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RESUMO GERAL

Os estOmatos sdo estruturas vitais para sobrevivéncia das plantas
terrestres, sendo fundamentais no controle das trocas gasosas. Assim, a
densidade estomatica é um atributo frequentemente utilizado em avaliagoes de
respostas de plantas a pressdes ambientais. Este atributo fornece informagdes
que remetem a plasticidade das plantas quanto as variagdes na disponibilidade
de agua e nutrientes, intensidade da radiacdo, dentre outros fatores. No entanto,
ndo ha um método bem definido ou padronizado para o levantamento da
densidade estomatica, o que inviabiliza comparagdes entre trabalhos que focam
tal atributo. Nesse sentido, foi realizada uma investigagdo da estrutura da
distribui¢do espacial dos estomatos em folhas de Jatoba (H. courbaril L.),
coletadas em trés ambientes distintos, utilizando-se de ferramentas de
geoestatistica. Foram ainda realizadas andlises da expansdo foliar, com objetivo
de identificar possiveis relagdes entre a estrutura espacial dos estdmatos nas
folhas e a taxa de expansdo foliar. Com base no estudo da distribuicdo espacial
da densidade estomatica, foi proposto um método de amostragem e analise para
avaliar a densidade estomatica em folhas de Dicotiledoneas, que foi comparado
com outros dois métodos. Em geral, os resultados obtidos indicaram uma
estrutura espacial da densidade estomatica nas folhas de jatoba, sendo que essa
estrutura ¢ fortemente influenciada pela taxa de expansdo foliar. Ao comparar
diferentes métodos para avaliagdo da densidade estomatica, verificou-se que a
ferramenta geoestatistica elimina parte da variacdo entre amostras, uma vez que
considera a variabilidade associada ao fator espacial. A redug@o na variabilidade
dos dados estimados permitiu detectar diferengas entre tratamentos, o que nio
ocorreu com os demais métodos.

Palavras-chave: Estomatos. Densidade estomatica. Expansao foliar. Folhas.



GENERAL ABSTRACT

Stomata are structures critical to the survival of terrestrial plants, and are
fundamental in the control of gas exchange. Thus, stomatal density is a trait
often used to measure plant responses to environmental stresses. This trait
provides information regarding the plants plasticity with respect to water and
nutrient availability, the intensity of radiation, as well as other stresses.
However, there is not a well-defined or standardized method for the
measurement of stomatal density, thus precluding comparisons between studies
that focus on this trait. Therefore, a study was conducted to determine the
structure of the spatial distribution of stomata in the leaves of Jatoba (H.
courbaril L.) using a geo-statistical analysis. An analysis of leaf expansion to
investigate any possible relationships between the spatial structure of the
stomata in the leaves and leaf expansion rates was performed. In this study, a
protocol is determined to estimate the stomatal density in the leaves of
Dicotyledons, and is compared with two other methods used in a case study
where plants were collected from three different environments. There was a
clear pattern of the spatial distribution of stomata within the Jatoba leaf, and it
became clear that this structure is strongly influenced by the rate of leaf
expansion. Comparing the different methods to estimate the stomatal density, it
was found that by using geo-statistical software, some of the variation between
samples is removed by considering the variability caused by the spatial factor.
This reduction in the variability of the estimated data allowed the mean test to
detect differences between treatments, which were not detectable with the other
methods.

Key words: Estomatal. Stomatal density. Leaf expansion. Leaves.
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1 INTRODUCAO

Os estomatos sdo estruturas encontradas nas partes aéreas das plantas
terrestres, principalmente nas folhas, e sdo responsaveis por grande parte das
trocas gasosas que ocorrem nos vegetais. Assim, os estdmatos podem ser
entendidos como valvulas da epiderme que controlam, principalmente, a entrada
de dioxido de carbono e a saida de 4gua da planta e, consequentemente, afetam a
taxa fotossintética, o estado hidrico da planta e a eficiéncia do uso da agua e sdo,
portanto, componentes chave para sobrevivéncia das plantas terrestres
(BERGER; ALTMANN, 2000; NADEAU; SACK, 2002).

A analise de atributos dessas estruturas embasa inferéncias sobre o
comportamento das plantas perante variagdes ambientais. Rotineiramente, os
atributos analisados acerca de respostas estruturais dos estomatos sdo densidade
estomatica e indice estomatico. E interessante ressaltar que a analise da
distribuicdo espacial dessas variaveis, no limbo foliar pode fornecer também
informagoes associadas aos processos de formagao da folha (POOLE, 1996).

Para obtencdo de informagdes da distribuicdo espacial em folhas é
necessario utilizar métodos de amostragem e tratamento de dados que
considerem o carater espacial dessa informagdo. Dentre diversas ferramentas que
permitem a andlise de dados que apresentam variagdo no espaco, destaca-se a
geoestatistica.

Ao realizar o levantamento de dados com carater espacial € necessaria a
elaboracdo de um plano amostral que vise a otimizar o esfor¢o amostral e
qualidade dos dados. Nesse contexto, novamente a geoestatistica apresenta-se
como ferramenta adequada, fornecendo pardmetros com informagdes
relacionadas ao padrio da distribuicdo espacial da variavel analisada que

permitem a elaboracdo de um plano amostral. Esses mesmos pardmetros também
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podem ser utilizados na compreensdo de processos que ocorrem nas folhas
durante a sua formagao.

Diante da escassez de estudos que considerem a distribui¢do espacial
dos estomatos no limbo foliar, e baseando-se na hipdtese que atributos
estomaticos, como densidade estomatica e indice estomatico, sdo variaveis que
apresentam estrutura espacial e respondem de maneira diferencial as condicdes
ambientais, desenvolveu-se o presente trabalho, tendo como material vegetal:
folhas de Jatoba oriundas de diferentes ambientes. Os objetivos do trabalho
foram: (i) elaborar um método de amostragem da densidade estomatica que
contemplasse o carater espacial dessa variavel; (ii) analisar o padrdo da
distribui¢do da densidade estomdatica no limbo foliar; (iii) correlacionar
parametros da distribui¢ao espacial com a taxa de expansao foliar; (iv) descrever
possiveis relagdes que influenciam os processos de expansao foliar e a génese de
estomatos; (v) comparar resultados obtidos por diferentes métodos de
amostragem e analise; (vi) propor uma rotina para estudos de densidade

estomatica visando otimizar o esforgo amostral e a qualidade da informagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estdbmatos

Os estomatos s3o estruturas de fundamental importancia para a
sobrevivéncia das plantas terrestres. Em termos evolutivos, essa estrutura
contribuiu para a ocupacdo do ambiente terrestre pelos vegetais. A maior parte
da agua transpirada pelas plantas terrestres, bem como o diéxido de carbono
absorvido na fotossintese, passa através dos poros estomaticos, também
denominados ostiolos ou fendas estomaticas (JONES, 1992).

A natureza séssil das plantas exige que elas adaptem constantemente as
variagdes em seu ambiente, e estdmatos sdo vitais para essa fungdo (CASSON;
GRAY, 2008). Ao regular as trocas gasosas com o ambiente, principalmente
vapor de agua e didxido de carbono, essas estruturas permitem a planta otimizar
e balancear a performance fotossintética com a disponibilidade e uso de agua
(CHAERLE et al., 2005).

O aparato estomatico ¢ composto por duas células-guarda ou labiais
pareadas as quais circundam um poro microscopico, o ostiolo. Abaixo do poro
encontra-se a camara subestomatica. As células-guarda podem ainda ser
acompanhadas de células subsididrias ou companheiras. De acordo com o
numero de células subsidiarias ou auséncia das mesmas, os estOmatos sdo
classificados como anomociticos, paraciticos, anisociticos ou tetraciticos quando
ha auséncia, duas, trés ou quatro células subsidiarias, respectivamente. Essa
estrutura apresenta um comportamento dindmico, sendo capaz de aumentar ou
diminuir a resisténcia a passagem dos gases através do controle do potencial
hidrico (V) das células-guarda (ROELFSEMA; HEDRICH, 2005).

A segunda estratégia empregada pelas plantas para adaptar as constantes
mudancas ambientais ¢ modular a frequéncia na qual os estdbmatos se

desenvolvem em novos orgdos (CASSON; GRAY, 2008). Mudancas na
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frequéncia podem ser expressas na forma de densidade estomatica (DE) (numero
de estomatos por unidade de area) ou como indice estomatico (razdo, expressa
em porcentagem, entre nimero de estdmatos e nuimero de estOmatos mais
numero de células epidérmicas).

