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RESUMO

Caesalpinia echinata Lam. € uma arbodrea da Mata Atlantica em risco de extingdo. As
informacbes quanto a ecofisiologia e ao estagio sucessional desta espécie sao
contraditérias, o que dificulta o seu manejo e conservacdo. Objetivou-se analisar o
comportamento ecofisiolégico de plantas jovens de pau-brasil em relacdo a
luminosidade, por meio da analise de crescimento e das respostas morfofisioldgicas.
Plantas com um ano de idade foram cultivadas em 0%, 50%, 80% de sombreamento e
em sombreamento natural durante 392 dias, e realizadas medidas de crescimento. Em
sombreamento moderado (50%) foram obtidas maiores area foliar, massa seca e taxa
de crescimento relativo. Em pleno sol as plantas apresentaram maior raz&o raiz/parte
aérea e maior massa foliar especifica. O crescimento foi inibido em 80% de
sombreamento artificial, e em sombreamento natural. As plantas cultivadas em 50% de
sombreamento foram transferidas para pleno sol. No momento da transferéncia (O
hora), as 3, 24, 48 e 192 horas, foram realizadas medidas das trocas gasosas e da
eficiéncia quantica maxima potencial do fotossistema Il (FSIl) (Fv/Fnm). As plantas
apresentaram queimadura e abscisdo dos folidlulos, inibicdo da assimilacdo
fotossintética de CO, (A) e reducdo da Fy/Fy. Assim, o sombreamento de 50%
apresentou-se como condicdo ideal de luminosidade para o desenvolvimento das
plantas jovens de pau-brasil. Posteriormente, plantas com um ano de idade cultivadas
em 50% de sombreamento foram submetidas a radiacéo solar direta. Aos 0, 2, 4, 7, 14,
20, 30, 40, 50, 60, 120 e 180 dias, foi analisada a morfofisiologia foliar. Observou-se
abscisdo dos folidlulos das plantas transferidas para o sol a partir dos 2 dias, sendo
emitidas novas folhas até os 14 dias. Verificou-se aumento expressivo da massa foliar
especifica e do teor de 4gua, aumento da espessura do limbo, da cuticula, da epiderme
da face adaxial, e do parénquima palicadico. Houve reducgéo das razdes clorofila a/b e
clorofila/carotendides. Os teores de carboidratos soluveis, em especial da sacarose,
aumentaram com a exposi¢cdo das plantas ao pleno sol no periodo entre 7 e 60 dias.
Glicose e frutose apresentam elevados valores aos 7 dias. Alteracbes na
morfoanatomia e nas concentracbes de pigmentos e de carboidratos indicam

plasticidade morfofisiologica. No entanto, verificou-se reducédo expressiva de Fy/Fy, da



eficiéncia quantica efetiva do FSII (F\/Fo) e do indice de desempenho (P.l.) até os 14
dias, sendo observado valores abaixo do controle até o final do periodo de andlise.
Assim, evidenciou-se que a exposicao das plantas ao pleno sol levou a reducao da
eficiéncia fotoquimica da fotossintese, indicando que C. echinata ndo pode ser
considerada uma espécie pioneira. Seu crescimento foi prejudicado em sombreamento
intenso, 0 que ndo a caracteriza como espécie climax. Sendo assim, pau-brasil
apresenta caracteristicas de espécie intermediaria. Embora tenham apresentado
fotoinibicdo, as plantas jovens possuem plasticidade e capacidade de tolerancia ao

estresse por elevada irradiancia.

Palavras-chave : Caesalpinioideae, ecofisiologia, crescimento, fotossintese, morfologia,

anatomia, bioquimica.



ABSTRACT

Caesalpinia echinata Lam. is native specie from the Brazilian Atlantic Forest and is on
extinction risk. The informations about the ecophysiological and the successional stage
of this specie are contradictory, what dificult its management and conservation. The
ecophysiological behavior of young plants of brazilwood affected by light was evaluated
through the growth analysis and morphophysiological responses. One-year-old plants
were cultivaded under 0%, 50%, 80% artificial shading and natural shading for a period
of 392 days, and growth parameters were measured. Higher leaf area, dry mass and
relative growth rate were obtained under moderate shade (50%). Under full sunlight the
plants showing higher ratio root/shoot and specific leaf mass. Growth was inhibited
under 80% artificial shading and natural shade. Plants cultivated under 50% shading
were transferred to full sunlight, and at 0, 3, 24, 48 and 192 hours, were measured gas
exchange and the potential maximum quantum efficiency of photosystem Il (PSII)
(Fv/Fm). Plants leaflets presented burning and abscission, inhibition of net
photosynthesis (A) and reduction of Fy/Fy. Thus, 50% shading presented as ideal
lighting conditions for the development of brazilwood young plants. Subsequently, one-
year-old plants cultivated under 50% shading were subjected to direct sunlight. At 0, 2,
4,7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 and 180 days were analyzed leaf morphophysiology.
Plants transferred to the sunligth showing leaflets abscission after 2 days, and issued
new leaves up to 14 days. There was significant increase in specific leaf mass and water
content, increasing blade thickness, cuticle, adaxial epidermis and palisade
parenchyma. There was reduction in the chlorophyll a/b and chlorophyll/carotenoids
ratios. The soluble carbohydrates levels, especially sucrose, increased with plant
exposure to full sunlight during 7- 60 days. Glucose and fructose showed higher level at
7 days. Morphoanatomical changes, in the pigments and carbohydrates levels indicate
morphophysiological plasticity. However, there was significant reduction of F/Fy,
effective maximum quantum efficiency of PSII (F\/Fo) and performance index (P.l.) to 14
days. There were observed values below the control until 180 days. Thus, it was

observed that full sunlight exposure decreases the plants photochemical efficiency,



indicating that C. echinata is not pioneer-sucession species. Growth was inhibited under
intense shading, not characterizing the climax specie. Thus, brazilwood has the
characteristics of intermediate specie. Although they presented photoinhibition, the

young plants have plasticity and capacity of tolerance to high-light stress.

Keywords: Caesalpinioideae, ecophysiology, growth, photosynthesis, morphology,

anatomy, biochemistry.



SUMARIO

L INTRODUGAO .......couiiiieeee ettt en et aenaenens 13
2 MATERIAL E METODOS ...t eeee et eee e ee e eea e e e e e eeanes 20
P2 N AN = T cT@ T P 20
D I R O <YYo [ 1 4 1= | (o TR 21
2.1.2 Trocas Gas0Sas € FIUOrESCENCIA. .. ..u.uuueeee et e e e e eeaes 22
pZ A = 1 T T | 23
2.2.1 Morfoanatomia Foliar e Testes HistoquimicosS...........cccoeeeeieiiiieiiiieeeeeee, 24
2.2.2 PIgMmeNntoS FOLOSSINELICOS. ....uuuuuurrriireiiiiieinieinieinennninnnneneennnnnnnnnennnnnnnnnnnes 25
2.2.3 Fluorescéncia da Clorofila @........ccooe e 26
2.2.4 Carboidratos SOIUVEIS. .....ce it e e e 28
2.2.5 DAd0OS CHMALICOS . .eneeeee e et 29
BREFERENCIAS . ..ot e e e e e e e e 30
i e U I 7 B 10 1 T 38

ARTIGO | - LUz COMO UM INDICADOR DA SUCESSAO ECOLOGICA DO PAU-BRASIL

(Caesalpinia @ChINATA LAM.).......uii e 39
A B STRACT -ttt ettt ettt ettt oo e et ettt bt e et e e e et he e e e e et e et e e naa e e e et e neannn e e aaaenes 40
RESUMO . ... e 40
[N 0] 516 L7 Y 0 J 41
MATERIAL E IMETODOS. ...t eeeeeeetttit e e e e e eete it a e e e e e et s s e e s e e e e eennnnn e e e e eeeesnnes 44
Area de estudo e instalacio do eXPerimento............c.ccecvevreeeveeeieeeseereseeeeens 44
ANAlISES A€ CrESCIMENTO. ....ceiiiiiieiii ettt ettt e e e e e e e 45

ANAlISE dAS trOCAS JASOSAS. .. ..eiiiiiiiiiiiiieiieiiteiieeteeeeetueeasteaseessssesessesssessssssensnenes 45



ANAIISE A fIUOIESCENCIA. . .cee e et e e e e aaa e aaes 46

Delineamento experimental e andlise estatistica............cccccceeeeiiiiiiiiiiieiieeeeene 46
RESULTADOS E DISCUSSAD....cuuiiiitieiitiieeiiee et e et e e e e et e et e e e e et e e e e e eaan e eanns 47
ANAIISES A€ CrESCIMENTO.......uviiiei i e e e e e e e e eeaaaaa s 47
0 (0 IS 1 ] (=1L TSRS 50
F AN e 2] =3 11 1= N 0 3 T 55
REFERENCIAS ...ttt ettt e e et e et et e e e e et e e e et e e et e e et e e e et e e e et e e e et e e e aaeeennnns 56
17N = I 61
LEGENDA DAS FIGURAS .. .etuiiiit ettt e et eeete e et e e eeta e e et s e eat e eea s e e et e e ean e e e eanaeeaneeeannns 63
T TP 65

ARTIGO |l — ALTERACOES MORFOFISIOLOGICAS EM FOLHAS DE PAU-BRASIL

(Caesalpinia  echinata LAM.) SUBMETIDAS A  RADIACAO  SOLAR

IR E T A . ettt ettt e e e e e e e e et e rean e e e e 69
A B ST RACT ettt ettt ettt oo e e ettt tbe oo e e e e et he e b e e e et e et e e nna e e e e et eeeennn e eaaaeaes 70
RESUMO. ... ettt e e e e e e e e e 70
N8 112010 :X @ 71
MATERIAL E METODOS. ....tuiieiiiiieitii e ee e s e e e e e s s e e e e senanns s e e e eeeennnes 72
Material Vegetal e Estabelecimento do Experimento................uevveviieiiineniennnnes 72
Massa Foliar Especifica, Area Foliar Especifica e Teor de Agua..................... 73
Anatomia Foliar e Testes HiStoqUImICOS...........cuuviiiiiiiieieiiiiiiiiee e 73
Pigmentos Fotossintetizantes. ..., 73
Fluorescéncia da Clorofila @..........ccuuuviiiiiiiiiiiiie e 74
CarboidratoS SOIUVEIS. .......uuuiiiiiieieie i 74
RESULTADOS E DISCUSSAOD.......ciiiiiiiiiiiiiieee ettt 74
MOIfOIOGIA FOIIAT........ciiiiiiii ittt ee e e eesnnnennnes 74
Caracterizagao e Alteracfes da Anatomia Foliar...........ccccecevininiininiinnnnnnnnnnns 75
Pigmentos Fotossintetizantes. ... 77
FotoinibiCAo da FOtOSSINtESE.....cccoee e 78

Carboidratos SOIUVEIS. ....ueeeeeee ettt et e et e e e ee e ananaee 80



Conclustes e Consideragies FINAIS. .......oocviiriiiriiniei e 82

AGRADECIMENTOS ..ccttttttiisteaeeeestssi s s e e e e eeesaas s e e s e e et s e e e e e e e snnn e e a e e e e e eennnnns 82
REFERENCIAS ...ttt et e e e e e e e e e e nnneae s 82
TABELAS ...ttt ettt et e e e e e enne 87
FIGURAS . . e 90

N = =TT 96



13

1. INTRODUCAO

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae), o pau-brasil, € uma espécie semidecidua da
Floresta Estacional Caducifdlia Costeira do Brasil, Bioma Mata Atlantica. Esta arbdrea
apresenta porte médio de 10 a 15 m de altura, tronco recoberto por aculeos, e
inflorescéncias amarelas-ouro. Suas folhas sdo bipinadas ou recompostas (Figura 1)
(CARVALHO, 1994). Na época da colonizacdo portuguesa, a espécie encontrava-se
amplamente distribuida na costa brasileira, especialmente entre os estados do Rio de
Janeiro e Rio Grande do Norte (LIMA, 1992), mas ap0s intensa e prolongada
exploracdo, chegou a ser considerada extinta por quase um século. Na atualidade, em
virtude de iniciativas de conservacgao in situ e ex situ, o pau-brasil € encontrado em
remanescentes de Mata Atlantica, poréem em numero bastante reduzido (SOARES,
1985; ROCHA; SIMABUKURO, 2008).

