.0° 134.81 +27.3%

15h 4536 +1.0" 49.11+07"* -750+05" -952+09° 5247 +86°

10°C 8h 4213+14" 4319+17¢ -558+1.0"® -1060+05° 182.75+31.4"

15h 4295+11" 4474+14"° _983+08" -1489+14" 174.64 +30.8°

350 8h 4410+07" 4632+03"°°¢ 256+18° .968+1.4F° 52.98+96°

15h 4412 +0.7" 48.09+09" -1001+07" -16.71+07" 41.89+49°

Tabela 3: Média * erro padrdo dos valores de termotolerancia (Ty15, Ty50, Tc15 e Tc50), da acidez titulavel e da variacéo diéria da acidez titulavel (AH") das
regides foliares amostradas de A. blanchetiana incubadas a temperatura ambiente, a 10 e a 35°C. Letras iguais representam médias estatisticamente iguais (p<0,05).

Tratamento Regigo foliar Ty15 (°C) Tu50 (°C) T¢15 (°C) Tc50 (°C) (uqu,:%ZMF) (Heq I-?-ll-_:;: MF)
Ambiente Apice 4249 +1.3"° 44,16 +1.45€ -3.82+1.4"° 741+06° 168.62 +20.0 ° 162.19 +15.7
Base 42.86+1.1"° 48.66 +0.8" -6.71+0.8" -10.51 £ 0.9 18.66 + 2.4 ° 247 +3.7°
10°C Apice 39.84 +0.7° 40.84 +0.9° -751+0.8% -10.60 +0.6® 281.45+21.2" 40.69 +43.1°
Base 4523 +1.1° 47.09+1.5° 791+15"% -14.89 +1.3% 75.94 +19.4 € 2448 +24.1°
35°C Apice 4372 +0.7% 47.35+0.8° -2.61+32"% -12.93+2.1° 68.57 +7.7 P 21.29+10.61°
Base 4449 +0.7" 47.06 + 0.6 "° 484+15" -13.46 +0.8" 26.30 +3.4° 0.89+49°
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Tabela 4: Resultado dos MLEs para a acidez titulavel e a variacdo diaria da acidez titulavel
(AH™). A terceira e quarta colunas representam, cada uma, os resultados do MLE no qual a
variavel resposta esta representada no cabecalho. No cabegalho das linhas estéo representadas as
variaveis utilizadas como preditoras e as suas interagdes que foram significativas para ao menos
um dos MLEs apresentados. Os valores nas células representam a média * erro padrdo de cada
um dos tratamentos. P: valor de significancia (p) encontrado para cada variavel preditora
utilizada. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes. NS: variavel
preditora ndo utilizada no modelo final (p > 0,05). NA: néo se aplica.

Acidez AH"
8h 123.511 +15.6
Hora 15h 89.669 £ 13.2 NA
P 0.0014
Apice 172.88 +15.0  109.276 + 30.64
Regido Base 40.299+7.3 -14.607 £ 15.96
P <0.0001 <0.0001
Ambiente 93.641+15.6°  101.16 £ 31.78"
T 10°C  178.695+21.7" 15303 +49.64°
ratamento S B B
35°C 47.4348 +5.4 25.541 £ 9.99
P <0.0001 0.0011
Hora X Regiéo P 0.0001 NS
Hora X Tratamento P 0.0052 NS
Regido X Tratamento P <0.0001 0.0062
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O AH" das amostras das bases foliares mantidas a temperatura ambiente foi semelhante
ao registrado nos apices e bases foliares incubados a 10 e 35°C (tabela 3). Apenas 0s
valores de Tpl5 das amostras incubadas a 10°C apresentaram relagdo negativa
significativa com a acidez titulavel (p < 0,00001 e r2 = 0,67). Ja para Ty50 essa relagédo
também foi observada nas amostras mantidas a temperatura ambiente (figura 3). Nao
foram observadas interacbes com o horario da coleta das amostras. A acidez titulavel
ndo teve relacdo significativa com T¢15, mas sim com T¢50, as 15 horas, sendo que as
amostras mantidas a temperatura ambiente e a 10°C apresentaram uma relacdo positiva
(figuras 4.A-B) e as amostras incubadas a 35°C a apresentaram de forma negativa
(figuras 4.C).