A mudanca na densidade estomdtica ou indice estomatico pode ser
considerado um evento de longo termo, pois ¢ um processo no nivel estrutural e
irreversivel. Alteragdes na frequéncia do desenvolvimento de estdmatos em
novos 6rgaos sdo reguladas por um mecanismo que envolve orgdos maduros,
funcionando como sensores das condi¢des ambientais e enviando sinais para os
orgdos em desenvolvimento (COUPE et al, 2006; LAKE et al., 2001;
MIYAZAWA; LIVINGSTONE; TURPIN, 2006; SCHOCH; ZINSOU; SIBI,
1980).

As trocas gasosas representam um importante ponto de controle do
funcionamento da planta como um todo, alterando diversas respostas no espago
e no tempo. A modulagdo da freqiiéncia, na qual os estdmatos se desenvolvem
em um novo 6rgdo ¢ um processo que registra o comportamento da planta
perante variagdes ambientais, no intervalo de tempo no qual o oOrgdo se
desenvolve. Esse registro, o qual pode ser medido e expresso como densidade
estomadtica ¢ de grande valia em investigagdes fisioldgicas e ecoldgicas, por ser
inerente aos processos pertinentes a essas duas grandes areas da boténica.

Embora a densidade estomatica venha sendo amplamente utilizada em
estudos de comportamento de plantas em diferentes condigdes ambientais,
raramente o cardter espacial desse atributo é considerado na coleta e
processamento dos dados (POOLE et al. 1996). Segundo Ticha (1982), todas as
folhas completamente expandidas de uma mesma planta exibem um gradiente
ontogénico e espacial da densidade estomatica. Esse atributo também ¢
fortemente afetado pelas condi¢des de crescimento: importantes influéncias

incluem intensidade e qualidade da radiacdio (GAY; HURD, 1975),
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disponibilidade de agua (GINDEL, 1969), disponibilidade de nutrientes no solo
(HSAIO; GISCHER, 1975) e niveis de diéxido de carbono (WOODWARD;
BAZZAZ, 1998). Mesmo quando folhas com equivalentes estagios de
desenvolvimento de uma mesma espécie sao estudadas, deve ser estabelecido se
ha diferenca na densidade estomatica ao longo da superficie foliar, em qualquer
desses niveis, ontogé€nico e fenotipico (WEYERS; MEIDNER, 1990).

A necessidade de se estabelecer a existéncia de diferengas na densidade
estomatica ao longo da superficie foliar deve-se a heterogeneidade da
distribuigdo dos estdmatos, provocada principalmente por variagdes das
condigdes ambientais no intervalo de tempo em que o orgdo (folha) se
desenvolve (POOLE et al., 1996).

O crescimento das folhas em  Monocotiledoneas  ocorre
unidirecionalmente, com células sendo constantemente produzidas na regido
meristematica, proximo a base da folha, e sdo afastadas do meristema pela
subsequente divisdo e elongacdo das células (FRASER et al., 1990; SKINNER;
NELSON, 1994), resultando em um nitido padrdo de distribui¢do dos estomatos
longitudinalmente na folha. Devido a essa caracteristica é possivel deduzir
processos temporais, através de caracteristicas espaciais em folhas de
Monocotiledoneas (POOLE et al., 1996). No entanto, o mesmo ndo ¢ possivel
em Dicotiledoneas, pois essas apresentam um crescimento bidirecional das
folhas, ocorrendo divisdes celulares em todo o limbo foliar (GRANIER,;
TARDIEU, 1998). Esse fato provoca uma aparente aleatoriedade da distribuigéo

espacial dos estomatos.

2.2 Geoestatistica e distribuicéo espacial dos estbmatos

A geoestatistica ¢ um método estatistico relativamente recente capaz de

analisar a distribuicdo dos valores de varidveis no espaco. Essa ferramenta vem
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sendo amplamente utilizada na geologia, ciéncias dos solos e mais recentemente
nas ciéncias ambientais em geral. Porém, esse método apresenta grande
potencial de aplicagdo em qualquer estudo que envolva variaveis distribuidas no
espaco, ¢ que de alguma forma apresentem um padrdo na sua distribuicdo
espacial. Matheron (1963) denominou esse tipo de variavel como “Variaveis
Regionalizadas”, nome dado também a teoria precursora da geoestatistica. A
Teoria das Varidveis Regionalizadas foi definida por Matheron (1963) a partir
de uma fungdo espacial numérica, variando de um local para outro, com
continuidade aparente e tal variagdo ndo pode ser representada por uma fungao
matematica simplesmente. No entanto, atualmente a fundamentagao
geoestatistica encontra-se inserida na teoria convencional da estatistica (MELLO
et al., 2005).

A geoestatistica ¢ baseada na variancia ao longo do espaco, assim
considerando dois pontos com um intervalo de distancia h entre eles, a variagdo
entre esses dois pontos ¢ dada por uma fun¢do variograma 2y, que depende da
localizagdo (x) ¢ do deslocamento (h) (MCBRATNEY; WEBSTER, 1996).

No entanto, para que a fungdo variograma seja fungdo apenas de h, ¢
preciso adotar a hipotese de que a variancia das diferencas entre dois pontos
amostrais dependa apenas do deslocamento (h) (Hipotese Intrinseca) e que isso
ocorra em toda area a qual a populagdo ocupa (Estacionaridade).

Na teoria das Variaveis Regionalizadas, o valor de y(h) é conhecido
como semivariancia, e ¢ definido como a metade da esperanga da variancia entre
pares de pontos separados por uma distancia (h). A fun¢do y é o semivariograma
(MELLO et al., 2005).

Dentro das condigdes impostas pela Hipotese Intrinseca, a semivaridncia
pode ser estimada mediante uma unica realizagdo do processo estocastico

através da equagdo:
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Em que N(h) é o nimero de pares de valores medidos Z(x;), Z(x;+h),
separados por um vetor h (JOURNEL; HUIJBREGTS, 1978). O grafico de v'(h)
em fungdo dos valores correspondentes de h, chamado semivariograma, ¢ uma
fungdo do vetor h e, portanto, ele depende de ambos, magnitude e diregdo de h.

Assim, a constru¢do de semivariogramas permite a detecgdo de padrdes
de distribui¢@o espacial, além de permitir afirmar se a variavel se enquadra na
defini¢do de “Variavel Regionalizada”.

A geoestatistica apresenta-se como uma potencial ferramenta para
investigar a distribuicdo espacial dos estomatos. Poole et al. (1996),
investigando sobre densidade estomatica de folhas de Alnus glutinosa L.,
discutem a importancia de se considerar a heterogenecidade da distribuicdo
espacial dos estomatos na superficie da folha, e utiliza um interpolador bi-linear
para estimar o nimero de estomatos na folha e construir mapas da densidade e
indice estomatico. Nesse ponto, a geoestatistica apresenta grande potencial em
estudos dessa natureza, pois através da modelagem do semivariograma obtém-se
um interpolador que considera o padrdo de distribuicdo de cada base de dados
em particular.

Ha de se ressaltar que o uso da Geoestatistica, assim como de outras
técnicas de tratamento de dados com carater mais refinado s é possivel gracas
ao advento de computadores mais eficientes e ao facil acesso dos mesmos aos
pesquisadores. Souza e Buckeridge (2004) destacam que, por volta da década de
1960, com a maior disponibilidade de recursos computacionais, surgem novas
possibilidades de abordagem de processos bioldgicos, assim como em diversas

outras areas da ciéncia.
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2.3 Expansao foliar

A area foliar determina grandemente a intercep¢do de luz e a
transpiragdo da planta (MONTEITH, 1977). O crescimento da folha com o
tempo depende das condi¢des ambientais, como déficit hidrico (LECOEUR et
al., 1995; RANDALL; SINCLAIR, 1988), densidade de fluxo de fotons
(DENGLER, 1980; MILTHORPE; NEWTON, 1963), temperatura (BEM HAJ
SALAH; TARDIEU, 1995; GRANIER; TARDIEU, 1998) e demanda
evaporativa (BEM HAJ SALH; TARDIEU, 1996). A expansdo foliar pode ser
abordada, também como um processo ligado a deformacgdo das paredes das
células epidérmicas, que formam o tecido menos plastico das folhas durante a
expansdo (KUTSCHERA, 1992). No entanto, de uma forma simplificada a
expansdo foliar pode ser considerada como resultado da divisdo e expansao das
células epidérmicas como descrito por Tardieu, Granier ¢ Muller (1999) pela

equagdo a seguir:

RER = dN/Ndt+dA/Acdt.

onde RER ¢ a taxa de expansdo foliar relativa, N é o numero de células

epidérmicas, A, ¢ a area média das células epidérmicas e t € o tempo.