O pau-brasil é considerado a arvore simbolo do Brasil e, apesar do seu valor historico e
econdmico, corre sério risco de eroséo genética (Portaria IBAMA n.37-N, de 03 de abiril
de 1992). Na atualidade, a espécie ainda sofre forte pressdo de extincao,
principalmente devido ao corte ilegal de arvores para fins comerciais, como a fabricacéo
de instrumentos musicais (PIERCE, 2002).

O perigo de extincdo das espécies nativas, assim como o0 pau-brasil, € atribuido ndo
somente ao intenso extrativismo e a destruicdo do habitat, mas também pela falta de
informacdes sobre suas caracteristicas fisioldgicas, o que compromete as acdes de
conservacdo e manejo. Uma vez que as informacdes relacionadas a ecofisiologia das
espécies sao insuficientes, o reflorestamento com espécies nativas pode nao alcancar
0s resultados esperados. O plantio de arbéreas nativas tropicais depende,
principalmente, de dados sobre o comportamento em relagcdo a intensidade luminosa.
Tais informacbes sdo de grande importancia na definicdo do posicionamento da
sucessdao, imprescindivel na regeneracéo artificial e manejo de florestas (KITAJIMA,
1996; KOERSELMAN; MEULEMAN, 1996; DUZ et al., 2004).



LB o

Figura 1 — Plantas jovens de Caesalpinia echinata. a — aspecto geral. b — folhas bipinadas. ¢ —
detalhes dos foli6lulos.

As informac¢des quanto ao comportamento ecofisioldgico do pau-brasil sdo bastante
contraditérias. Para Budowski (1965), C. echinata € uma espécie semi-helidfila,
classificada como climax, enquanto Lima (1992), Lorenzi (2002) e Baroni (2005) a
classificam como heliéfila. Rocha (2004) comprovou adaptacdo da espécie ao cultivo
em areas abertas e de clima seco. Carvalho (1994) sugere que esta espécie possa ser
um exemplo de arbdérea que necessite de um sombreamento moderado na fase juvenil,
e que seu desenvolvimento é completado quando ocorre a formacdo de clareiras.
Aguiar et al. (2005) constaram que a espécie se desenvolve melhor com a reducgéo do
sombreamento (de intenso para moderado). O pau-brasil também é considerado uma

espécie de meia sombra, bastante resistente a extremos de luz e que, a0 menos
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guando jovem, apresenta grande plasticidade de resposta a irradiancia (ZAIDAN et al.,
2008). E necessario, pois, maior esclarecimento das condicdes ideais de incidéncia de
radiacdo solar para o desenvolvimento desta espécie, para que, além de uma definicao
do posicionamento da sucessdo ecologica, as mudas possam ser manejadas

corretamente.

A classificacdo das espécies arbdreas quanto ao estagio sucessional foi, inicialmente,
baseada em caracteristicas germinativas, como a quantidade e qualidade de luz para a
germinagdo e o tamanho das sementes e, assim, as espécies podiam ser climax ou
pioneiras (WALTER, 1979). Mais tarde, a posicdo sucessional das espécies passou a
ser utilizada para explicar a maior ou menor capacidade das plantas em responder a
variagbes ambientais: espécies de estagios sucessionais tardios possuem menor

plasticidade que espécies de estagios sucessionais iniciais (HUANTE; RINCON, 1998).

No entanto, a caracterizacdo dos diferentes grupos ecolégicos envolvidos nos
processos de formacédo florestal é ainda pouco precisa. De acordo com Ribeiro et al.
(2004), a distincdo mais concisa entre as classes sucessionais deve levar em
consideracdo aspectos ecofisiolégicos, como a capacidade de aproveitamento da
energia luminosa. Para tanto, novas formas de avaliar os processos fisiolégicos nos
vegetais, que permitem ou ndo as espécies ocuparem um determinado ambiente
(aptidao fisioldgica), justifica a classificacdo do estagio sucessional das plantas por
meio de caracteristicas ecofisioldgicas, como, por exemplo, a eficiéncia fotossintética
em resposta a luz (RIBEITO et al., 2004; LUTTGE; SCARANO, 2007).

O desenvolvimento vegetal é afetado por iniUmeros fatores ambientais, sendo a
irradiancia um parametro diretamente ligado a producdo de biomassa, que regula o
ganho de energia e o metabolismo de carboidratos através da fotossintese. Assim, a
luminosidade € um dos fatores ambientais mais importantes no estabelecimento da
vegetacdo (SOUZA; VALIO 2003; DUZ et al.,, 2004; GONCALVES et al., 2005;
WALTER, 2008). A regulacdo do processo fotossintético € modificada em funcéo da luz

disponivel, tendo efeito direto sobre a capacidade da planta em viver em determinado
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habitat (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN, 1996; TAIZ, ZAIGER, 2008). Assim, o
conhecimento sobre os efeitos da intensidade luminosa sobre o processo fotossintético
pode garantir a sobrevivéncia e o desenvolvimento adequado das plantas quando
transplantadas para o campo. Além disso, estudos dessa natureza permitem avaliar a
plasticidade fisiolégica da planta em relacdo ao estresse por luminosidade (ZAMITH;
SCARANO, 2004; LIMA et al., 2008).

Embora as plantas possam ser geneticamente determinadas a crescer sob alta ou baixa
intensidade de luz, a maioria dos vegetais de ocorréncia nas regides tropicais apresenta
capacidade de se adaptar a baixa ou a alta irradiancia. Quando verificada esta
capacidade de aclimatacdo de uma espécie aos diferentes niveis de irradiancia, é
possivel observar diferentes fenoétipos. Plantas crescendo a pleno sol podem apresentar
alteracbes morfoldgicas resultantes de mudancas fisiologicas, como na coloracédo das
folnas decorrente da variagio no conteddo e composicdo dos pigmentos
fotossintetizantes, no tamanho e espessura das folhas, etc. (LUTTGE, 1997,
MARENCO; LOPES, 2009).

Adaptacdes morfofisiolégicas permitem a manutencdo da eficiéncia do aparato
fotossintético e, assim, a manutencao dos valores de assimilacao fotossintética de CO,.
A aclimatagdo em relagdo a quantidade de luz ocorre, portanto, no sentido de
maximizar o ganho total de carbono e, segundo Osunkoya et al. (1994), pode se dar por
meio de dois caminhos: a) mudanca nas propriedades de assimilacdo fotossintética de
carbono pelas folhas, envolvendo ajustes morfologicos, fisiolégicos e bioguimicos; b)
pela mudanca no padréo de alocacdo de biomassa em favor da parte vegetativa mais
severamente afetada pela mudanca (LAMBERS; POORTER, 1992; CAMPOSTRINI,
MAESTRI, 1998).

Variacdo da area e massa foliar, da razdo de massa da raiz em relagédo a parte aérea, e
da taxa de crescimento relativo podem ser empregadas para descrever as preferéncias
ecologicas das plantas quanto a disponibilidade de luz (LAMBERS; POORTER, 1992).

A analise de crescimento € um instrumento simples e preciso para avaliar as respostas
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fisiologicas, pois por meio desta € possivel conhecer a cinética de producédo de
biomassa das plantas (BENINCASA, 2003).

As alteracOes estruturais nos vegetais ocorrem comumente na folha, por se tratar de um
orgao que estd muito suscetivel as mudancas ambientais. Estas modificacdes podem
alterar a quantidade de luz que alcanca o cloroplasto, regulando o0s processos
fotossintéticos. O estudo da anatomia foliar €, portanto, de grande importancia para a
compreensdo da plasticidade adaptativa de uma espécie as variagcbes ambientais, e em
especial com a luminosidade, por estar correlacionada com processos de trocas
gasosas e assimilagdo de CO,, e outras caracteristicas inerentes ao crescimento da
planta (LIMA JR. et al., 2006).

A condi¢éo de luminosidade pode modificar a estrutura das folhas, como espessura da
lamina foliar, espessura cuticular, densidade e distribuicdo dos estdmatos, numero e
espessura das camadas epidérmicas e do parénquima clorofiliano (LIMA JR. et al.,
2006; COSTA et al, 2007; PINTO et al., 2007; OLIVEIRA et al.,, 2008). Tais
modificagdes podem influenciar no aumento ou na reducéo da radiacdo que chega aos
tecidos sensiveis do mesofilo que, por sua vez, pode alterar o mecanismo e a eficiéncia
da fotossintese. De acordo com Sullivan et al. (1996), Vasconcellos, Gomes e Esquibel
(1998), a maior incidéncia de luz pode desencadear mecanismos de protecdo que
podem ter relacdo direta com os padrdes fotossintéticos. As andlises anatdmicas e
histoquimicas evidenciam, pois, a capacidade do vegetal de alterar padrbes
morfologicos e bioquimicos, garantindo sua adaptacdo frente a uma condicdo de

estresse.

O efeito de alteragbes ambientais no metabolismo fotossintético pode ser verificado
através de analises das trocas gasosas que possibilitam mensurar a assimilacao
fotossintética de CO,, transpiracdo, condutancia estomatica, etc. (LAMBERS; CHAPIN;
PONS, 1997), ou por meio da andlise da cinética de emissdo de fluorescéncia da
clorofila a, que expressa eficiéncia da fase fotoquimica da fotossintese. A técnica da

fluorescéncia da clorofila a tem permitido uma avaliacdo muito apurada do estado
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funcional do aparelho fotossintético, por ser capaz de detectar alteracfes estruturais e
funcionais do complexo proteina-pigmento do fotossistema Il (FSIl) (MAXWELL;
JOHNSON, 2000; HOUTER; PONS, 2005).