As temperaturas das camaras e a registrada no momento da coleta das amostras
das plantas mantidas no ambiente foram relacionadas de forma significativa com a
acidez titulavel e os valores de Ty50 dos apices foliares, onde foram ajustadas funcdes
sigmoidais (figuras 5.A-B). RelacGes significativas também foram observadas entre as
temperaturas e os valores de Tc50 tanto do apice quanto da base foliar, onde foram

ajustadas funcdes quadraticas (figura 5.C).

o * Tk —+— 10°C

) o 35°C
k- Ambiente

=068 -
p<0.0001 S
M %K% o
. e
0 100 200 300 400
Acidez titulavel (peq H+g_1MF)

40 A

Figura 3: Relagdo entre a termotolerancia (Ty50) e a acidez titulavel das
amostras mantidas a temperatura ambiente e a 10 e 35°C.
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Figura 4: Relacdo entre a termotolerancia (Tc50) e a acidez
titulavel das amostras mantidas a temperatura ambiente (A) e a
10 (B) e 35°C (C), as 15 horas, registradas nas duas regides
foliares amostradas.
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altas (B) e baixas temperaturas (C), registradas nas duas regides
foliares amostradas. As curvas representam as fungfes que foram
ajustadas para os dados: sigmoidais (A e B) e quadratica (C).



DISCUSSAO

A aclimatacao do aparato fotossintético e do metabolismo CAM pode ocorrer de
minutos a horas em temperaturas moderadamente altas (Behzadipour et al., 1998;
Havaux, 1993). Os resultados do presente estudo demonstraram que 0s segmentos de
folhas de A. blanchetiana exibiram, em um curto espago de tempo, uma aclimatacdo da
termotolerancia do fotossistema Il (PSIl) e do metabolismo CAM as elevagbes e
reducdes da temperatura ambiente. Foi observado no capitulo Il que tanto a tolerancia a
altas temperaturas quanto o acimulo de acidos também estdo relacionados a variagdes
climéticas do dia anterior. Em conjunto, esses resultados sugerem, como observado em
outros trabalhos (ver Berry & Bjorkman, 1980), que o metabolismo CAM e a
termotolerancia sdo afetados por fatores climaticos recentes e histéricos e que a
aclimatacdo a variacbes ambientais, dentro de uma faixa Otima, pode ocorrer

rapidamente em bromélias CAM.

A elevacdo da temperatura acentua a fluidez do tonoplasto, que fica mais
permeavel ao &cido malico acumulado no vacuolo, que €, entdo, extravasado para 0
citosol (Friemert et al., 1988). Com a reducdo da temperatura, por outro lado, os lipidios
do tonoplasto podem se solidificar, causando a contracdo dessa membrana e criando
fissuras que aumentam a sua permeabilidade (Lyons, 1973), favorecendo a
descompartimentacdo dos acidos acumulados no vactolo. Em estudos utilizando sinais
de injurias visuais pelo calor em tecidos de plantas CAM foi observado, como no
presente trabalho, que a termotolerancia a altas temperaturas estd negativamente
relacionada com o acumulo de &cidos organicos (Kappen & Ldsch, 1984; Ldésch &
Kappen, 1983). Dessa forma, 0 aumento ou reducao da temperatura foliar, além de sua
faixa 6tima, pode ser mais prejudicial a tecidos com grandes concentracfes de acidos
organicos do que a tecidos com menores concentracfes que, consequentemente,

apresentam uma maior termotolerancia.