Um importante componente dos modelos de expansdo foliar ¢ a taxa de
divisdo celular, que mesmo sendo expressa separadamente da taxa de expansdo
celular, ndo sdo independentes, pois sdo modulados pelos mesmos fendmenos;
turgor das células epidérmicas e propriedades das paredes celulares
(LOCKHART, 1965).

Ambos os processos de expansdo e divisdo celular influenciam

diretamente na distribuicdo espacial dos estdmatos nas folhas, pois o processo de
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diferenciag@o celular que da origem aos estdmatos s6 ocorre em células jovens,
as quais acabaram de passar pelo processo de divisdo e a expansdo celular
continua, ocorrendo depois de cessada a divisdo (BEERING; CHALONER,
1993).

Poole (1996), ao encontrar variagdes na densidade estomatica em
diferentes regides de uma mesma folha, sugere trés possiveis explicagdes para o

fenomeno.

a) A diferenciacdo dos estdmatos ndo ¢ uniforme nas diferentes
regides da superficie foliar, resultando em diferentes densidades
estomaticas ou diferentes densidades de células epidérmicas ou
ambos (hipotese da “diferenciagdo”).

b) Na fase final da expansao foliar ndo ha divisao e a expansdo celular
¢ diferente em diferentes partes da folha, resultando no
espacamento desigual entre os estomatos (hipotese da “expansdo’).

¢) Variagdes espaciais na expansdo e diferenciagdo contribuem para o

espagamento desuniforme (hipotese “mista”).

No entanto, detectar variagdes na taxa de expansdo e na densidade
estomatica em pequenas regides da folha pode gerar dados com altos niveis de
ruido. Uma alternativa vidvel para tal investigacdo surge com a possibilidade do
uso das ferramentas geoestatisticas, como os pardmetros de ajuste do

semivariograma.

2.4 Avaliacdo da densidade estomatica

Ao estimar a densidade estomatica de uma planta, como qualquer outra

varidvel, ¢ necessario seguir um protocolo de procedimentos. Esse protocolo
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deve ser satisfatorio em dois sentidos; “viabilidade do procedimento” e
“acuracia da estimativa”. A viabilidade do procedimento ¢ inerente ao processo
amostral. A amostra deve representar a populagdo como um todo e para isso
quanto maior a amostra, mais representativa serd a mesma. Por outro lado,
amostras grandes podem significar o emprego de muito tempo e recursos. A
acurdcia esta relacionada a precisdo da estimativa, sendo assim, depende da
qualidade dos dados obtidos na amostragem. Dessa forma, um procedimento
amostral satisfatorio otimiza a menor amostra com a maior acuracia possivel.

Sendo a densidade estomatica um atributo que varia no espago, alguns
fatores do procedimento amostral podem influenciar na representatividade da
amostra. Alguns desses fatores sdo: forma de amostragem (sistematica ou
aleatoria) e a forma e dimensao da grade e da unidade amostral.

Tendo em vista que o processo de formacao dos estdmatos induz a uma
organizagdo espacial dessas estruturas ao longo do limbo foliar, uma analise que
considere o carater espacial dos dados pode auxiliar na elaboragdo de um plano
amostral. Assim, pode-se definir o tamanho 6timo da unidade amostral, a forma
mais satisfatoria da unidade amostral, a dimens@o e estrutura da grade amostral e

o esforco amostral 6timo (OLIVEIRA, 1991).
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CAPITULO 2: Analise da distribuicdo espacial de estdbmatos na superficie
de folhas de jatoba (Hymenaea courbaril L.)
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RESUMO

Os estomatos sdo estruturas funcionalmente essenciais para as plantas
terrestres. Atributos relacionados a essa estrutura sdo de grande importancia na
descricdo do comportamento de plantas submetidas a diferentes condic¢des
ambientais. Entretanto, um processo de amostragem e andlise de atributos de
estomatos, eficiente e padronizado, ¢ fundamental para que essas informagdes
possam contribuir para compreensdo das respostas de plantas em diferentes
escalas de tempo e espago. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi
investigar o padrdo de distribuicdo dos estdmatos no limbo foliar e também os
possiveis mecanismos que interferem nesse padrdo, em particular a expansao
foliar. Para isso, utilizou-se de ferramentas da geoestatistica e relagdes
biométricas de foliolos de H. courbaril L.. Verificou-se uma estrutura espacial
na distribuicdo dos estdbmatos no limbo foliar. As relagdes biométricas dos
foliolos indicaram uma diferenca na taxa de expansdo foliar do lado direito em
relagdo ao lado esquerdo do foliolo, portanto ha uma taxa de expansio
diferencial ao longo do limbo foliar. Além disso, os resultados obtidos mostram
uma estreita relacdo entre mecanismos de formacdo de estomatos ¢ a taxa de
expansdo foliar.

Palavras-chave: Estomatos. Geoestatistica. Anatomia foliar. Expansdo foliar.
Jatoba.
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ABSTRACT

Stomata are leaf structures that essential for the proper functioning of
terrestrial plants. The traits related to these structures are of importance when
describing the behavior of plants under different environmental conditions.
However, an efficient and standardized method for the sampling and analysis of
stomatal traits is essential to understanding the plants responses under different
scales of time and space. In this context, the objective of this study was to
investigate the distribution pattern of stomata on the leaf surface, and the
possible mechanisms that interfere with this pattern, particularly leaf expansion.
For this, we used geo-statistical tools and an analysis of biometric relationships
of leaves from H. courbaril L.. There was a clear spatial structure in the
distribution of stomata in the leaves. The biometric relationship of the leaflets
showed a difference in the rate of leaf expansion on the right side over the left
side of the leaves indicating a differential rate of expansion along the leaf blade.
Furthermore, the results show a close relationship between mechanisms of
stomata formation and leaf expansion rate.

Key-words: Estomata. Geoestatistic. Stomatal density. Leaf expansion. Jatoba.
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1 INTRODUCAO

Os estomatos sdo estruturas encontradas nas partes aéreas das plantas
terrestres, principalmente nas folhas, e sdo responsaveis por grande parte das
trocas gasosas que ocorrem nos vegetais. Assim, os estdmatos podem ser
entendidos como valvulas da epiderme que controlam, principalmente, a entrada
de dioxido de carbono e a saida de 4gua da planta e, consequentemente, afetam a
taxa fotossintética, o estado hidrico da planta e a eficiéncia do uso da agua e sdo,
portanto, componentes chave para sobrevivéncia das plantas terrestres
(BERGER; ALTMANN, 2000; NADEAU; SACK, 2002).

Ao abordar o aparato estomatico como valvulas da interface planta-
atmosfera, a area dessa interface passa a ser um atributo crucial nos estudos de
respostas a nivel estrutural/anatdmico e consequentemente funcional das plantas
submetidas a pressdes ambientais. A area potencial dessa interface é constituida
pelo numero de estdmatos por unidade de 4rea, expressa pela densidade
estomatica (DE) e pela dimensio de cada estomato.

Os estomatos sdo formados depois de uma sequéncia de divisdes
assimétricas que ocorrem durante o desenvolvimento da folha (NADEAU;
SACK, 2002) e dessa forma, a DE ¢ a distribui¢do dos estdmatos sdo regulados
geneticamente durante esse periodo (NADEAU; SACK, 2002). No entanto, o
padrdo da distribuicdo dos estdmatos também ¢é afetado por fatores ambientais,
como intensidade de radiacdo, umidade, temperatura, niveis de dioxido de
carbono na atmosfera, disponibilidade hidrica e nutricional do solo, pela
arquitetura interna e posicdo da folha (ASSMANNAND, 2001; CHEN et al.,
2001; CROXDALE, 2000). Variacdes nos fatores ambientais ao longo do
desenvolvimento da folha podem causar uma distribuicdo irregular dos

estdmatos na superficie foliar.
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A heterogeneidade da distribuicdo espacial dos estomatos na lamina
foliar provocada por fatores ontogénicos e fenotipicos ¢ um fenomeno hé muito
conhecido (SALISBURY, 1928; SLAVIK, 1963). Contudo, trabalhos contendo
informagdes como DE, indice estomatico e biometria de estdmatos, raramente
mencionam o numero, tamanho e localizacdo das areas analisadas (unidades
amostrais) para o levantamento de tais informagdes (POOLE et al., 1996). Além
disso, a forma como sdo obtidos os dados (amostragem) ndo permite um
tratamento estatistico que considere o carater espacial da informagdo. Assim, as
analises habituais sdo baseadas na varidncia da média, o que pode levar a perda
na qualidade da interpretacdo dos fendomenos bioldgicos, pois, segundo
Amzallag (2001), uma analise baseada apenas na variancia da média pode néo
incluir fatores importantes para o significado biologico da variavel analisada.