Elevada irradiancia pode comprometer a fotossintese por meio do processo de
fotoinibicdo, que envolve danos aos centros de reacgéo, especialmente ao FSIl. Mas a
fotossintese pode ser inibida, também, pela foto-oxidacdo, processo que envolve
diretamente os pigmentos cloroplastidicos. De acordo com Morais et al. (2007), as
plantas respondem a mudancgas nas condicdes de luminosidade em termos de
guantidade e qualidade dos pigmentos, o que afeta diretamente as propriedades
fotossintéticas. As clorofilas podem ser foto-oxidadas sob alta irradiacéo e, devido aos
carotenoides serem capazes de prevenir este processo, a relacdo entre estes
pigmentos pode ser um indicador potencial de perdas foto-oxidativas causadas por
elevada irradiacdo (HENDRY; PIERCE, 1993). A relacéo clorofila a/b também & um
indicativo da plasticidade do vegetal frente a alteragbes na radiacdo incidente
(KITAJIMA; HOGAN, 2003; MARTINAZZO et al., 2007). Assim, plantas que crescem
sob elevada irradiancia, tendem a apresentar além de caracteristicas estruturais,
alteracbes bioquimicas na acepcdo de reduzir a quantidade de luz que alcanca o
cloroplasto, evitando os processos de fotoinibi¢cao e foto-oxidagao.

A producdo de carboidratos pela fotossintese é um processo vital que assegura as
plantas a capacidade de regular seu crescimento e adaptar seu metabolismo a
modificagbes do ambiente. Estas substancias sdo mobilizadas no decorrer do
desenvolvimento, e seus produtos de degradacdao s&o usados para diferentes
propdsitos, como a geracao de energia, reservas, e matéria-prima para a construcao de
células e tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2008).

Os carboidratos atuam no ajuste osmotico e, portanto, na manutencdo da turgescéncia
celular, permitindo a abertura estomética e a fotossintese sob condi¢gdes de reducéo do
potencial hidrico, que pode ocorrer em decorréncia do aumento da temperatura foliar
em condi¢des de alta irradiancia (TURNER; JONES, 1980; TURNER,1997). A sacarose,
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além de fornecer substrato para a sintese de material celular e de outros carboidratos
de reserva, ainda atua como molécula sinalizadora do metabolismo do desenvolvimento
vegetal, através da modulacdo da expressdo génica e do turnover de proteinas
(FARRAR; POLLOCK; GALLAGHER, 2000). Os carboidratos soluveis, como frutose,
glicose e rafinose, desempenham inumeras fun¢gBes metabdlicas, de sinalizacdo e
protecdo (BUCHI; BACHMAN; KELLER, 1998; FARRAR; POLLOCK; GALLAGHER,
2000; HELDT, 2005; SOUZA; MORAIS; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2005). Os teores e a
dindmica de carboidratos podem ser sinalizadores de uma condicdo de estresse, ou
ainda serem alterados a partir da necessidade da planta se adaptar a uma nova
condicdo ambiental (SMEEKENS 2000).

O estudo do efeito da luminosidade no crescimento do pau-brasil € de fundamental
interesse para inferir sobre as preferéncias ecofisiolégicas da espécie, sobre seu papel
na sucessao ecologica, e obter informagdes imprescindiveis para o desenvolvimento de
mudas, visando dar suporte a trabalhos de conservacdo e manejo. Entende-se que o
estudo das respostas das plantas a alteracdo nas condi¢des de luminosidade possibilita
definir a melhor estratégia de recuperacdo da cobertura vegetal, tendo como base a
capacidade da planta em expressar os mecanismos fisiologicos com a maxima
eficiéencia (MACHADO et al., 2005; MUSIL; CHIMPHANGO; DAKORA, 2002). A
investigacdo destes mecanismos, portanto, pode gerar informacfes Uteis para a
conservacdo e recuperagcdo florestal, bem como a implantagdo de bancos de
germoplasma in situ e ex situ de espécies ameacadas como o0 pau-brasil (ROCHA,;
SIMABUKURO, 2008).

Assim, o objetivo deste trabalho foi de verificar o comportamento ecofisiolégico de
plantas jovens de C. echinata sob diferentes condicbes de luminosidade, por meio de

analises de crescimento e das respostas fisiologicas e morfoanatdomicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizadas plantas de pau-brasil (Caesalpinia
echinata Lam.), propagadas por sementes fornecidas pela FUNBRASIL (Fundacao
Nacional do Pau-brasil/PE). Para a germinagdo, as sementes foram dispostas em
placas de Petri, a temperatura de 25°C em luz continua. Aos 15 dias apés a
germinagdo, as plantulas foram transferidas para tubetes. Com aproximadamente 9
meses de idade as plantas foram transplantadas para vasos plasticos, e mantidas sob
temperatura e fotoperiodo natural, em casa de vegetacdo localizada no Campus
Universitario de Goiabeiras, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES
(20°18'52"'S e 40°19'06"'W).

2.1 ARTIGO |

Plantas com aproximadamente um ano de idade, envasadas em recipientes plasticos (5
L) contendo como substrato terra preta e areia (1:1), foram submetidas a diferentes
condi¢cbes de luminosidade, divididas em quatro tratamentos: 0% de sombreamento
(pleno sol), 50 e 80% de sombreamento artificial (sombrite), e sombreamento natural,
aonde as os vasos foram dispostos sob um bosque proximo a casa de vegetacdo. Para
evitar o aguecimento e perda excessiva de agua pela evaporacao do solo, 0s vasos em
pleno sol (0%) foram envolvidos em papel aluminio e a superficie do solo recebeu uma
camada de vermiculita. As plantas foram regadas diariamente, de forma que néo

houvesse restrigdo hidrica.

A radiacdo fotossinteticamente ativa nas diferentes condicbes de luminosidade foi
determinada em um dia ensolarado as 12 h, por meio de um espectroradiometro da Sky
Instruments Ltda. Os valores médios da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) para
cada tratamento foram de aproximadamente: 0% de sombreamento= 1550 pmol.m™.s™;
50% de sombreamento= 770 umol.m*.s™®; 80% de sombreamento= 310 pmol.m™*.s™;
sombreamento natural= 110 pmol.m™.s™*. A razéo vermelho/vermelho extremo (Lv:Lve),

no sombreamento natural e em pleno sol, foi calculada pela razdo dos valores do
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espectro de irradiancia no comprimento de 656-664 nm e 726-734 nm com O sensor

colocado na altura da copa das plantas.

2.1.1 Crescimento

No tempo inicial (plantas com aproximadamente 12 meses) e aos 392 dias apds o
estabelecimento do experimento (plantas com aproximadamente 24 meses), foram
realizadas medidas de crescimento tais como: altura, nimero de folhas, massa fresca, e
massa seca (em estufa 60°C até obtencdo da massa seca constante), e area foliar
(Area Meter da LI-COR 3100). O pau-brasil € uma espécie que apresenta folhas
bipenadas, com foliolos e folidlulos. Para a analise de area foliar, 30 folidlulos foram
scanneados, e as imagens geradas forneceram a medida de area a partir do método
gravimétrico. Com o total da massa dos 30 foliolulos e sua respectiva area, foi calculada
a area foliar total. A metodologia aplicada € considera confiavel, com erro estimado de
até 5%.

As taxa de crescimento absoluto (TCA=M,-M,/t,-t;), taxa de crescimento relativo
(TCR=(LNM,-LnM,)/(t>-t1)), razdo de area foliar (RAF=AF/MST), razdo raiz:parte aérea
(R:PA), massa foliar especifica (MFE=MF/AF), razdo de massa foliar (RMF=MF/MST),
razao de massa caulinar (RMC=MC/MST) e raz&do de massa radicular (RMR=MR/MST),
foram calculadas segundo Hunt (1982), onde, Mj;=massa inicial; M,=massa final,
t;=tempo inicial; t,=tempo final; Ln=Log natural; MF=massa foliar, MC=massa caulinar,
MR=massa radicular, AF=area foliar, MST=massa seca total; RMF= razdo de massa

foliar; RMC=razao de massa caulinar; RMR=razdo de massa radicular.

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), constituido de sete repeticbes e
duas plantas por parcela para cada tratamento. Os dados foram submetidos a anélise

de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia.
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2.1.2 Trocas Gasosas e Fluorescéncia

Ao término das analises de crescimento, plantas cultivadas em 50% de sombreamento
foram divididas em dois tratamentos: plantas transferidas para pleno sol e plantas
mantidas em sombreamento constante. No momento da transferéncia (0 hora), as 3, 24,
48 e 192 horas apos a transferéncia, foram realizadas andlises das trocas gasosas e da
fluorescéncia da clorofila a, partir de foliolulos da regido mediana da primeira folha

apical completamente expandida.

As analises de trocas gasosas foram realizadas em sistema fechado com analisador de
gases infravermelho portatil (IRGA) modelo LI-6200 (LI-COR, Inc.) no horario entre 9:00
e 11:00 h, utilizando-se concentracdo atmosférica de CO, (em aproximadamente 370
ppm ) e temperatura ambiente. Foi utilizada fonte de luz artificial com intensidade
aproximada de 1.500 umol.m?.s™. Avaliou-se a assimilacdo fotossintética de carbono
(A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e déficit de pressédo de vapor entre a
folha e 0 ar (DPV toha-ar). FOram calculadas a eficiéncia do uso da agua (EUA) e a
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA), por meio das equacbes EUA = [mmol
CO,.mol™*(H,0)] deduzida pela razdo de fotossintese (A) / transpiracdo (E) e EIUA =

[umol CO,.mol™* H,0] dada pela razéo de fotossintese (A) / condutancia estomatica (gs).

Para a medida da fluorescéncia da clorofila a utilizou-se um analisador de eficiéncia
fotossintética portétil (PEA, Hanstech, King’'s Lynn, UK), com 30 minutos de adaptacao
ao escuro, no horéario das 8:00 horas da manha. Foi verificada a eficiéncia quantica

maxima potencial do FSII (F\/Fy).

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
cinco repeticbes e trés plantas por parcela para cada tratamento. Os dados foram

submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia.
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2.2 ARTIGO I

Plantas com aproximadamente um ano de idade, envasadas em recipientes plasticos (8
L) contendo terra preta e acondicionadas a sombreamento artificial de
aproximadamente 50%, temperatura e fotoperiodo natural, foram dividadas em dois
lotes: um mantido sob sombreamento constante em casa de vegetacdo (50%)
constituindo o controle; e outro transferido para o ambiente externo a casa de
vegetacdo, a pleno sol. Para evitar o aquecimento e perda excessiva de agua pela
evaporacado do solo, os vasos em pleno sol foram envolvidos em papel aluminio e a
superficie do solo recebeu uma camada de vermiculita. As plantas foram regadas

diariamente, de forma que ndo houvesse restricao hidrica.

A coleta de amostras e as medidas fisiologicas foram realizadas a partir de foli6lulos da
regido mediana da primeira folha completamente expandida a partir do apice (Figura 2),
aos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 e 180 dias apds o estabelecimento do

experimento, totalizando seis meses de analises.