Efeitos benéficos do acido malico, em baixas concentragdes, por outro lado, ja
foram relatados por alguns autores tanto em baixas quanto em altas temperaturas
(Petinov & Molotkovsky, 1957; Santarius, 1971). Em baixas temperaturas o malato
pode proteger os tilacoides contra o frio, por interagir com sais que inibem as
membranas fotossintetizantes a baixas temperaturas (Santarius, 1971). Sob altas

temperaturas, por sua vez, o malato pode interagir com a amonia, altamente citotoxica,
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que ¢ produzida pela degradacdo de proteinas, comum nesse tipo de estresse (Petinov &
Molotkovsky, 1957). Sendo assim, baixas concentracdes de &cido malico nas folhas de
A. blanchetiana poderiam aumentar a tolerancia fotossintética dessa espécie a altas e
baixas temperaturas, mas concentracdes desse acido acima de um limite poderiam ser
prejudiciais. Essa seria uma explicacdo para a relacdo negativa entre Tc50 e a acidez
foliar observada nas amostras mantidas a 35°C, e os menores Tc50 e maiores TH50,
observados nesse mesmo tratamento, onde menores quantidades de &cidos organicos
foram acumulados. Da mesma forma, os maiores valores de Tyl5 e Ty50 das bases
foliares, em relacdo aos apices, também podem ser um reflexo do acimulo diferencial

de &cidos orgéanicos existente entre essas regides foliares.

Diferentes regides das folhas de uma bromélia tanque, como a A. blanchetiana,
podem possuir distintos papéis funcionais no metabolismo regular da planta e em
resposta a estresses ambientais (Freschi et al., 2010). Diferencas na espessura do
hidrénquima (Freschi et al., 2010), na densidade de tricomas e de estdmatos e no
acumulo de acidos organicos entre o apice e a base das folhas (ver capitulo Il, Freschi et
al., 2010; Popp et al., 2003) sdo exemplos disso e podem estar relacionados, inclusive, a
uma maior capacidade absortiva da regido basal (Takahashi & Mercier, 2011) e
fotossintética da porcdo apical da folha (Freschi et al., 2010). Da mesma forma, 0s
menores efeitos da exposicdo tanto a 10 quanto a 35°C no rendimento quantico
potencial (F./Fn) no apice foliar indica uma maior toleréncia do PSII dessa regido a
temperaturas moderadamente estressantes. Isso pode ter relacdo com a sua localizacao,
acima do tanque, onde ocorrem maiores variagfes das condi¢Ges ambientais (ver
capitulo 11). No entanto, ainda que o apice foliar de A. blanchetiana tenha apresentado
uma menor fotoinibicdo ao longo da incubacdo a temperaturas moderadamente
estressantes, ela exibiu menor termotolerancia do que a porcéo basal da folha. Dessa
forma, o acimulo diferencial de acidos organicos entre as regides foliares, além de estar
relacionado a uma provavel divisao funcional da folha, também pode ser um indicio de
uma estratégia desenvolvida por bromélias CAM para que a regido basal foliar proteja a
regido apical, possivelmente mais fotossintetizante (Freschi et al., 2010) e, portanto,

com uma menor termotolerancia.

VariacgOes diarias da termotolerancia ja foram relatadas, inclusive em plantas
CAM (capitulo I, Braun et al., 2002; Kappen & Lodsch, 1984; Larcher, 1980). Como
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observado por Kappen & Losch (1984) e Braun et al. (2002), a tolerancia a altas
temperaturas parece ser positivamente relacionada a variacdo diaria da temperatura
ambiente. A relacdo da tolerancia fotossintética sob resfriamento com a temperatura
ambiente, por sua vez, parece se desenvolver de forma que plantas de ambientes com
temperaturas proximas ao limite, inferior e superior, de sua faixa de temperatura 6tima
sdo, possivelmente, mais tolerantes ao resfriamento do que as plantas submetidas a
temperaturas dentro dessa faixa. Foi observado, além disso, que a tolerdncia
fotossintética ao aquecimento apresenta maiores variacoes diarias (~6°C), em condi¢cbes
normais, do que a tolerdncia a baixas temperaturas (~4°C). As amostras foliares de A.
blanchetiana mantidas tanto a 10 como a 35°C, em condi¢des de PPFD inferiores a
natural, apresentaram variacdes diarias de Tc50 de forma mais marcante do que as
amostras mantidas a temperatura ambiente. Uma variacdo similar na tolerancia ao
aquecimento ndo foi observada, mas, os valores de Tyl5 e Ty50 registrados nas
amostras a temperatura ambiente, a tarde, quando a radiacdo solar era mais intensa,
foram similares aos apresentados pelas amostras mantidas nas BODs, no mesmo
horério. Dessa forma, a variacdo da radiacdo solar ao longo do dia parece exercer uma
influéncia relativamente menor na tolerancia fotossintética a altas temperaturas do que