Tendo em vista a existéncia de uma heterogeneidade na distribuigdo
espacial dos estomatos, surge a necessidade da investigacdo de um possivel
padrio ou da aleatoriedade dessa heterogeneidade espacial, produzindo
resultados que auxiliam na elaboragdo de um plano amostral adequado
(OLIVEIRA; CORREA; CAMPOS, 1995).

Com o advento de técnicas matematicas mais refinadas e o facil acesso a
computadores com grande capacidade de processamento, trabalhos com um
tratamento mais refinado de dados vém se tornando mais frequentes (SOUZA;
BUCKERIDGE, 2004). Dentro dessa perspectiva, a geoestatistica apresenta-se
como uma ferramenta relativamente recente capaz de analisar a distribui¢do dos
valores de variaveis no espaco. A formalizagdo dessa teoria foi realizada por G.
Matheron, no inicio da década de 60, na Frangca (CRESSIE, 1990), e a partir de
entdo vem sendo aplicada por cientistas de diferentes areas do conhecimento,
por exemplo: (i) a distribuicdo espacial do teor de estanho em jazidas (CLARK,

1979); (ii) a distribuicdo espacial da precipitacdo em certa regido (SWITZER,
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1979) e (iii) o estudo da distribuicdo espago-temporal da poluicdo atmosférica
(CRESSIE, 1989).

Admitindo-se a existéncia da heterogeneidade na distribuicao espacial
dos estdmatos e com novas técnicas que permitem detectar e dimensionar tal
fenomeno, o presente trabalho objetivou um estudo da espacializagdo dos
estomatos na lamina foliar por meio de uma superamostragem em folhas de H.

courbaril L., utilizando-se de ferramentas geoestatisticas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material botanico foi coletado no municipio de Pogos de Caldas,
Minas Gerais, Brasil (21°44°38”” Sul, 46°28°16>" Oeste), em um fragmento
florestal caracterizado fitofisionomicamente como Floresta Estacional
Semidecidual Montana (ZONEAMENTO ECOLOGICO ECONOMICO DO
ESTADO DE MINAS GERAIS - ZEE, MG, 2007).

As folhas foram coletadas entre os meses de setembro e novembro de
2008, sendo que tais folhas foram lancadas e expandiram entre 15/08/2008 e
15/10/2008. Neste periodo, a temperatura média da regido foi de 16,9°C, as
temperaturas médias, maxima e minima foram de 17,8°C e 16,1°C,
respectivamente. O total de precipitacdo para o periodo foi de 154,2mm
(INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA - INMET, 2009).

A amostragem das folhas foi realizada em 4 individuos adultos de H.
courbaril L., sendo coletadas 2 folhas por individuo. Foi padronizada a coleta da
primeira folha completamente expandida a partir do 4pice do ramo. Folhas com
sinais de ataque de herbivoros e/ou patogenos foram excluidas. O material foi
fixado em 4lcool 70%.

Sendo a H. courbaril L. uma espécie que possui folhas compostas por
dois foliolos, foi utilizado sempre o foliolo direito para pratica das analises.

No Laboratorio de Anatomia Vegetal do Setor de Botanica Estrutural,
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
pela técnica de impressdo da epiderme foram feitas laminas descartaveis da
impressdo da face abaxial dos foliolos de H. courbaril L.

Foram capturadas imagens digitais das impressdes utilizando-se de uma

camera digital Canon A-630, acoplada ao microscopio de luz (Olympus CBB).
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As imagens obtidas, consideradas unidades amostrais basicas, possuem as
dimensdes de 0,768 x 0,576mm, proporcionando uma area de 0,442mm’

amostrada por unidade (Figura 1c).

2.2 Base de dados e analises

Para obten¢do de dados referentes a densidade estomatica (DE), com
informagdes de carater espacial, o foliolo foi referenciado em um plano
cartesiano, assim como os pontos a serem amostrados. Neste processo, utilizou-
se papel vegetal milimetrado, o qual foi perfurado de modo a formar uma grade
amostral de 5 x Smm. Com a grade amostral assim definida, foram demarcados
pontos no foliolo com caneta de ponta porosa, transferindo-se assim a grade
amostral para superficie do foliolo (Figura 1 ae b).

Posteriormente, o foliolo com pontos demarcados foi digitalizado, com
uso de scanner, sobre papel milimetrado, obtendo-se assim uma imagem *.jpg
(Figura 1b). Através do software ImageTool®, a imagem *.jpg foi transformada
em um plano cartesiano com dimensdes reais (Figura 1d). Ainda com o auxilio
do mesmo software foi extraido um banco de dados com coordenadas X ¢ Y
referentes a cada ponto a ser amostrado ¢ um banco de dados com coordenadas
X e Y referentes ao perimetro do foliolo.

A contagem dos estdmatos na unidade amostral foi realizada com
auxilio do software Image Tool e expressa como densidade estomatica (DE). Os
dados referentes a DE foram associados as suas respectivas coordenadas,

formando-se, assim, a base de dados



35

A(20, 50)
B(25, 35)

¥ ()

Figura 1 Processo de referenciamento dos pontos amostrados: grade amostral
utilizada (a); foliolo com os pontos a serem amostrados demarcados
(b); imagem da superficie foliar considerada a unidade amostral basica
(c); foliolo com pontos referenciados no plano cartesiano (d)

Essa operacdo foi repetida com uma grade amostral mais fina 2,5 x
2,5mm, a fim de refinar a amostragem. No entanto, com a grade amostral
reduzida, foram analisadas secgdes da 1amina foliar com 1,8 x 1,8cm, a qual foi
definida com base em testes preliminares.

Foi testada a normalidade dos dados referentes a DE para cada folha

analisada, através do teste de Shapiro-Wilk. Tal teste foi aplicado, pois a
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modelagem estocastica ¢ fundamentada pela distribui¢do normal dos dados
(CRESSIE, 1993), considerando-se também que toda inferéncia geoestatistica
linear tem-se desenvolvido sob tais fundamentos. No entanto, deve-se ressaltar
que a aplicagdo da geoestatistica nao exige normalidade dos dados, porém,
quando tal condigdo ¢é observada as inferéncias ganhardo propriedades
estatisticas 6timas (MELLO et al., 2005).

Para estudar os padrdes espaciais da DE, os dados foram analisados de
acordo com a teoria geoestatistica. Nesse contexto, a DE ¢ interpretada como um
atributo Z, o qual pode variar em funcdo das coordenadas em um plano
cartesiano. Cada valor de Z(x;) corresponde a um valor observado da DE nas
coordenadas de um plano cartesiano x;, i=1,2,3...,n, sendo considerada uma
realizacdo da variavel aleatoria Z(x). Havendo a priori uma varia¢do continua de
Z em funcdo de X, a estrutura de correlagdo da variavel Z no espaco ¢€
representada no semivariograma (CRESSIE, 1993). Na Figura 2 ¢ representado
um semivariograma tipico para dados sem tendéncia e com ruido. A linha
tracejada representa um semivariograma sem ruido. Neste semivariograma estao
apresentados os pardmetros que caracterizam a estrutura de correlagdo: efeito
pepita ou “nugget” (t%), contribuicio ou “sill partial” (¢%), e alcance ou “range”

(9).
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Figura 2 Semivariograma tipico para dados sem tendéncia e com ruido com os
pardmetros que caracterizam a estrutura e correlacdo : efeito pepita ou
“nugget” (), contribuigdo ou “sill partial” (c%), e alcance ou “range”
(®) (MELLO et al., 2005)

Foram ajustadas para cada base de dados as fungdes autorizadas
(modelos) apresentadas por Journel e Huijbregts (1978), McBratney e Webster
(1986), com o objetivo de obter o conjunto de parametros para as respectivas
fungdes. Os ajustes foram feitos pelo Método dos Quadrados Minimos
Ponderados, usando o programa R, através do pacote geoR (RIBEIRO JUNIOR;
DIGLLE, 2001).