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
cinco repeticdes e seis plantas por parcela para cada tratamento. No sentido de
investigar variacdes com relacdo a condi¢do de luminosidade e com relacdo ao tempo,
foi estabelecido um arranjo fatorial (2 x 12), constituido por 2 tratamentos e 12 periodos
de avaliacdo. Os dados referentes as razdes enre os pigmentos foram submetidos a
analise de regressao e calculado o respectivo erro padrédo da meédia. Os resultados da
analise de fluorescéncia sdo apresentados em valores de percentual em relacdo ao
controle. Para os demais dados foi realizada analise de variancia (ANAVA) e as medias

comparadas pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 2 — Esquema representando as plantas jovens de Caesalpinia echinata indicando a
regido da folha utilizada para as andlises e a coleta de foliélulos.

2.2.1 Morfoanatomia Foliar e Testes Histoquimicos

Os padrbes morfolégicos das folhas de C. echinata foram mensurados a partir da
analise da éarea foliar especifica, massa foliar especifica e teor de agua. Foram
realizadas medidas da massa fresca e a massa seca (estufa 60°C), e area foliar, sendo
calculadas massa foliar especifica (MFE=MF/AF), area foliar especifica (AFE=AF/MF),
segundo Hunt (1982), e teor de agua ou suculéncia (Teor H,O=MFF-MSF/AF), de
acordo com Parida, Dias e Mittra (2004). Onde, MF=massa foliar, AF=éarea foliar;

MFF=massa fresca foliar; MSF= massa seca foliar.

As andlises da anatomia e histoquimica foliar foram realizadas no Laboratério de
Anatomia Vegetal, do Setor de Botanica da UFES. Amostras do terco médio do limbo

(0,5 cm x 0,5 cm) foram fixadas em FAA 50 (Formaldeido, Acido acético e Etanol) por
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48 horas (JOHANSEN, 1940), e estocadas em é&lcool 70%, sendo posteriormente
desidratadas em série etandlica crescente e incluidas em historresina (Leica Historesin
R), segundo Gerrits (1964). Foram realizadas seccbes transversais de 9 pum de
espessura, com auxilio de micrétomo rotativo, as quais foram coradas com Azul de
Toluidina 0,05%, pH 4,7 (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) e montadas entre lamina

e laminula, em balsamo do Canada.

A analise anatdbmica quantitativa foi realizada por meio de medi¢cdes da espessura total
do limbo, da cuticula, da epiderme de ambas as faces da folha, e dos parénquimas
palicadico e lacunoso. Foi determinada a densidade estomatica (mm?) por meio de
impressao da face abaxial dos foliélulos. As medi¢gbes foram realizadas com auxilio do
software analisador de imagens TSview. Os valores medios foram obtidos a partir de 20
medi¢cOes para cada caracteristica. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
e teste Tukey (p<0,05).

Para a determinacdo da natureza quimica da parede e do conteudo celular, cortes
obtidos & méo-livre foram submetidos a testes histoquimicos utilizando-se os seguintes
reagentes: Cloreto férrico a 10%, para a deteccao de substancias fendlicas; Sudan IV,
para substéancias lipidicas; Vermelho de Ruténio, para detec¢do de substancias pécticas

(JOHANSEN, 1940). Os resultados foram documentados por meio de fotomicroscopio.
2.2.2 Pigmentos Fotossintéticos

O teor de clorofila total, clorofila a, clorofila b, carotendides e as razdes clorofila a/b e
clorofila/carotendides, foi determinado apds extragdo com dimetilsulfoxido (DMSO),
utilizando quatro discos foliares de 0,45 cm de didmetro, macerados em 5 mL de
DMSO, em tubos de ensaio com tampa, mantidos no escuro, em temperatura ambiente,
por sete dias. As leituras da densidade otica foram feitas em espectrofotbmetro a 470,
663 e 645 nm. As determinacdes das concentracdes de clorofila e carotendides foram

realizadas usando as equac0des de Lichtenthaler (1987):
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Clorofila a = (12,7.Aes3 - 2,69.A645 / 1000MF).V (mg.g™* MF)

Clorofila b = (22,9.A¢45 - 4,68.Ass3 / L000MF).V (mg.g™* MF)

Clorofila Total = (20,2.Age3 - 2,69.A¢ss / L000MF).V (mg.g™* MF)

Carotendides = (1000.A470)-(1,82.Clor.a)-(85,02.Clor.b)/(198).V (mg.g™* MF)
Onde:
As70 = absorbancia a 470 nm; Agss = absorbancia a 663 nm; Agss = absorbancia a 645

nm; V = volume da amostra (mL); MF = massa fresca da amostra (Q).

2.2.3 Fluorescéncia da Clorofila a

A cinética da emisséo da fluorescéncia da clorofila a foi mensurada em um fluorémetro
portatil Handy PEA (Plant Efficiency Analyzer, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). As
medidas foram realizadas entre as 8:00 e 9:00 horas, com a adequacao da area foliar
ao escuro por 30 minutos. Imediatamente apos a adequacéo ao escuro as folhas foram
expostas a um pulso saturante de luz vermelha de cerca de 3000 pmol m? s fornecido
por um conjunto de trés LED’s (pico de 650 nm), aplicado sobre a superficie da folha
para proporcionar uma iluminacdo homogénea sobre a é&rea exposta (4 mm de
didametro). Os resultados da cinética da fluorescéncia transiente foram tabulados com o
programa do Handy PEA (PEA Plus) para uma planilha eletrénica. Este software extrai
os valores basicos da fluorescéncia: fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima

(Fw), fluorescéncia variavel (Fy).

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi analisada de acordo com o teste J-I-P. A
partir da curva transiente, a analise dos parametros basicos (Fo, Fm, Fso us: F100 ps, F3o0
us, Fu, Fi, e tFy) conduziu ao calculo e derivagdo de uma variedade de parametros
especificos da fluorescéncia, que fornecem informacdes estruturais e funcionais do
FSIl. Foram expressos os valores de fluxo especifico por centro de reacdo (RC),
conforme Tabela 1. ABS refere-se a absorcédo de fétons por molécula de clorofila do
complexo antena. Parte da energia absorvida (ABS/RC) pode ser capturada pelo centro
de reacao do FSII (P680) (TRo/RC), ou dissipada na forma de calor ou de flurescéncia

(DIo/RC). Da energia capturada, parte pode ser convertida em energia redox para o
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transporte de elétrons (ETo/RC) entre Quinona A e B. Foiram mensuradas também a
probabilidade (no tempo zero) de um excitron capturado pelo RC do FSII, mover um
elétron na cadeia de transporte para além de Qa (Yo = ETo/TRp) e a razdo entre o
numero de centros de reacdo ativos do FSII pela quantidade de luz absorvida pelo
sistema antena (RC/ABS). Foram determinados o rendimento quantico maximo
potencial do FSIlI (Fv/Fu = ®po), 0 rendimento quantico efetivo do FSII (ppo/ (1-
@po)=Fv/Fo), e o0 indice de desempenho (P.l.), permitindo, assim, quantificar o

comportamento do FSII nos diferentes periodos e condi¢cbes avaliados.

Tabela 1 — Definicdo das varidveis analisadas através da fluorescéncia transiente da clorofila a
e dos calculos da curva O-J-I-P de acordo com Christen et al. (2007).

PARAMETRO DESCRIGCAO

Fluorescéncia inicial. Intensidade da fluorescéncia aos 50 ps obtidas em amostras
Fo adaptadas ao escuro. E considerada como a intensidade da fluorescéncia quando todos
0s RC do FSII estdo abertos, isto € ou quando Q, esta totalmente oxidada.

Fluorescéncia maxima. Intensidade da fluorescéncia obtida apés 300 ms, considerada
Fu como a intensidade da fluorescéncia quando todos os RC’s do FSIl estdo fechados e o
aceptor Q, esta completamente reduzido.

Eficiéncia quantica maxima potencial do FSII. Eficiéncia de captura de energia de

F/Fw excitacao pelos centros de reacao do FSII abertos (¢po = Fy/Fy).
ABS/RC Fluxo de fétons absorvidos por centros de reacéo.

TRo/RC Fluxo de energia de excitagdo efetivamente capturada pelo centro de reacéo.

ET,/RC Flux9 de energia que ,foi efetivgmerlte destinada ao transporte de elétrons pelo centro de

reagcdo o que resultara na reoxidagao das Qa reduzidas.
DIy/RC Dissipacao de energia de excitagdo do centro de reacgao ativo.
RC/CSq Densidade de Centros de Reagao ativos do FSII por centro de reacao.
Fu/Fo Eficiéncia quantica méxima efetiva de converséo de energia (F,/Fo = ¢po/(1-dpo)-
ET,/TR, Probabilidade (no tempo zero) de um excitron capturado, mover um elétron na cadeia de

transporte para além de Qa (ETo/TRo = Wpo).

indice de desempenho. E o produto de trés pardmetros independentes: RC/ABS, ¢po €
Wpo, € é considerado um indicador da vitalidade da amostra, ou seja, a densidade de
Pl centros de reagdo expressos com base na absorcao (RC/ABS), o rendimento quantico
maximo efetivo do FSII (¢ppo / (1-9po) = F\/Fp) € a habilidade de transferéncia de elétrons
na cadeia transportadora, entre o FSIl e FSI (Upo= ETo/TRy).
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2.2.4 Carboidratos Soluveis

A andlise dos carboidratos sollveis foi realizada no Laboratério de Max Feffer de
Génetica de Plantas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ

Piracicaba — SP.

Amostras de tecido foliar de pau-brasil previamente liofilizadas por 48 horas, foram
moidas em moinho micro-wiley através de peneiras de 60 mesh (AMERICAN SOCIETY
FOR TESTING AND MATERIALS, 2001). Para a determinacdo do contetudo de
carboidratos soluveis (glicose, frutose, sacarose e rafinose) pesou-se aproximadamente
20 mg de amostra em tubo Eppendorf, adicionou-se 1 mL de agua ultrapura (Milli-2),
deixando em banho-maria a 80°C durante 1 hora. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos, e as solucdes obtidas resultantes do processo de extracdo foram utilizadas
para a quantificacdo do conteudo de carboidratos soluveis. Os teores de acucares
solGveis foram analisados por HPAE-PAD (High Performance Anion Exchange- Pulsed

Amperometric Detection).

As curvas de concentracdo para cada agUcar foram construidas de acordo com o perfil
cromatografico das amostras com os referidos padrdes: glicose frutose, sacarose e
rafinose todos da Sigma® As determinacdes foram realizadas com o auxilio do
equipamento ICS 2500, HPLC Dionex®. O eluente de arraste utilizado foi 60 mM de
NaOH e o eluente de limpeza foi de 200 mM de NaOH, com fluxo de 1 mL.min™,
pressdo no sistema de aproximadamente 1500 psi. As amostras foram injetadas com
volume de 25 pL determinado pelo loop de amostragem. A coluna utilizada foi a de
troca anionica Dionex® CarboPac PA1 (4 x 250 mm) com coluna-guarda CarboPac PA1
(4 x 50mm) e o detector amperométrico associado ao eletrddo de ouro foi ajustado de
acordo com a metodologia descrita por Bragatto (2007). Os dados foram submetidos a

analise de variancia e teste Tukey (p<0,05).
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2.2.5 Dados Climaticos

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados climéaticos dos dias em que foram realizadas
as andlises, durante os primeiros 60 dias do experimento. Na Figura 3, sao

apresentadas as médias mensais no periodo total de duracdo do experimento.