na tolerancia a baixas temperaturas.

CondicGes ambientais, como as relacionadas a exposicdo a altas radiacdes
solares, podem acentuar os danos por temperatura ao PSII (Valladares & Pearcy, 1997),
mas fatores enddgenos, como os ritmos circadianos, podem elevar a resisténcia da
planta a esse tipo de estresse (Rikin et al., 1993). De modo geral, os ritmos circadianos
regulam o desenvolvimento de fases de resisténcia proximas ao meio do dia, para altas
temperaturas (Rikin, 1992), e a partir do final do dia, para baixas temperaturas
(McMillan & Rikin, 1990). Amostras foliares coletadas ao final do dia, portanto,
apresentam uma maior tolerancia a baixas temperaturas do que as coletadas no inicio
dele, como foi observado nas amostras mantidas a temperatura constante, 10 ou 35°C,
quando os efeitos de outras variaveis ambientais, como a alta exposicdo a radiacdo
solar, ndo estiveram presentes. Entretanto, nas amostras coletadas diretamente das
plantas, sujeitas a variacdo diaria natural da temperatura e da radiagdo solar, ndo foi
constatada maior tolerancia a baixas temperaturas no periodo da tarde, possivelmente

devido a um efeito prejudicial da alta radiac&o registrada nesse horério.
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Outro mecanismo fisioldgico que pode ser controlado por ritmos circadianos é o
metabolismo CAM (Nimmo, 2000). Porém, o estoque de acido méalico nos vacuolos de
plantas com esse metabolismo depende, fortemente, da fluidez do tonoplasto (Kluge et
al., 1991), que é influenciada por mudangas na temperatura foliar ao longo do dia
(Behzadipour et al., 1998). A sintese e o efetivo estoque de acido malico nos vacuolos
séo, supostamente, facilitados por uma rigidez relativa do tonoplasto (Kliemchen et al.,
1993) que é proporcionada pela reducdo das temperaturas foliares, comuns no periodo
noturno (Behzadipour et al., 1998; Kliemchen et al., 1993; Osmond, 1978). A elevacao
da temperatura ao longo do dia, por outro lado, influencia na descarboxilacdo do malato
e no aumento relativo da fluidez do tonoplasto, que propicia e remobilizacdo desse
acido (Friemert et al., 1988). Dessa forma, as mudancas de temperaturas ao longo do
dia, com menores temperaturas a noite e maiores durante o dia, favorecem o
metabolismo CAM (Luttge, 2004). No entanto, baixas variagdes de temperatura ao
longo do dia, com temperaturas baixas durante o dia, ou altas durante a noite, podem
prejudicar, tanto a remobilizacdo, quanto o estoque do malato nos vactolos, como foi
observado por Haag-Kerwer et al. (1992) para Clusia minor, uma planta CAM-
facultativa. A reduzida variacdo diaria da acidez titulavel observada nas amostras
mantidas em temperatura constante de 10 e 35°C, no presente trabalho, seria, portanto,
uma consequéncia da auséncia de variacBes didrias da temperatura, onde baixas
temperaturas, no periodo claro, prejudicaram a remobilizacdo dos acidos organicos e

altas temperaturas, no periodo escuro, prejudicaram o seu estogue.