Para melhor visualizagdo da estrutura espacial da densidade estomatica
foi realizada a Krigagem dos dados, a partir do modelo ajustado. Para tal foi
utilizado o programa R, através do pacote splancs (ROWLINGSON; DIGGLLE,
1993).
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2.3 Expansao foliar

Uma analise biométrica da expansdo foliar foi realizada a fim de
detectar taxas de expansdo foliar diferentes, em regides distintas de uma mesma
folha. Para tal, foram realizadas medi¢des do comprimento da nervura central
(A), da largura do foliolo em trés pontos de A (L1, L2 e L3), definidos pela razdo
A/4. As medidas de L1, L2 e L3 foram ainda divididas entre o lado esquerdo
(L1e, L2e e L3e) e direito (L1d, L2d e L3d) da nervura central (Figura 3).

Tais medi¢des foram realizadas no foliolo direito das 5 primeiras folhas,
do apice de 10 ramos em crescimento, sendo considerado folha 1 (f1) a primeira

do apice e folha 5 (f5) a ultima. Assim foram medidos foliolos em diferentes

Figura 3 Cinco primeiros foliolos direitos do apice do ramo de Jatoba e locais
das medidas A, Lle, L2e, L3e, L1d, L2d e L3d

Para detectar uma possivel diferenca de taxa de expansdo em pontos
diferentes do foliolo de Jatoba, foram calculadas as seguintes razdes (r): L1/A,
L2/A e L3/A para uma analise longitudinal e (LletL2etL3e)/A e
(L1d+L2d+L3d)/A para uma analise transversal.
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Os valores das razdes (r) correspondentes a cada folha permitiu o
calculo da seguinte diferenca, [r(f5)-r(f4)-r(f3)-r(f2)-r(f1)], cujo valor foi
associado a taxa de expansao foliar em diferentes regides da folha.

Foi realizado um teste de média (Tukey a 0,05) entre as relagdes L1/A,
L2/A e L3/A e um teste de t entre (L1e+L2e+L3e)/A e (L1d+L2d+L3d)/A.

Posteriormente, foram calculados semivariogramas para o lado direito e
esquerdo dos foliolos completamente expandidos de cada ramo.

Foi calculado o coeficiente de correlagdo de Pearson entre os valores

referentes a taxa de expansao de cada foliolo e o alcance (®) do semivariograma.



40

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando analisados os dados de DE, para cada folha através do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, foram encontrados valores que indicam uma

distribuicdo normal da frequéncia dos dados (Tabela 1).

Tabela 1 Parametros do teste de normalidade Shapiro-Wilk para a DE de cada

foliolo
FOLIOLO W p-value
1 0,9782 0,5013
2 0,9865 0,7387
3 0,987 0,0544
4 0,9782 0,5033
5 0,9775 0,0935
6 0,9653 0,0625
7 0,9755 0,5412
8 0,9814 0,6257

Na Figura 4, pode-se observar a distribuicdo dos pontos amostrados no
foliolo com a grade amostral de 5 x Smm e as sec¢des com grade amostral de 2,5
x 2,5mm. Os pontos aparecem com tamanhos e cores diferentes, indicando os
quartis referentes a DE, onde os pontos menores indicam o primeiro quartil e os
pontos maiores indicam o quarto quartil.

Através do semivariograma experimental, foi possivel detectar uma
estrutura de dependéncia espacial dos dados. Na Figura 5, podem ser observados
os semivariogramas experimentais da DE dos foliolos de Jatoba pontos e as
curvas dos modelos ajustados pelo método dos Quadrados Minimos Ponderados

(semivariogramas tedricos).
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Figura 4 Distribui¢do dos pontos amostrados em um foliolo de Jatoba com
indicagdo dos quartis da DE por tamanho e cores dos pontos
amostrados, onde os menores valores sdo representados em azul e os
maiores em vermelho
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Na Tabela 2 s3o representados os ajustes dos pardmetros, onde ¢

possivel verificar o grau de dependéncia espacial, o qual foi estimado utilizando-

se da relacdo entre a variagdo estruturada e o patamar (Dep. Esp.%). Segundo

Cambardella et al. (1994), quando tal relagdo for maior ou igual a 75%, h4 uma

forte dependéncia espacial. Seguindo tal classificacdo, a densidade estomatica

apresentou forte dependéncia espacial para todos os foliolos.
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Exceto o foliolo b, que apresentou efeito pepita 1710, os demais foliolos
apresentaram um baixo efeito pepita, entre 6,70 e 186,35. Estes resultados
indicam a continuidade espacial dos dados na microescala.

A combinagao de baixos valores para o efeito pepita e altos valores da
varia¢do estruturada (954,54 a 7641,03) é responsavel pelos altos valores do

indice de dependéncia espacial (89,31 a 99,87%).

Tabela 2 Estimativa dos parimetros efeito pepita (t°), variagio estruturada (c°),
patamar (t© + o°), alcance (®) e da relagdo variagdo
estruturada/patamar (Dep. Esp. %) para a densidade estomatica (DE)
de oito foliolos de Jatoba

FOLIOLO T 0E) o' oE) T+o Owm ___ Dep. Esp.(%)
A 6,70 1580,71 1587,41 6,00 99,57
B 1710,74 5930,29 7641,03 3,81 77,61
C 186,35 1556,89 1743,24 8,04 89,31
D 12,21 942,32 954,54 4,52 98,72
E 13,11 7087,83 7100,94 8,19 99,81
F 19,22 960,80 980,02 3,40 98,03
G 78,98 6393,16 6472,14 6,12 98,77
H 7,21 5786,33 5772,54 9,34 99,87

O alcance representado na Tabela 2 é chamado de alcance teodrico, pois
esse parametro real em modelos exponenciais ¢ infinito (JOURNEL;
HUIJBEREGTS, 1978). Desta forma, define-se como alcance pratico trés vezes
o alcance tedrico (JOURNEL; HUIJBEREGTS, 1978; MCBRATNEY;
WEBSTER, 1986). Esse parametro de ajuste indica a distancia maxima da
estrutura de dependéncia espacial, o qual variou de 10,20 a 27,02mm.

Foram plotados semivariogramas direcionais (0°, 45°, 90° e 135°), onde
pode-se observar um comportamento semelhante dos semivariogramas nas
quatro diregoes (Figura 6). Esse tipo de comportamento do semivariograma
direcional indica isotropia na distribui¢cao da DE no limbo foliar, tendo a mesma
estrutura de dependéncia espacial nas quatro diregdes (CRESSIE, 1993). Esse

resultado reflete o crescimento bidirecional das folhas das Dicotiledoneas.



10000

— 0
- 450

- 1350

2500
1

4000 6000 8OO0
1

SEMIVARIANCIA (DE)

2000
1

a
L

2000
|

SEMIVARIANCIA (DE)
1000 1500

500
1

1500
1

SEMIVARIANCIA (DE)
1000

500
1

0 20 30 40
DISTANCIA (mm)
2
~8
23]
a
38
2
(=]
B
(d)
o
T T T T T T T T T
5 10 ) 15 20 25 0 10 20 30
DISTANCIA (mm) DISTANCIA (mm)

45

Figura 6 Avaliagdo da estrutura de dependéncia espacial em quatro dire¢des (0°,
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45°,90° e 135°) nos foliolos de Jatoba
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Utilizando os interpoladores gerados pelos modelos ajustados para cada
base de dados, foram plotados mapas de Krigagem para melhor visualizagdo da

estrutura espacial da densidade estomatica (Figura 7).
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Figura 7 Mapas de Krigagem da densidade estomatica obtidos para diferentes
foliolos (a, b, ¢, d, e, f, g, h)
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Ao comparar por teste de média os valores referentes a taxa de expansao
das relagdes L1/A, L2/A e L3/A, ndo foram encontradas diferengas significativas.
Esse resultado permite afirmar que os foliolos de H. courbaril possuem taxas de

expansao semelhantes nos ter¢os longitudinais (Tabela 3).
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Tabela 3 Médias dos valores referentes a taxa de expansdo foliar de trés
diferentes regides do foliolo obtidas de 10 ramos em crescimento de

Jatoba
RELACOES MEDIAS
LI1/A 0,0732 a
L2/A 0,0852 a
L3/A 0,0845 a

As médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.