Tabela 2 — Dados climatoldgicos da UFES - Campus de Goiabeiras, nos dia em que foram
realizadas as analises (média das 24 h). A primeira coluna representa os periodos
das medidas. T. Média = temperatura média; UR = Umidade relativa média; PP =
precipitacdo diaria; Rad = radiacdo. Fonte: Estacdo Meteorologica Automatica do

INMET.
Periodo (dias) |T. Média (°C) | UR Média (%) PP(mm) Rad (MJ/m ?)
0 24,1 82,0 2,2 23,3
2 24,3 74,2 0,0 25,5
4 24,3 78,6 12,6 22,5
7 25,2 72,0 0,0 26,8
14 25,3 76,7 0,0 27,5
20 25,7 76,9 6,2 16,7
30 25,8 77,0 0,0 19,6
40 23,7 85,4 0,0 13,8
50 22,9 81,3 0,0 17,0
60 25,7 80,4 1,4 20,2
28 + - 700
- 600
- 500
o - 400 E
- - 300 &
r 200
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Figura 3 — Dados climatolégicos mensais de Vitéria - ES, do periodo total de duracdo do
experimento (Outubro de 2008 a Abril de 2009). T = temperatura média mensal
(colunas); PP = precipitacdo mensal (linha). Fonte: Estacdo Meteorol6gica
Automatica do INMET.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram a elaboracdo de dois artigos
cientificos. Para cada artigo, a formatacdo segue as normas de publicacdo exigidas
pelos peridédicos. O Artigo | foi publicado no periodico Brazilian Journal of Plant

Phisiology. O Artigo Il serd submetido ao periédico Trees.
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Abstract - The ecophysiological behavior of brazilwoodagsalpinia echinatd.am.) plants
was evaluated as affected by light quantity andityuaNine-month-old plants were cultivated
under 0%, 50%, and 80% artificial shading, and r@tshading imposed by a closed canopy for
a period of 392 days. At the end of that periodnghoparameters were measured, including
relative growth rateRGR), net assimilation rateNAR), leaf area ratioL(AR), specific leaf mass
(SLM) and root:shoot ratidR:S. Higher leaf area, dry mass aR@GRwere obtained under 50%
artificial shade. Under full sunlight (0% shadepwth was satisfactory showing higherSand
SLM Growth was inhibited under 80% artificial andurat shading indicating th&. echinata

is not pioneer-succession or climax specie. Sirmgaa gap, plants cultivated under artificial
shade (50%) were transferred to full sunlight for iaterval of 192 h, during which net
photosynthesis A), transpiration ), stomatic conductancegq), deficit of pressure vapor
(VPDleaf-to-ai) and the efficiency quantum potential of photosyste(fv/Fm) were analyzed.
Plants transferred to full sunlight presented sewerrning and abscission of the leaflets, as well
as inhibition of A and of the photochemical efficiency of PSHv(Fm). This observation
associated with the reduced growth under full gimland better performance under moderate
shade suggests characteristics of intermediateespec

Key words: chlorophyll fluorescence, gas exchaggawth, light stress, shade, tropical tree.

Resumo - Luz como um indicador da sucessédo ecol@itdo pau-brasil Caesalpinia echinata
Lam.). Foi avaliado o comportamento ecofisiolégico de f@ande pau-brasil em relacdo ao
gradiente de luminosidade. Plantas com um anoatieitbram cultivadas em 0%, 50%, 80% de
sombreamento e em sombreamento natural durantedid82 Ao final desse periodo foram
realizadas medidas de crescimentos e calculadxaad@ crescimento relativalfCR), taxa

assimilatoria liquidaTAL), razao de area foliaRAF), massa foliar especificMEE) e razéo raiz
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e parte aéredR(PA). Maiores valores de area foliar, massa sec@Rforam obtidos em 50% de
sombreamento. Em pleno sol, o crescimento foifa&diso mostrando maioR:PA e MFE. O
crescimento foi inibido em 80% de sombreamentdic@di e natural indicando qué. echinata
ndo seja uma espécie climax e sim intermediariaalni Simulando uma clareira, plantas
cultivadas em sombreamento artificial (50%) foraams$feridas para pleno sol e num intervalo de
192 horas foram determinadas E, gs, DPVihaar € @ eficiéncia quéantica potencial da
fotossintese Hv/Fm). As plantas transferidas para pleno sol apresamtgrofundas injarias
como queimadura e absciséo dos folidlulos assinpdaibicdo da fotossintese liquidd) (e da
eficiéncia fotoquimicaHv/Fm). Esta observacdo associada com a reducdo danceesc sob
pleno sol e a melhor performace sob sombreamentierado sugerem caracteristicas de espécie
intermediaria.

Palavras-chavdiuorescéncia da clorofila, trocas gasosas, crestiop sombreamento, estresse

por luminosidade, arborea tropical.

INTRODUCAO

O plantio de espécies silvestres tropicais estéaagrensdo e essa atividade depende de dados
sobre o comportamento das espécies em relacd@dierge luminoso. Tais informacdes sédo de
grande valor na definicdo do posicionamento dassdmee é imprescindivel na regeneragéo
artificial e manejo de florestas (Kitajima, 199%oerselman e Meuleman, 1996; Duz et al.,
2004). Estudos dessa natureza permitem avaliaassiqtiade fisioldgica da planta frente aos
tensores ambientais (Zamith e Scarano, 2004; Linah,e2008) gerando informagdes de grande

importancia no recrutamento de plantas resiste@®@s isso, fica assegurada a sobrevivéncia e 0
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bom desenvolvimento das mudas em condicdes de camge os fatores ambientais séo
adversos.

O conhecimento das respostas das plantas as fhesiaps fatores ambientais possibilita definir
a melhor estratégia de recuperacao da cobertuetaldgndo como base a capacidade da planta
expressar os mecanismos fisiolégicos com a méaxfio@recia (Musil et al. 2002; Machado et
al., 2005). Portanto, estudos ecofisiolégicos podgenar importantes informacbes para a
conservacao e recuperacdao florestal bem como amtagido de bancos de germoplagmsitu e

ex situ (Rocha e Simabukuro, 2008) de espécies ameacadas ¢ pau-brasil Gaesalpinia
echinatg.

O pau-brasil Caesalpinia echinatham.) € uma arborea nativa da Mata Atlantica @aj com
importante valor histoérico e econdmico que, no mhda corre sério risco de erosao genética
provocado pelo intenso extrativismo, aliado a faleainformacdes sobre suas caracteristicas
fisiolégicas. A densidade, a flexibilidade e a &icasde seu lenho fizeram do pau-brasil a matéria
prima ideal na confeccdo de arcos para instrumes¢osorda musical de reconhecido valor
internacional (Franco e Yojo, 2008). No entantosme com sua importancia comercial, valor
histérico e cultural, aliado a ameacada de extirdgidlora brasileira, pouco se sabe sobre o
comportamento ecofisioldgico dessa arboérea, simimBrasil.

As informacgdes quanto as preferéncias ecoldgic&3 @ehinataséo bastante contraditorias. Sua
classificacdo vai desde semi-heli6fila, heliéfitg ambrofila (Lima, 1992; Lorenzi, 2002). Ha
indicacbes de que a espécie possa ser um exempdodea que necessite de sombreamento
moderado na fase juvenil e seu desenvolvimentondgpletado quando ocorre a formacdo de
clareiras (Carvalho, 1994).

Ha um consenso de que a luminosidade seja um tmegaambientais mais importantes no

estabelecimento da vegetacdo (Souza e Valio 23agt al., 2004; Gongalves et al., 2005b).



43

Na floresta, os raios solares incidentes sédo all®\pelo dossel e apenas menos de 3% da
luminosidade alcanca o extrato inferior da florg&t&ark et al., 1996). Essa condi¢&o limita o
crescimento de muitas plantas devido a baixa radi@pm ondas de maior comprimento (730
nm) (Souza e Vélio, 2003a). Além disso, 0 movimetds copas pelos ventos, a abscisdo de
folhas na estacdo seca e a abertura de clardiess alincidéncia da radiacéo e a qualidade de luz
no interior da floresta provocando variacdes naid#de microbiana e na umidade do solo
interferindo, e no processo de mineralizagcéo (Kitaj 1996; Minotta e Pinzauti, 1996).

Essas alteragfes no regime de luz modificam a csiggmfloristica e a morfologia da populacéo
do banco de plantulas. Influencia, ainda, o pad&alocacao e particdo de biomassa entre a raiz
e a parte aérea concomitantemente com a taxa deilasdo liquida de carbono, taxa de
crescimento relativo e a razdo de éarea foliar (lemle Poorter, 1992; Osunkoya et al., 1994;
Souza e Valio, 2003a,b). Essas respostas do cmstind luminosidade podem indicar
habilidade de adaptacdo em maximizar o uso efeigatnutrientes e da agua em ambientes com
variagcdo da radiacdo luminosa (Gongalves et aD520

A luminosidade tem grande efeito nas trocas gasesasm fluorescéncia da clorofila. A
fluorescéncia da clorofila do FSII, que revela a eficiéncia da captura, adsoe transporte de
elétrons, permite uma analise segura sobre a mfiai&guantica potencial da fotossintese das
plantas que se desenvolvem em diferentes conda@dsminosidade (Gongalves e Santos Jr,
2005). Andlises do contetdo de pigmentos e a fhe@mcia da clorofilaa sdo usados como
indicadores de estresse por excesso de luminos(étmhelry e Price, 1993). A elevada radiacéo
causa a fotooxidacdo da clorofila. Assim, em gesalarbéreas tendem a apresentar melhor
eficiéncia fotoquimica Hv/Fm) e maiores concentracbes de clorofila em sombnetme
moderado, mas podem apresentar mecanismos dedi@pfo quando cultivadas em pleno sol

(Goncgalves et al., 2005b).
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Dada a falta de informacdes sobre a posicédo ddpsilna sucessao ecoldgica e considerando a
sua importancia econémica além de estar em ris@xiilecao, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar o efeito da luminosidadecrescimento, trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofilaa, na fase juvenil do pau-brasiC( echinatd visando subsidiar informacgdes para

programas de reflorestamento.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e instalacio do experimeSEmentes de pau-bragiigesalpinia echinatham.)
foram fornecidas pela FUNBRASIL (Fundagcédo Naciat@aPau-brasil, Pernambuco, Brasil). As
sementes foram dispostas em placas de Petri, @ndgdes de germinacao foram a 25°C em luz
continua (Mello e Barbedo, 2007). Aos 15 dias apgerminacao, as pantulas foram transferidas
para vasos plasticos (5 L) contendo como subdieata preta sem adubo e areia (1:1). As plantas
foram mantidas em temperatura e fotoperiodo anieatcasa de vegetacdo no Departamento
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal spirifo Santo, em Vitéria (20°18'52”S e
40°19'06”W) onde foi realizado o experimento. Beordo com a classificagdo climatica, o
clima da regido € tropical umido, com meédia anwpcecipitacdo de 900 mm, e temperatura
média em torno de 24%Z e fotoperiodo de 13 h no veréo, e 11 h no inverno

Apos trés meses de aclimatizagdo, as plantas coenmeses de idade foram divididas em quatro
lotes com 14 plantas. Os 3 primeiros lotes forarhmmtidos a diferentes condi¢cbes de
luminosidade: 0, 50 e 80 % de sombreamento adifean caixas de sombrite. O quarto lote foi
submetido em sombreamento natural sob um bosquéné@ casa de vegetacdo. Para evitar o
aguecimento e perda excessiva de agua pela evapatacsolo, os vasos em pleno sol (0% de

sombreamento) foram envolvidos em papel alumirdosaperficie do solo recebeu uma camada
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de vermiculita. A radiagao fotossinteticamenteatas diferentes condi¢des de luminosidade e a
razdo Lv:Lve foram determinadas com espectroradi@mda Sky Instruments Ltda num dia
ensolarado ao meio dia. A Lv:Lve no sombreamentarabe em pleno sol foi calculada pela
razdo dos valores do espectro de irradiancia ng@goranto de 656-664 nm e 726-734 nm com o
sensor colocado acima das plantas. Durante o expetd, as plantas foram regadas de acordo
com a necessidade diéria.