O presente estudo é o primeiro a mostrar a relacdo entre a acidez titulavel e a
termotolerancia fotossintética, que ocorre de forma negativa, em uma planta CAM,
exposta ndo apenas a altas como também a baixas temperaturas. Também foi constatada
a influéncia de varidveis ambientais (radiacdo e temperatura ambiente) na variacao
diéria da acidez titulavel e na termotolerancia fotossintética. Foi demostrado que regides
foliares distintas de A. blanchetiana podem apresentar diferentes respostas a variagoes
da temperatura e da radiacdo solar e que isso pode ser parte de uma estratégia contra
danos aos seus meristemas. Uma das possiveis explicacOes para a relacdo negativa entre
a termotolerancia e a acidez titulavel é o efeito da temperatura na fluidez do tonoplasto.
Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para a melhor elucidacdo dos varios
aspectos da termotolerancia de bromélias CAM, como a sintese de proteinas de choque

térmico (HSPs), as variacOes da fluidez das membranas fotossintetizantes e vacuolares,
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possivelmente por espectroscopia EPR (Electron Paramagnetic Resonance), e 0s varios

aspectos das trocas gasosas dessas plantas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi observado que o metabolismo CAM, por si s6, ndo é responsavel pela
elevacdo da termotolerancia fotossintética das plantas que o possuem. Ao inves disso, 0
acido malico, principal componente desse metabolismo, parece atuar de forma negativa
na aquisicdo de termotolerancia dessas espécies. Comparando-se os resultados obtidos
com o observado em outros trabalhos com plantas que possuem metabolismos C3, C4 e
CAM (tabela 1), é possivel notar que, apesar das maiores termotolerancias registradas
nas espécies CAM estudadas, Aechmea nudicaulis e Aechmea blanchetiana, serem
similares a registrada em outra bromélia CAM, Ananas comosus (Weng & Lai, 2005),
esses valores foram bem inferiores ao observado em outras espécies que nao apresentam
esse metabolismo. Além disso, a termotolerancia observada nas espécies da Serra da
Piedade foi similar, ou inferior, a observada em espécies dos Alpes austriacos (Braun et
al., 2002) e as maiores termotolerancias observadas, dentre todas as espécies estudadas,
foram proximas a de espécies nativas da costa e de um chaparral da Florida, Estados
Unidos (Knight & Ackerly, 2002). E possivel notar, também na tabela 1, que as
espécies com maior termotolerancia ou possuem uma ampla distribuicdo equatorial na
América do Sul (Campos, 2011) ou sdo de ambientes naturalmente submetidos a altas
temperaturas, como as de desertos da Fldrida (Knight & Ackerly, 2003). Dessa forma, é
provavel que além de estar possivelmente relacionada com a aclimatacdo as variacoes
de temperatura tipicas de seu ambiente natural, a termotolerancia de uma espécie pode
ser resultante de variacGes ambientais historicas, que podem ter favorecido espécies

com grande termotolerancia potencial (Knight & Ackerly, 2003).

Outro ponto importante dos resultados apresentados é a influéncia da regido
foliar na termotolerancia de bromélias, onde cada por¢do das folhas parece desenvolver
diferentes respostas a alteracdes da temperatura ambiente. Neste trabalho, o apice foliar
apresentou maior capacidade de aclimatacdo a temperaturas nao letais (10-35°C), mas
menor termotolerancia a temperaturas extremas do que a base foliar. Dessa forma, o
menor acumulo de &cidos organicos na base foliar, além de ter relacdo com possiveis
divisbes funcionais nas folhas (Freschi et al., 2010), pode funcionar como uma
estratégia de bromélias CAM para que a regido basal foliar proteja a regido apical,
possivelmente mais fotossintetizante (Freschi et al., 2010) e, portanto, com uma menor

termotolerancia.
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Até 0 momento, a Unica espécie CAM utilizada em estudos envolvendo
termotolerancia fotossintética foi o abacaxizeiro (Ananas comosus) (Weng & Lai, 2005;
Yamada et al., 1996), uma bromélia de valor agrondbmico. Essa é também a Unica
espécie utilizada em estudos de termotolerancia da familia Bromeliaceae. No entanto, o
conhecimento do mecanismo e da magnitude da termotolerancia de bromélias envolve
muito mais do que a questdo da producdo alimenticia, € de extrema importancia para a
compreensdo dos impactos de mudancas ambientais na formagdo e na manutengdo do

ecossistema a que essa familia esta relacionada.