No entanto, ao comparar as médias dos valores referentes a taxa de
expansdo das relagdes (Llet+L2e+L3e)/A (média 0,0631) e (L1d+L2d+L3d)/A
(média 0,1737) utilizando-se do teste de t, foi observada uma diferenga
significativa (t=4,89085 e P<0,01). Esse resultado indica que o lado direito do
foliolo apresenta uma taxa de expansdo significativamente maior que o lado
esquerdo.

Ao aplicar a analise de correlagdo linear de Pearson, entre os valores
referentes a taxa de expansao de cada lado do foliolo com o alcance teoérico (®)
do semivariograma, construido para cada lado dos foliolos, encontrou-se uma
alta correlagdo positiva (0,84). Esse resultado indica uma forte relagdo entre a
taxa de expansdo e a estrutura da distribuicio espacial dos estdmatos.

Ao observar os resultados das analises geoestatisticas, ¢ notavel a falta
de padrao da distribuicdo da densidade estomatica em grande escala (Figura 7),
contrariando os resultados encontrados por Poole et al. (1996) ao utilizar a
interpolagdo bi-linear para plotagem de mapas da DE em folhas de Alnus
glutinosa (L.).

No entanto, em pequenas escalas, foi detectado um claro padrao da
estrutura espacial da densidade estomatica (Figura 5). Tal resultado descarta a
visdo de uma total aleatoriedade na distribuicdo dos estomatos no limbo foliar
descrita por Mott e Buckley (1998) como ‘“heterogeneidade sistematica” em

grandes escalas e “heterogeneidade aleatdria” em pequenas escalas.
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O padro da distribuicdo da DE no limbo foliar em pequenas escalas
indica a existéncia de fatores que colaboram para um padrio bem definido dessa
caracteristica, como fatores ontogénicos descritos por Nadeau e Sack (2002) em
Arabidopsis. Porém, a falta de continuidade de tal padrio em grandes escalas
pode ser um reflexo de fatores ambientais altamente instaveis e que possuem
influéncia direta na DE, como radiacdo, umidade, temperatura, niveis de dioxido
de carbono na atmosfera, disponibilidade hidrica e nutricional do solo, pela
arquitetura interna e posicdo da folha (ASSMANN; WANG, 2001; CHEN et al.,
2001; CROXDALE, 2000).

Tais fatores ambientais expressam suas variagdes ao longo do tempo e
afetam uma caracteristica fundamentalmente espacial. Essa relacdo tem sido
utilizada para inferir processos temporais através de padrdes espaciais. Porém,
sendo o tempo uma variavel unidimensional, tais inferéncias apenas podem ser
feitas em oOrgdos que apresentem crescimento unidimensional, como raizes e
folhas de Monocotiledoneas (GANDAR; HALL, 1988; PETERS; BERNSTEIN,
1997; SILK, 1992).

Granier ¢ Tardieu (1998) afirmam que tais processos temporais nao
podem ser deduzidos de padroes espaciais em folhas de Dicotiledoneas, por
essas apresentarem um crescimento bidimensional. No entanto, o procedimento
de andlise geoestatistica mostrou-se capaz de identificar um padrdo espacial
bidirecional de um atributo resultante de processos temporais.

Considerando-se os resultados obtidos por Poole et al. (1996), ao
avaliarem a densidade estomatica e area foliar de Alnus glutinosa (L.), os
resultados encontrados quando avaliado o padrao espacial da DE, em partes da
folha, que apresentam diferentes taxas de expansdo permitem afirmar a
existéncia de uma relagdo entre a taxa de expansio e o arranjo espacial dos
estdmatos na superficie do limbo foliar. Tais resultados também sdo subsidiados

pelo trabalho de Tardieu, Granier ¢ Muller (1999), o qual modelou a expansao
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foliar, sendo funcdo da taxa de elongacdo celular e taxa de divisdo celular.
Assim, sendo o processo de formagdo dos estdmatos uma série de divisdes
assimétricas (NADEAU; SACK, 2002) espera-se que a taxa de expansdo foliar
interfira nesse processo.

Entretanto, no presente trabalho as avaliagdes da relagdo entre expansao
foliar e estruturas espaciais dos estdmatos foram feitas dentro da mesma folha.
Assim, os resultados encontrados sugerem uma relagdo mais estreita no controle

das duas caracteristicas.
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4 CONCLUSOES

A densidade estomatica em folhas de Jatoba mostrou ser uma variavel
com estrutura espacial bem definida em pequenas escalas, sendo o espago uma
significativa fonte de variagdo em dados amostrados de tal caracteristica.

A geoestatistica mostrou-se capaz de detectar e quantificar a fracdo da
variancia atribuida ao espago em levantamentos de densidade estomatica.

A homogeneidade da distribuigdo dos estdmatos no limbo foliar ¢ maior
quando as folhas apresentam altas taxas de expansdo, sendo que as duas
caracteristicas estdo estreitamente relacionadas. Esse resultado sugere pontos de

controle em comum entre padrao de distribuigao e taxa de expansao.
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CAPITULO 3: Comparacdo de diferentes métodos de estimativa da

densidade estomatica em folhas de jatoba (Hymenaea courbaril L.)
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RESUMO

Um método de amostragem e analise de atributos de estdmatos, eficiente
e padronizado, é fundamental para que essas informagdes possam contribuir para
compreensdo das respostas de plantas em diferentes escalas de tempo e espago.
Este trabalho visou comparar diferentes métodos de avaliagdo da densidade
estomatica e estabelecer um plano amostral para tal caracteristica. Foram
analisados trés métodos de analise da densidade estomatica, (i) média aritmética
de uma amostra sistematica com grade regular de 5 x S5mm, (ii)) média
geoestatistica dessa mesma amostra e (iii) método proposto por Labouriau,
Oliveira e Zauga (1961). Para isso, foi feito um estudo de caso utilizando folhas
de Jatoba coletadas em trés diferentes biomas brasileiros, Pantanal, Savana
Brasileira ¢ Mata Atlantica. Os resultados obtidos com o uso das médias
geoestatisticas mostraram-se mais precisas por apresentar menor coeficiente de
variagdo, 3,1, 3,2 e 3,8% para os biomas Mata Atlantica, Pantanal ¢ Savana
Brasileira respectivamente, seguido do método que utilizou as médias
aritméticas (8,4, 10,5 e 11,2%) e o método descrito por Labouriau, Oliveira e
Zauga (1961) (16,5, 18,0 e 17,4%).

Palavras-chave: Estomatos. Geoestatistica. Jatoba. Amostragem.
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ABSTRACT

Stomata are structures that are functionally essential to terrestrial plants,
and traits linked to this structure are very important for describing the behavior
of plants under different environmental conditions. Thus, a process of sampling
and analysing standardized data can be of great value both for research aimed at
investigating a particular species, and for studies of meta-analysis. This study is
aimed at comparing different methods for surveying stomatal density and
establishing a sampling plan for this trait. We analyzed three stomatal survey
techniques: (i) the arithmetic mean of a systematic sample with a regular grid of
S5x5mm (ii) the geostatistic mean of the same data and (iii) a method proposed
by Labouriau, Oliveira ¢ Zauga (1961). A case study was conducted using
Jatoba leaves collected in three different Brazilian biomes: the Pantanal, the
Brazilian savannah and the Atlantic Forest. The results obtained through the
geo-statistical mean method were more accurate and resulted in a lower
coefficient of variation, 3.1, 3.2 and 3.8% for the Atlantic Forest, Pantanal and
Brazilian savannah respectively, followed by the arithmetic mean method (8.4,
10.5 and 11.2%) and Labouriau, Oliveira e Zauga (1961) (16.5, 18.0 and
17.4%).

Key-words: Estomata. Geoestatistic. Stomatal density. Jatoba.
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1 INTRODUCAO

A anatomia foliar é conhecida por ser altamente plastica as alteracdes
dos fatores ambientais como irradiancia (LAMBERS; CHAPIN; PONS, 1998),
nutrientes (JOKELA; SARJALA; HUTTUNEN, 1998), seca (BOSABALIDIS;
KOFIDIS, 2002), ozonio (OKSANEN et al., 2004), concentracdes de didxido de
carbono (BEERLING; WILLIAM; CHALONER, 1993), umidade, temperatura,
arquitetura interna e posicdo da folha (ASSMANN; WANG, 2001; CHEN et al.,
2001; CROXDALE, 2000). Devido a essa plasticidade as mudangas ambientais,
atributos anatomicos de folhas sdo frequentemente utilizados como indicadores
do funcionamento de plantas expostas a diversas pressdes ambientais.