Andlises de crescimentblo tempo inicial e aos 392 dias ap0s o estabeledtordd experimento,
plantas de pau-brasil foram aleatoriamente selad@s para a realizacdo de medidas de
crescimento como altura, numero de folhas, areirfoassa fresca, e massa seca apos
condicionamento em estufa’60 até obtencdo da massa seca constante. O p#uébrama
espécie que apresenta folhas bipenadas, com ®lpolmarios e foliblulos secundarios. A Area
foliar total foi mensurada a partir de scanner deaggo de imagens (LI-3100C Area Meter,
Nebrasca, USA). Foram calculadas as taxa de crestomabsoluto (TCA=MM;/t,-t;), taxa de
crescimento relativo (TCR=Ln¥LnM,)/(to-t;)), razdo de éarea foliar (RAF=AF/MST), razéo
raiz.parte aérea (R:PA), massa foliar especificsFEMMF/AF) e razdo de massa foliar
(RMF=MF/MST), razdo de massa caulinar (RMC=MC/MSf)razdo de massa radicular
(RMR=MR/MST), foram calculadas conforme descrito Hant (1982), onde, Mmassa inicial;
Mj,=massa final;;ttempo inicial; $=tempo final; Ln=Log natural; MF=massa foliar, MCassa
caulinar, MR=massa radicular, AF=area foliar, M8Wssa seca total; RMF= razdo de massa
foliar; RMC=raz&o de massa caulinar; RMR=raz&o degsa radicular.

Andlise das trocas gasosdlantas cultivadas em 50% de sombreamento forarsféradas para
pleno sol. No momento da transferéncia (0 hoaB,dl4, 48 e 192 horas apods a transferéncia,
foram realizadas andlises das trocas gasosas, asattid folidlulos medianos da primeira folha

apical completamente expandida de quatro plantaggiamento.



46

As analises de trocas gasosas foram realizadasistema fechado com analisador de gases
infravermelho portatil (IRGA) modelo LI-6200 (LI-GR) Inc.) no horario entre 9:00 e 11:00 h,
utilizando a concentracdo de g&mosférica, fonte de luz artificial em aproximaeame 1.500
umol.m2.s', e temperatura ambiente. Foi obtida a curva zledm densidade de fluxo de fétons
(PPFD) entre 0 e 3.000mol.m?.s™. Avaliou-se a assimilacdo fotossintética de camb¢#),
condutancia estoméaticagjgtranspiracaoH) e déficit de pressdo de vap@RV ioha-a). FOram
calculadas a eficiéncia do uso da agua (EUA) ec@éntia intrinseca do uso da agua (EIUA)
foram calculadas pelas equacdes EUA = [mmol,.@0I"(H,0)] deduzida pela razdo de
fotossintese A) / transpiracdo ) e EIUA = [umol CO.mol* H,0] dada pela razdo de
fotossintese / condutancia estomatgs. (

Anadlise da fluorescénciaA medida da fluorescéncia da cloroféafoi realizada nas folhas e
mesmo periodo da analise das trocas gasosas. zoutle um analisador de eficiéncia
fotossintética portatil (PEA, Hanstech, King's LyndK). Apds 30 minutos de adaptacdo ao
escuro, as folhas foram expostas a um pulso sétudeniuz de 168Qmol.m2.s* por 5 seg, no
horario das 8:00 h da manha. Foi verificada a &fida quantica maxima potencial do FSII
(FV/Fm).

Delineamento experimental e andlise estatistwalelineamento foi inteiramente casualizado.
Para as analises de crescimento foram utilizadapeticbes, com duas plantas por parcela para
cada tratamento (7 plantas no tempo inicial e iitataaos 392 dias), enquanto para as analises de
trocas gasosas e da fluorescéncia, quatro repgtegdeplantas por parcela para cada tratamento.
Foi realizada analise de varinacia (ANAVA) e as rmgdeparadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia, softwere ASSISTAT 7.4 (Silva e Azdee2007).



47

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises de crescimentdOs diferentes regimes de luminosidade n&o infliz@am no
comprimento do caule e niumero de folhas, folioldsliélulos, mas sim na é&rea foliar e area
foliar unitaria cujos valores foram maiores em 5@ sombreamento (Tabela 1). Esses
resultados refletram na maior producdo de MSF, MS® MST seguido de valores
intermediarios em pleno sol, e menor producdo efb &@ sombreamento artificial e em
sombreamento natural. A massa de raiz e MSC fastimuladas em 50% de sombreamento
(moderado) e em pleno sol (0% de sombreamentopsBEstedidas sofreram reducdo em
sombreamento mais intenso (80%) e em sombreamatimah(interior da mata). Sendo assim, a
producdo de massa seca total foi estimulada emrsamiento moderado em relacdo a condicéo
de pleno sol e de sombreamento intenso (TabeReBultados observados quanto ao tamanho e
numero de folhas e foliolos mostram uma alta makstde na adaptacdo do pau-brasil as
diferentes condi¢des de luminosidade.

A menor area foliar e AFU em 80% de sombreamermeombreamento natural pode ter sido
influenciada pela baixa luminosidade como, tambgata menor razdo Lv:Lve, 24% menor no
sombreamento natural que em pleno sol. Area fadidnzida é uma das respostas evocadas pelo
fitocromo sob baixa relacédo de Lv:Lve (Smith e Wliim 1990, Souza e Valio 2003a).

A alongacgao caulinar em condi¢bes de sombreamexitoah, conforme esperado, ndo ocorreu
possivelmente em funcdo da baixa relacdo fonteodsamb restricdo de fluxo de fotons em
sombreamento natural. Nessa condicdo, a reduzidadtafotossintese pode limitar a capacidade
de alongamento do caule controlado pela baixa razdwe (Bartlett e Remphrey , 1998).

Os relatos sobre as preferéncias ecolégicas dobmeail- em relacdo a luminosidade sao

controversos (Budowski, 196%arvalho, 1994; Lorenzi, 2002). Por exemplo, arsacem 8



48

anos de idade cultivadas no distrito de DomingogtiMaES (20°21°'49” latitude (S) e 40°39'33"
longitude), num terreno em declive recebendo llarstireta pela parte da manha, apresentaram
6,60 m em altura enquanto outro lote com a mesadeié cultivado no interior de um bosque na
mesma localidade n&o ultrapassaram a 1,50 m (Méagaloservacdo pessoal). Esse crescimento
limitado no interior da mata aliado ao baixo desenio do pau-brasil cultivado sob 80% de
sombreamento artificial e em sombreamento natdiabdla 1) confirma que o pau-brasil ndo
pode ser considerado uma espécie climax. Sendm,asgpau-brasil possui caracteristicas de
espécie intermediaria e apresenta melhor cresaiment sombreamento moderado (50%).
Chazdon (1992) afirma que plantas nessa categeriaudessdo podem expressar 0 maximo
crescimento potencial em irradiancia moderada.

Além da luminosidade, o relevo é outro fator amtailede grande importancia no crescimento e
no metabolismo vegetal. Plantas de pau-brasil pagsmponder diferentemente a amplitude de
luz de acordo com o relevo e o clima em que sendebes. Enquanto o clima de Vitoria-ES
localizada no nivel do mar € do tipo tropical sdgomingos Martins-ES, situada ha 400 m do
nivel do mar, apresenta clima do tipo tropical idieude.

Plantas de pau-brasil em pleno sol mostraram mepadrdo observado em 50% de
sombreamento artificial, como maiores valores deRMSque refletiu na maior razdo R:PA
nessas duas condi¢cdes de maior intensidade lum{fiagela 2). Arbéreas de mata ombrofila
tropical tendem a alocar mais biomassa para onsastadicular com o aumento da intensidade
luminosa em detrimento da parte aérea (Osunkogh, €994; Souza e Valio, 2003a; Duz et al.,
2004; Goncalves et al., 2005). Essa estratégiatatilap controla a perda de agua pela
transpiracdo foliar auxiliando, dessa forma, na utemgdo dos processos metabdlicos em
elevada irradiancia e temperatura. De fato, maigiRRe menor RMF foram verificados em

plantas de pau-brasil em 0 e 50% de sombreamertoeld@ 2), confirmando esta afirmacéao.
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Contudo, deve-se levar em conta que a alta irradid@sta associada a temperaturas elevadas, e
estes fatores juntos podem afetar o cresciment@siaécies de espécies intermediarias, como
observado por Rondon et al. (2006) em plantas dépasil cultivadas e temperaturas elevadas.
As analises foliares séo tidas como fator chava patudos ecofisioldgicos, pois os efeitos de
perturbacbes do ambiente refletem nas caractegstiworfologicas e fisiolégicas das folhas
(Lambers e Poorter, 1992). Plantas que crescerbagh incidéncia de luz geralmente mostram
maior AFE, folhas tenras e finas (Evans e Poo&@91l; Souza e Valio, 2003 a,b), enquanto
aguelas que crescem sob alta irradiancia apresentaror area foliar e maior MFE, com folhas
mais espessas e lignificadas. Dessa forma, as agedidis sensiveis as variacdes ambientais sdo
AFE e a MFE.

Plantas de pau-brasil cultivadas em pleno sol eptasam maior MFE e, consequentemente,
menor AFE (Tabela 2), sugerindo que essa espéciajusta bem a alta radiacdo solar
desenvolvendo espessamento do mesofilo foliar eeiddo pelo maior valor de MFE. Essa
adaptacdo reduz os danos da exposicdo da areadalavada radiacdo solar reduzindo a perda
de agua e garantindo o bom desempenho fotossm{&takazono et al., 2001). Elevados valores
da AFE sob baixa irradiancia é um indicativo dehuoelaproveitamento da baixa luminosidade
gue chega até a planta (Lima et al., 2008) confidoaque o0 pau brasil possui caracteristicas
fisiologicas de espécie intermediaria inicial e daaclimax.