Tabela 1 (préxima pagina). Comparacao dos resultados encontrados, no presente trabalho,
com o observado por outros autores. Foi construido o “T50 corrigido” que consiste em uma
transformacdo do Tc, utilizado em alguns dos trabalhos, segundo férmula construida por
Knight & Ackerly (2003). Os valores estdo todos apresentados em ordem crescente para
a melhor comparacao dos resultados encontrados, que estdo em negrito e diferenciados
por capitulo.
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Familia Espécie Metabolismo Tc (°C) T50 (°C) T50 (°C) corrigido Referéncia
Rutaceae Citrus sinensis C3 36.71 39.05 Weng & Lai, 2005
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (10°C, Apice) CAM 40.8 40.8 Capitulo 1l
Poaceae Saccharum officinarum C4 41.31 43.65 Weng & Lai, 2005
Poaceae Zea mays Cc4 42.67 45.01 Weng & Lai, 2005
Fabaceae Acacia confusa C3 43.25 45.59 Weng & Lai, 2005
Bromeliaceae Vriesea bituminosa C3 45.7 45.7 Capitulo |
Primulaceae Soldanella pusilla C3 43.6 45.94 Braun et al., 2002
Rosaceae Rubus L. subgenus Idaeobatus C3 43.7 46.04 Molina-Bravo et al., 2011
Caricaceae Carica papaya C3 43.85 46.19 Weng & Lai, 2005
Bromeliaceae Vriesea minarum C3 46.2 46.2 Capitulo |
Ericaceae Rhododendron ferrugineum C3 43.9 46.24 Braun et al., 2002
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (Apice) CAM 46.6 46.6 Capitulo 11
Poaceae Miscanthus floridulus C4 44.39 46.73 Weng & Lai, 2005
Bromeliaceae Aechmea nudicaulis (Sol) CAM 46.8 46.8 Capitulo |
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (10°C, Base) CAM 47.1 47.1 Capitulo 1l
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (35°C, Base) CAM 47.1 47.1 Capitulo 1
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (35°C, Apice) CAM 47.3 47.3 Capitulo 1l
Hydrophyllaceae Eriodictyon californicum C3 48 48 Knight & Ackerly, 2002
Amaranthaceae Atriplex leucophylla C3 48.7 48.7 Knight & Ackerly, 2002
Ericaceae Loiseleuria procumbens C3 46.4 48.74 Braun et al., 2002
Grossulariaceae Ribes californicum C3 49 49 Knight & Ackerly, 2002
Bromeliaceae Aechmea blanchetiana (Base) CAM 49.3 49.3 Capitulo 11
Bromeliaceae Aechmea nudicaulis (Sombra) CAM 49.4 49.4 Capitulo |
Bromeliaceae Ananas comosus CAM 47.19 49.53 Weng & Lai, 2005
Rosaceae Heteromeles arbutifolia C3 51.5 51.5 Knight & Ackerly, 2002
Melastomataceae Miconia ibaguensis C3 53.48 53.48 Campos, 2011
Caprifoliaceae Lonicera hipidula C3 54.4 54.4 Knight & Ackerly, 2002
Melastomataceae Miconia lepidota C3 54.80 54.80 Campos, 2011
Fabaceae Bauhinia longifélia C3 55.01 55.01 Campos, 2011
Amaranthaceae Atriplex hymenelytra C3 55.7 55.7 Knight & Ackerly, 2002
Melastomataceae Miconia albicans C3 56.63 56.63 Campos, 2011
Zygophyllaceae Larrea tridentata C3 63.2 63.2 Knight & Ackerly, 2002
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