Em estudos referentes a fotossintese, a densidade estomatica (estdmatos
por unidade de area) ¢ de especial interesse, pois esse atributo oferece
informagdes acerca da condutincia estomatica (gs) maxima, a qual afeta o ganho
de carbono ¢ a eficiéncia no uso da dgua pelas plantas (BEERLING; WILLIAM,;
CHALONER, 1997). Desta forma, ¢ de se esperar que modificagdes na
densidade estomatica sejam acompanhadas de alteragdes, em diferentes niveis e
escalas anatdmicas e fisiologicas nas plantas, refletindo a clara relagdo
“forma/fung@o” observada em todos os seres vivos.

Os estdmatos estdo envolvidos em dois dos mais importantes processos
que ocorrem em todas as plantas terrestres, fotossintese e transpiragdo. Em
pequeno intervalo de tempo, abrindo e fechando os estomatos, as plantas
terrestres sdo capazes de ajustar suas trocas gasosas para satisfazer as condigdes
ambientais e fisiologicas (SCHLUTER et al., 2003). A segunda estratégia
empregada pelas plantas para adaptar as constantes mudancas ambientais ¢
modular a frequéncia, na qual os estdmatos se formam em novos 6rgdos, sendo
esse um evento de longo termo. Mudancas na frequéncia em que os estomatos

sdo formados podem ser expressas na forma de densidade estomatica ou como
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indice estomatico, a relacdo do nimero de estomatos por nimero de células
epidérmicas (CASSON; GRAY, 2008).

A densidade estomatica de uma dada folha ¢ determinada por dois
fatores: (i) a propor¢do de células epidérmicas em desenvolvimento que se
diferenciam em estomatos; (ii) o nivel de expansdo das células epidérmicas
(BEERLING; WILLIAM; CHALONER, 1993). O primeiro fator pode ser
medido, isoladamente, através do indice estomatico, ou seja, isolado da
influéncia da expansio das células da epiderme (TICHA, 1982). O segundo fator
influencia fundamentalmente no espaco entre estdmatos, ocupado pelas células
epidérmicas (BEERLING; WILLIAM; CHALONER, 1993). Dessa forma, todas
as folhas completamente expandidas de uma mesma planta exibem um gradiente
ontogénico e espacial da densidade estomatica (TICHA, 1982).

Mesmo sendo esse fato conhecido ha algum tempo (SALISBURY,
1928; SLAVIK, 1963), raramente publicacdes descrevem o numero, a
localizacdo e a area dos sitios amostrados na superficie das folhas (POOLE,
1996). Essas publicagdes em geral ndo consideram a existéncia de variagcdes da
densidade e indice estomaticos dentro de uma mesma folha e quando essas
informagdes sdo fornecidas ndo sdo claros os critérios utilizados para tal.

Habitualmente, o niimero e a area das unidades amostrais sdo definidos
pela conveniéncia operacional da amostragem; tamanho da folha, resolugdo do
microscopio e quantidade de material botanico disponivel. Assim, o esforgo
amostral ¢ geralmente maior em folhas pequenas que em folhas grandes. Sendo
esses fatores definidos por cada pesquisador, ndo ha um método estabelecido
que permita a comparagcdo de resultados em diferentes trabalhos. Labouriau,
Oliveira e Zauga (1961) definem um método de amostragem em epidermes de
folhas, o qual vem sendo amplamente utilizado. No entanto, esse método ndo

considera o carater espacial dessas caracteristicas.
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Para se padronizar o esforco amostral em folhas de diferentes espécies,
com forma, tamanho e niveis de organizacao diferentes é necessario um estudo
prévio do comportamento da estrutura espacial da caracteristica a ser avaliada e
um tratamento dos dados que seja adequado a forma de amostragem.

Através de uma analise geoestatistica das caracteristicas que possuem
variagdes ao longo da superficie foliar (espaco), é possivel detectar padrdes de
distribuicdo das mesmas. Em posse dessa informagdo, € possivel elaborar um
plano amostral adequado para cada espécie. Nesse contexto, o presente trabalho
visou estabelecer um procedimento que permita elaborar um plano amostral da
densidade estomatica, por meio de um estudo de caso em folhas de Jatoba (H.

courbaril L.).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sitios

Foram avaliados individuos de Jatoba (H. courbaril L.) em trés
diferentes sitios localizados em diferentes biomas brasileiros. O sitio (M) que
representa o bioma Mata Atlantica estd localizado no municipio de Pogos de
Caldas - MG (21°44°38°” Sul, 46°28°16”’ Oeste). O sitio (P) representa o bioma
Pantanal e esta localizado no municipio de Aquidauana - MS (20°27°53”" Sul,
55°42°27 QOeste). O sitio (S) representa o bioma Savana Brasileira ¢ esta

localizado no municipio de Candeias - MG (20°44°31°” Sul, 45°10°44°” Oeste).

2.2 Material vegetal

Foram coletadas duas folhas livres de ataques de herbivoros e patdgenos
de cada individuo de H. courbaril, sendo quatro individuos por sitio. Para
padronizagdo da coleta foram selecionadas as primeiras folhas completamente
expandidas a partir do apice de ramos do topo do dossel das arvores.

As folhas coletadas foram fixadas em alcool 70%. Posteriormente, no
laboratorio de anatomia vegetal do Setor de Botanica Estrutural do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), foram
feitas impressdes epidérmicas da superficie abaxial das folhas, utilizando
adesivo instantdneo universal éster de cianoacrilato (Super-Bonder®). Esse
material deu origem a laminas descartaveis das impressdes.

Os pontos da folha a serem amostrados foram definidos
sistematicamente através de uma grade amostral de 5 x Smm com
conglomerados de 2,5 x 2,5mm e cada ponto amostrado foi referenciado em um

plano cartesiano de acordo com estudos preliminares (Figura 2). As laminas
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obtidas foram fotografadas no microscopio de luz (Olympus CBB) com camera
fotografica digital (Canon A-630). Cada campo amostrado (unidade amostral
basica) possui uma forma retangular de 0,768 x 0,576mm, sendo 0,442mm’ a

area de cada campo (Figura 8). Com auxilio do software ImageTool®, foi

realizada a contagem dos estomatos em cada campo amostrado.

Figura 8 Fotografia digital de um ponto amostral da folha representando a
unidade amostral basica

Sendo o método de impressdo epidérmica ndo destrutivo, foi possivel
coletar amostras das mesmas folhas utilizando o método descrito por Labouriau,

Oliveira e Zauga (1961).

2.3 Tratamento dos dados

Foi realizada uma analise geoestatistica dos dados coletados, onde foi

estimada a densidade estoméatica média de cada folha. Posteriormente, as médias
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estimadas da densidade estomatica das folhas dos individuos foram submetidas a
um teste de médias (Scott Knott a 0,05), comparando os sitios M, P e S.

Foi calculada média aritmética da densidade estomatica de cada folha, a
partir de todos os dados coletados para a analise geoestatistica. Através de um
teste de médias (Scott-Knott a 0,05), os sitios foram comparados utilizando as
médias aritméticas. A mesma operacdo foi repetida utilizando os dados
levantados de acordo com o método proposto por Labouriau, Oliveira e Zauga
(1961).

Foi calculado o coeficiente de variagdo (CV) das médias obtidas pelos
trés métodos dentro de cada sitio, a fim de detectar qual método foi capaz de

isolar mais fontes de variagao.



65

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparados através do teste de médias os valores das
densidades estomaticas das folhas, obtidas pelo tratamento geoestatistico, pode-
se observar diferencas significativas, entre os sitios amostrados, sendo que o
sitio representante do bioma Mata Atlantica (M) apresentou maior média da
densidade estomatica (308,2), seguidos dos sitios P (284,1) e S (273,0) (Tabela
4).

No entanto, ao realizar o mesmo teste com as médias aritméticas das
mesmas amostras utilizadas nas analises geoestatisticas ndo houve diferenca
significativa das médias da densidade estomatica das folhas dos sitios S e P,
havendo diferenga significativa apenas do sitio M para os sitios S e P (Tabela 4).

Os resultados para o teste de médias dos valores obtidos pelo método de
Labouriau, Oliveira e Zauga (1961) nao apresentaram nenhuma diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 4).