Além de apresentar baixa MFE e menor R:PA em bapealiancia, as plantas tendem a
apresentar maior razao de area foliar (RAF) nessadicoes (Poorter, 1999). Plantas de pau-
brasil cultivadas em 80% de sombreamento apresemtanaior RAF seguido de valor
intermediario em sombreamento natural, e menor \@topleno sol (Tabela 2). Outras arboreas
tropicais cultivadas em sombreamento também mastranaior RAF (Souza et al., 2003a; Lima

et al., 2008).
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Embora a RAF possa estar diretamente relacionddRa(Poorter e Nagel, 2000; Souza e Vélio,
2003a) a maior RAF em plantas de pau-brasil em 8f¥osombreamento artificial e
sombreamento natural ndo foi associada a TCR (daBgl Além de estar diretamente
relacionado & TCR, existe uma correlacdo positteeeMFE e a taxa fotossintética (Poorter e
Nagel, 2000).

Plantas de pau-brasil em 80% de sombreamento ersaménto natural apresentaram menor
valor de MSF relacionada, portanto, a mais baix&.TA maior TCR e TAL do pau-brasil em
sombreamento moderado (50%) ou em pleno sol suggtema espécie tenha caracteristicas
sucessionais de intermediaria ou inicial. No ewtamienor area foliar e menor producdo de MST
em pleno sol em relagdo ao tratamento de 50% dbreamento contrastam com esta hipotese.
Para confirmar esta ideia, as andlises da area,fMiSF e MST bem como as TCA, TCR e TAL
(Tabela 2) mostram que o sombreamento moderadagaoafse na condicdo de luminosidade
ideal para o crescimento inicial do pau-brasil.

Com base nos mais baixos valores de massa se@tdaprea em sombreamento intenso (80%
e sombra natural), o pau-brasil ndo pode ser @ilzeadd como pertencente ao estagio sucessional
tardio ou climax. Devido a capacidade de tolerantseamento moderado na fase juvenil,
algumas espécies, como 0 pau-brasil, completamdssenvolvimento com a abertura de
clareiras (Whitmore, 1990). Baixa taxa de creschmeem 80% de sombreamento e
sombreamento natural demonstram menor capacidadpaddirasil de se desenvolver em
sombreamento intenso, 0 que pode ser associadma@ miEciéncia fotossintética em condicbes
de baixa intensidade luminosa.

FotossinteseNo experimento que simulou a abertura de umaickgrtanto as plantas que foram
transferidas para pleno sol como aquelas que pecesmm em sombreamento constante

apresentaram uma queda na assimilacao dopaBas 48 horas apos o inicio do experimento.
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Porém, os valores daforam sempre superiores nas plantas em sombreantssa reducado da

A nas primeiras 48 horas pode ser devido as vasagiibientais como temperatura, irradiancia e
umidade relativa do ar (Oliveira et al., 2002; @astMarenco, 2007; Dias e Marenco, 2007). Em
plantas, transferidas para pleno sol, a taxa desgattese diminuiu progressivamente até 192 h,
tempo em que as plantas cultivadas na sombra negape a capacidade fotossintética (Figura
1A).

Embora a taxa de assimilagdo de carbono, geralpagresente um aumento linear em fungéo da
intensidade luminosa, a elevada irradiancia padédr a assimilacdo fotossintética de gor
mecanismos de dissipagcdo de energia como a fghoaedo e a fotoinibicdo (Dias e Marenco,
2007; Costa e Marenco, 2007). A fotoinibicdo dibgsintese e a oxidacdo da clorofila em
plantas de pau-brasil expostas a radiacdo solaenpakr evidenciadas pelas queimaduras e
sintomas de clorose dos folidlulos ja nas 72 hdeasxposicdo a radiacao solar direta (Figura 4).
A condutancia estomaticgq seguiu padréo similar ao ée porém, o dano da exposicéo ao sol
foi mais imediato caindo rapidamente na terceira lecalcancando os valores mais baixos as 192
horas (Figura 2A). No sombreamento, 0 comportamefdogs seguiu 0 comportamento
observado parA até as 48h. A taxa de transpiracBpgofreu uma reducao rapida em plantas em
pleno sol j& na terceira hora de exposicdo e awuertncomitantemente com as plantas em
sombreamento, porém, sem diferenca significativgu(e 2B). Posteriormente, as plantas de
ambos os tratamentos apresentaram uma reduca@ssivgr enA, até ao final do experimento.
Houve aumento dDPViyha-a até as 24 horas seguido de uma tendéncia de dietoésté as 192
horas, porém, com maiores valores para as plao@$ogam transferidas a radiacdo solar direta
(Figura 2C).

Essa reducado da taxa fotossintética associadanaensm daDPViha-a € reducéo da condutancia

estomatica pode ser devido ao aumento do tempomiEsiedo a luminosidade e temperatura
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(Dias e Marenco, 2007). Em condicdes de eleva@ha-or pode ocorrer fechamento dos
estomatos, diminuicdo da concentracao interna deoca e, conseqientemente, reducdo na
fotossintese. Em plantas de pau-brasil transfendaa a radiacdo solar direta foi observado
aumento ddDPViha-ar € reducdo gradativa dadurante as 192 horas de exposi¢do a radiagao
solar direta.

A rapida reducad nas trés primeiras horas de exposicéo a luz eapdela taxa de fotossintese
liquida € um indicativo de mecanismo eficiente depgacdo visando o controle da reducdo da
perda de agugDliveira et al., 2002; Cavalcante e Conforto, 20@sse comportamento pode ser
confirmado quando verificado que valores altoEd#é as 48 horas refletiram na reducéo do uso
eficiente da aguaEUA) associada aos valores decrescentes. dsto pode ser confirmado pela
reducdo daEUA associada a diminuicdo valores Medurante as primeiras 48 horas apos a
transferéncia, diferenca que se intensificou alfRigura 3A). De fato, espécies tropicais como
a arbéreaAniba roseadorala floresta Amazonica apresentam uma relativaajneBEUA quando
sujeitas a elevada intensidade luminosa (Goncadtesl. 2005). Resultado similar também
ocorreu na&lUA (Figura 3B) demonstrando que o pau-brasil temtdigdio no uso da agua em
exposicdo a radiacdo solar direta devido ao fechamearcial dos estématos, conforme
verificado nessa condicao (Figura 2A).

A exposicado de plantas jovens a luz solar diretdepaotensificar os efeitos de fotoinibicao,
ocasionada principalmente pelo aumento da temparétliar e quedas drasticas no potencial
hidrico da folha, que por sua vez, afeta diretamantondutéancia e a transpiracdo (Valladares e
Pearcy, 1997). A fotoinibicdo pode ser evidenciadpartir de medidas de fluorescéncia da
clorofila a, expressa na forma de eficiéncia quantica maxim&2ld ou Fv/Fm (Butler, 1978;

Bjorkman, 1987).
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Plantas expostas a pleno sol, bem como ao sombméamestraram pouca variacao R&Fm

até as 24 horas, com amplitude de 0,700 a 0,8fbir@iLB) similar ao encontrado por Gleber et
al. (2005) em plantas adultas @eechinataem seu ambiente de ocorréncia natural. A partir das
24 horas, nota-se uma queda acentuada na efici@n&rdica do FSIlI nas plantas em pleno sol
em até 50% do valor encontrado nas plantas margiasombreamento as 192 horas do inicio
do tratamento. Reducgbes na rafadFm tém sido relacionadas a inducédo fotoinibicdo, como
relatado em arvores tropicais submetidas a auntantoadiancia (Dias e Marenco, 2007) e em
plantas expostas a tensdes ambientais que afetamc@nalidade FSIlI (Long et al., 1994;
Rohacek e Bartak, 1999). Na verdade, a exposi¢cdofalhas a intensa luminosidade pode
danificar a proteina Ddo FSII interferindo no transporte de elétronslaogo da cadeia
transportadora, e pode reduzir a efetividade da famquimica da fotossintese (Goncalves e
Santos Jr., 2005).

O estagio de sucessao pode influenciar na fotessing eficiéncia fotoquimica potencial das
plantas quando expostas a luz direta ou em clai2gdato, algumas arbdreas tropicais mostram
reducdo n&v/Fmem uma clareira de floresta semidescidua e nordeato dia (Brook et al.,
2004). No entanto, as espécies tolerantes ao selpm melhor utilizagdo da energia luminosa e
capacidade de dissipar o0 excesso de energia ecaoeda secundarias tardias.

Essas afirmacBes permitem pressupor que, a patir ahdlises de trocas gasosas e da
fluorescéncia da clorofila, C. echinataé menos eficiente na utilizacdo da energia sabdéncia

de luz direta. Isto pode resultar em danos estigterfisiologicos resultando na reducadgas,

E e aumento nBPViha-ar-

Tendo avaliado um curto periodo de exposicao, dssfvel identificar a fase de sinalizacdo do
estresse luminoso d& e gs ja nas primeiras horas que se estendeu em at8Zakdtas de

b

exposicao a radiacao solar direta. Baseado nodta#ssi com plantas jovens, o pau-brasil
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apresenta caracteristicas que evidenciam suafidasdb como espécie intermediaria, por ter
apresentado melhor desenvolvimento em sombreamendierado (50%). A espécie ndo pode
ser classificada como pioneira e como climax, peisonstrou ndo ser tolerante ao pleno sol,
bem como ao sombreamento intenso (80% sombrearadificial e sombreamento natural). A
classificacdo de plantas jovens de pau-brasil cesp#cie intermédiaria pode ser confirmada
ainda, pela inibicdo da fotossintese queimadulzs&o dos folidlulos quando as plantas jovens
foram transferidas do sombreamento para plenoRguras 1 A, B). Além disso, as espécies
secundarias tardias compreendem as espécies n@nal®ncontradas em sombreamento (no
subbosque das matas) enquanto as secundariadsiréommpreendem as espécies que estédo
ausentes em clareiras e nos bordas florestais §Sewéalio, 2003a). Portanto, os resultados
mostraram que as plantas jovens de pau-brasil jpodeer consideradas espécie intermediarias,
pois toleram a condi¢cdo de sombreamento moderadwm observado naturalmente em pequenas
clareiras, bordas sombreadas ou moderadamente esagolsr das matas. Para confirmar estas
observacdes, em sombreamento natural simuladaisglasicdo das plantas no interior da mata,
aonde houve reducéo da densidade de fluxo de fétalegsrazédo V/Ve, indica que o pau-brasil
responde tanto a qualidade quanto a quantidadezde |

Em contraste, quando simulada a abertura de uanairal as plantas sdo afetadas pelo excesso
de luz (Tabela 1, 2). O crescimento das plantasseatbbreamento natural foi mais afetado do
gue sob intenso sombreamento artificial (80%),dadilo elevada sensibilidade da espécie a
gualidade e quantidade de luz. Quando a radiadao iscide sob a copa, a luz verde é filtrada
reduzindo tanto densidade de fluxo de fétons quanttzdo V/Ve (Souza e Valio, 2001, 2003).
Apenas as espécies secundarias podem tolerarcestiisdes. A intolerancia do pau-brasil a esta
condicdo, e os efeitos de inibicdo da fotossintgsgura 1A, B), associado ao fato do

crescimento ter sido afetado (Tabela 1, 2), perciassifica-las com a espécie intermediaria.
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7

Esta sugestdo € apoiada pelo seu habitat natumdbrasta Estacional Semidescidua, e por
apresentar crescimento lento, ocorrendo em soloslata Atlantica entre os estados do Rio
Grande do Norte ao Rio de Janeiro (Gebler et 8520

O nuamero de folhas € uma das respostas que podgrosecadas pelo fitocromo em condi¢des
nas quais a razdo V/Ve é reduzida (Smith e Whitel#80). As respostas de NF e comprimento
do caule sob sombreamento natural mostram que obrpsil ndo apresenta resposta
morfogenética tipica de espécies secundarias sardutra evidéncia € o mais elevado TCR e
TAL em menor sombreamento (Tabela 2).