Tabela 4 Teste de médias comparando as médias das densidades estomaticas
(estdmatos mm'z) das folhas entre os sitios M, P e S, com as médias
obtidas por diferentes métodos (método descrito por Labouriau,
Oliveira e Zauga (1961), média aritmética da amostragem
sistematica e média estimada através do tratamento geoestatistico)

Labouriau Média aritmética Meédia geoestatistica
(estdmatos mm™) (estdmatos mm™) (estdbmatos mm™)
Sitio M 2947 a 307,5a 3082 a
Sitio P 290,5 a 276,7b 284,1b
Sitio S 254,1 a 261,0b 2730 ¢

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao calcular o coeficiente de variagdo (CV) da densidade estomatica dos
valores obtidos para cada método em cada sitio, observou-se que os dados

levantados e estimados pelo método geoestatistico apresentou menor coeficiente
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de variagdo nos trés sitios, sendo 3,1%, 3,2% e 3,8% para os sitios M, P e S,
respectivamente. O coeficiente de variagdo dos dados obtidos pelo método
proposto por Labouriau, Oliveira ¢ Zauga (1961) apresentou o maior coeficiente
de variacao em todos os sitios, sendo 16,5%, 18,0% e 17,4% para os sitios M, P
e S, respectivamente. Os valores do coeficiente de variacdo para as médias
aritméticas dos dados levantados para a andlise geoestatistica foram 8,4%,

10,5% e 11,2% para os sitios M, P e S, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 Coeficiente de variacdo (CV) e médias da densidade estomatica
(estomatos mm™) estimadas pelo método geoestatistico (Geo),
método descrito por Labouriau (1961) (Lab) e média aritmética dos
dados amostrados sistematicamente (Med. Ar.) das folhas coletadas
nos sitios M, P e S

sitio M sitio P sitio S
Método Geo Lab Med. Geo Lab Med. Geo Lab Med.
Ar. Ar. Ar.
Média(DE) 308.3 294.8  307.5 284.0  290.5 282.7 273.0 254.1 261.0
CV (%) 3,1 165 84 32 180 105 38 174 112

Ao observar os resultados obtidos nos testes de média (Tabela 4), nota-
se que ha diferenca na precisdo do teste, quando sdo usados dados amostrados
através de diferentes métodos. Quando se utilizou o método proposto por
Labouriau, Oliveira e Zauga (1961), a amostragem foi aleatéria com apenas 4
amostras por folha. O baixo esfor¢o amostral (nimero de amostras por folha)
provocou maior varidncia na densidade estomdtica de folhas coletadas no
mesmo local. Este fato ndo permitiu que o teste de médias diferenciasse a
densidade estomatica de plantas que cresceram em ambientes onde varios fatores
que interferem na densidade estomatica sdo distintos.

Quando observados os resultados do teste de médias, para as médias
aritméticas da densidade estomatica de cada folha obtida da amostragem
realizada sistematicamente (Tabela 4), ha menor variancia em relagdo aos dados

obtidos pelo método descrito por Labouriau, Oliveira e Zauga (1961), pois com
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esses dados o teste de médias foi capaz de diferenciar o Sitio M dos demais.
Considerando-se que o tratamento dos dados obtidos por esses dois métodos foi
o mesmo, pode-se inferir que o método de coleta dos dados influencia
fortemente nos resultados. Considerando ainda que o esfor¢o amostral e a
disposicao das unidades amostras (aleatoria e sistematica) é o que diferencia os
dois métodos, fica claro que um dos dois fatores ou os dois, operando em
conjunto levaram a amostragem sistematica a ser mais eficiente.

A heterogeneidade da distribuicdo dos estomatos na superficie da folha ¢
um fator que deve ser considerado, quando se realiza o levantamento por
amostragem dessa caracteristica, a fim de aumentar a precisdo da estimativa
(POOLE et al., 1996). Dessa maneira, quando a amostragem foi realizada em
toda a folha utilizando uma grade de amostras de 5 x 5Smm e aglomerados de 2,5
x 2,5mm (Figura 9), foi possivel eliminar parte dessa fonte de variagdo, o que foi
demonstrado pela precisao do teste de médias e pelo coeficiente de variagdo da
densidade estomatica das folhas de mesmo sitio, expressivamente menor para os

dados obtidos através da amostragem sistematica (Tabela 5).
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Figura 9 Grade amostral de 5x5mm com conglomerados de 2,5x2,5mm (no
interior do quadrado) demarcada no foliolo de Jatoba

Considerando que a expansdo foliar e a densidade estomatica sdo
fungdes da expansdo das células epidérmicas (BEERLING; WILLIAM;
CHALONER, 1993; GRANIER, 1998) e que a expansdo foliar apresenta
diferencas ao longo da folha (GRANIER; TARDIEU, 1998), fica clara a
existéncia de mecanismos que geram um padrdo na distribuigdo espacial dos
estdmatos na folha. Dessa forma, a analise geoestatistica foi capaz de detectar
tais padrdes, eliminando, assim, a variancia gerada pelo espago, o que foi
comprovado quando se realizou o teste de médias com os dados gerados pela
analise geoestatistica, a qual diferenciou a densidade estomatica de todos os
sitios (Tabela 4). O mesmo pode ser observado quanto ao coeficiente de
variagdo dos dados geoestatisticos, os quais foram menores que os demais
métodos (Tabela 5).
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E importante ressaltar que mesmo com diferentes coeficientes de
variagdo e diferentes médias dentro dos sitios dos diferentes métodos, a ordem
crescente da densidade estomatica nos sitios foi mantida (S < P < M) em todos
os métodos. Essa informagdo demonstra que as trés formas de levantamento de
dados, de alguma forma descreveram a realidade, havendo diferenga apenas na
variancia inclusa nos dados. No entanto, ao aplicar um teste de médias, essa
variancia passa a ter um papel decisivo nos resultados, pois ela permite ou ndo o
teste diferenciar as médias.

Ao utilizar analise de varidncia para o tratamento de dados ¢ necessario
seguir a premissa de que os dados sdo independentes, (um evento deve ser
independente dos outros) (TRIOLA, 1999). Dessa forma, para seguir a
formalidade estatistica na analise da densidade estomatica, ¢ necessario que as
amostras sejam realizadas a uma distancia que garanta sua independéncia. No
caso da espécie H. courbaril L., a geoestatistica determina que essa distincia
seja de no minimo 18 mm, de acordo com estudos preliminares, pois, analises
que ndo consideram a dependéncia dos dados em parcelas com espagamento
menor que 18 mm perdem qualidade da estimativa (MELLO et al., 2005).

Tendo em vista o exposto, a necessidade de um planejamento amostral
de indice estomatico, densidade estomatica e cé¢lulas epidérmicas devem
considerar o carater espacial dos dados. Para tal, uma analise da dependéncia
espacial mostra-se bastante eficiente, pois fornece um parametro que determina
a distancia maxima da dependéncia espacial.

O levantamento dessas varidveis através de andlises geoestatisticas
fornece uma informag¢do com grande nivel de precisdo, no entanto exige um
grande esforco amostral. Dessa forma, existem duas alternativas viaveis no
levantamento de caracteristicas da superficie foliar: (i) analisar previamente uma
pequena quantidade de folhas geoestatisticamente, de acordo com o método

descrito no capitulo anterior, obtendo-se assim informagdes acerca da distincia



70

maxima que um ponto possui influéncia sobre outro (alcance) e estabelecendo
uma grade amostral com tal distdncia, para uma posterior analise convencional
dos dados (ANAVA e teste de médias); (ii) realizar toda a analise de acordo com
o método descrito no capitulo anterior, sendo esse indicado para casos onde a

variacao entre tratamentos da caracteristica analisada ndo ¢ tdo pronunciada.
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4 CONCLUSOES

A realizagdo de um plano amostral para caracteristicas da superficie
foliar € necessaria pra que heterogeneidades espaciais sejam consideradas na
analise no caso da geoestatistica ou para contemplar as formalidades exigidas
pela estatistica probabilistica.

O método de levantamento de estomatos mais eficiente foi o que utilizou
a geoestatistica, no entanto é possivel melhorar a qualidade do levantamento
utilizando esse método apenas para definir um plano amostral.

Mesmo sendo o mecanismo de formacdo de estdmatos semelhante em
Dicotiledéneas, ¢ necessario que o estudo seja repetido em diferentes espécies,
para tal comportamento ser confirmado. Além disso, tal repetibilidade pode
auxiliar na sistematizagdo de grupos funcionais de plantas quanto a respostas

anatomicas as modificacdes no ambiente.
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