E possivel que sob o aumento da incidéncia detmp acontece quando se abre uma clareira, o
pau-brasil possa encontrar as condi¢cfes satidatpdra rustificacdo, garantindo condi¢des para
0 crescimento ideais para recrutamento das mudés.ifformacdo pode atender as necessidades
dos trabalhos de manejo desta espécie, visandtbestamento com nativas tropicais. Analises
de carboidratos solGveis e aminoacidos podem ajudarcompreensdo dos mecanismos
fisiologicos do pau-brasil sob o efeito do estremwealta radiacdo luminosa. Essas informacgdes
permitirdo também, uma classificacdo mais seguragpegcie em relacdo a sua posicdo na

sucessdao ecoldgica, o0 que € muito importante gapaocgramas de gestao e reflorestamento.
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Tabela 1. Parametros de crescimento em plant&3. @ehinataapds 392 dias sob diferentes regimes de lumindsidaimero de

folhas (NF); nimero de foliolos (NFI); nUmero dédiulos (NFII); area foliar total (AFT); area fali unitaria (AFU); massa seca da

raiz (MSR); massa seca do caule (MSC); massa sectolthas (MSF); massa seca da parte aérea (MSR@ssa seca total (MST).

Letras distintas indicam diferencas significatieasP< 0,05 pelo teste de Tukey e * representa o erm@pdd=7).

Table 1. Growth parameters for C. echinata afte? 8ys under different light regimes: height; leaimbers (LN); primary leaflets

numbers (PLN); secondary leaflet number (SLN);Itietaf area (TLA); unitary leaf area (ULA); root dimass (RDM); stem dry mass

(SDM); leaf dry mass (LDM); shoot dry mass (Shooj@Motal dry mass (TDM). Numbers represent meastadard error (n=7).

Different letters indicate significant differencas0.05 by Tukey's test.

Shade Height N N N TLA ULA RDM SDM LDM ShootDM TDM
(cm) (cm?) (9)
0% 50+3,8a 12+09a 83+64a 846+82a  5522+260b  065+051b  22#2,87a  11,7+093a  14#0,87b 26 #1,73b  47+4,13b
50%  68#l,7a 11+09a 75+43a 833+48a  9876+286a 11,8+064a 22#1,28a  135+063a 18#0,96a 32 #1,52a 54+235a
80%  51#l5a 15+08a 112#93a 1199+#125a 5514#580b 04,6+0,87b 04,2+0,36b 04,1+0,18b  10+0,62c  14#0,74c 18#1,05c
Natural 44+42a 1l1*l4a 67482a 626 +88a  4674+610b  07,5+055b 04,4+033b 04,4+044b 090,90 c 13+1,26c 181,53 ¢
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Tabela 2. Razéo e taxas de crescimento em plaet@sethinataapds 392 dias sob diferentes regimes de lumindsidazao raiz e
parte aérea (R:PA); massa foliar especifica (MEEa foliar especifica (AFE); razdo de massa de(RMR); razdo de massa de
caule (RMC); razdo de massa de folha (RMF); taxardscimento absoluto (TCA); razdo de area fokRe&K); taxa de crescimento
relativo (TCR) e taxa assimilatoria liquida (TAletras distintas indicam diferencas significatieasP< 0,05 pelo teste de Tukey e
* representa o erro padrao (n=7).

Table 2 - Ratio and growth rate of C. echinata @882 days under different light regimes: Root:sh@tio (R:S); specific leaf mass
(SLM); specific leaf area (SLA); root mass ratioMR); stem mass ratio (SMR); leaf mass ratio (LMRgf area ratio (LAR);
absolute growth rate (AGR); relative growth rategR) e net assimilatory rate (NAR). Different letterdicate significant differences

P <0.05 by Tukey test and +represents the standaad én = 7).

Shade R:S S, A MR SMR MR AR ok ROT MR it
(mg cm-) (cm*mg™) (@97 (997) (997) (cm*d™) (gd™) (mgg~d”) (mgcm“dia”)
0% 0,83+0,08a 257+1,0a  039:002b  045%0,02a  024%00la  030%002b  116+0d  0,11200la 6,.21+0a 0,03310 a
50% 069+004a 186+07b  054:004a  041200la  025%00la  0342001b  182:0c  0,13:00la 6,54+0a 0,036 0 a
80% 0,30+0,02b  1,81#1,0b  055%005a  0,23%0,01b  022#00la  054%00la  301#0a  0,03%0,00b 3,780b 0,013+0 b
Natural 0,33+0,02b  1,90#1,0b  053:006a  025%0,01b  025%00la  050%0,02a  264#0b  0,03%0,00b 3,70+0b 0,014+0 b
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1A - Assimilacdo fotossintética de carbomolB - Eficiéncia quantica potencial da
fotossinteseHv/Fmem plantas d€. echinataacondicionadas em sombreamento const#yes (
transferidas do sombreamento para pleno §o), @s 0, 3, 24, 48 e 192 horas apos o
estabelecimento dos tratamentos. As barras veriicdicam o erro padrao (n=5).

Figure 1A - Photosynthetic carbon assimilation (&)d 1B - Photosynthetic potential efficiency
(FW/Fm) of C. echinata plants subjected to constantfiaiéil shade of 50% @) and transferred
from shade to full sunlight®) at 0, 3, 24, 48 and 192 h. after the start of gxperiment.

Vertical bars indicate standard error (n=5).

Figura 2A - Condutancia estomaticas)(g2B - transpiracdoH), E 2C - déficit de presséo de
vapor DPV wha-a), €M plantas d€. echinataacondicionadas em sombreamento const#@jes(
transferidas do sombreamento para pleno §») &os 0, 3, 24, 48 e 192 horas apods o
estabelecimento dos tratamentos. As barras veriicdicam o erro padrao (n=5).

Figure 2A - Stomatic conductance) @B - transpiration (E), and 2C - deficit of geare vapor
(DPVieatair), of C. echinata plants subjected to constantfiarél shade of 50% @) and
transferred from shade to full sunlightf at 0, 3, 24, 48 and 192 h. after the start of the

experiment. Vertical bars indicate standard errob).

Figura 3A - Eficiéncia do uso da aguJA), e 3B - eficiéncia intrinseca do uso da adei&p)
em plantas de€€. echinataacondicionadas em sombreamento consta@ee( transferidas do
sombreamento para pleno s@)(aos 0, 3, 24, 48 e 192 horas apds o estabeleinurs

tratamentos. As barras verticais indicam o erraga=5).



64

Figure 3A - Water-use efficiency (WUE), and 3Btrimsic water-use efficiency (IWUE) of C.
echinata plants subjected to constant artificiahdé of 50% @) and transferred from shade to
full sunlight (O) at 0, 3, 24, 48 and 192 h. after the start ofélperiment. Vertical bars indicate

standard error (n=5).

Figura 4 - Aspecto fisiondbmico dos foliélulos ddarpas deC. echinataacondicionadas em 50%
de sombreamento (A) e apOs a transferéncia pareo @el (B). Folhas de todas as plantas
mostraram clorose marginal e necrose as 72 h apassderéncia para pleno sol (n=5).

Figure 4. Physiognomic leaflets aspects of the dbirata plants subjected to 50% of artificial
shade constant (A) and after the transfer to fuillght (B). Leaflets of all plants show burn and

marginal chlorosis at 72 h after the transfer td &unlight (n=5).
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Abstract

Brazilwood young plants cultivated under 50% shgdiwere transferred to full sunlight and changes
morphoanatomical, in the histochemical, pigmentdprophyll a fluorescence and soluble carbohydratese
analyzed. The leaves showed chlorosis, necrosisabadission of leaflets between 2 and 7 days, @wd |laaves
issuance between 7 and 14 days. In the new leavewedfl was observed significant increase in speldfi€ mass
(SLM) and the leaf content of . Leaves showed increased thickness of the lariniz)e, adaxial epidermis, and
reduced of palisade parenchyma /spongy parenchstita There was a reduction in the concentratiopigments
and the chlorophyll a/b and chlorophyll/carotenordtos. Between 2 and 14 days, there was increfgeitial
fluorescence (§, reduction in maximum fluorescencegyjFand in the potential efficiency quantum of phg&iem

Il (PSIl) (R/Fy). The effective quantum efficiency of PSIl\{F) and performance index (P.l.) had values below
the control until 180 days, indicating photoinhidiit. The concentration of soluble carbohydrategeeislly sucrose,
increased with exposure of plants to full sunlighting the period between 7 and 60 days. Glucosefrttose
showed a higher level at 7 days. These results detmate that the direct solar radiation is a stemdition,
especially in the initial period of exposure, folled by a partial recovery. Although they showedtphmtibition,

the brazilwood young plants presented high-ligreésst plasticity.

Keywords: high-light stress, photoinhibition, leaf anatomigrpents, soluble carbohydrates.

Resumo

Plantas jovens de pau-brasil cultivadas em 50%odehseamento foram transferidas para pleno sol ésadas
quanto as alteracdes morfoanatbmicas, histoquimidas pigmentos, da fluorescéncia da clorofilae dos
carboidratos sollveis. As folhas apresentaram s#groecrose e abscisdo dos folidlulos entre 2 ias] Havendo
emissdo de folhas novas entre 7 e 14 dias. Nhadalovas foi observado aumento significativo dasadoliar
especifica (MFE) e do teor foliar de®l As folhas apresentaram aumento da espessurmalatm, lcuticula, epiderme
da face adaxial, e reducdo da razdo entre paréagaicnnoso e palicadico. Houve reducdo na conggtreos
pigmentos e na razéo clorofééb e clorofila/carotendides. Entre 2 e 14 dias, hcuwmento da fluorescéncia inicial
(Fg), reducao da fluorescéncia maximg)e do rendimento fotoquimico méaximo potencial oim$sistema Il (FSII)
(R/Fy). Ja o rendimento fotoquimico maximo efetivo ddl F5,/Fo) e o indice de desempenho (P.l.) apresentaram
valores abaixo do controle até os 180 dias, indicaotoinibicdo. A concentracdo de carboidratdsisos, em
especial de sacarose, aumentaram com a exposigduadas ao pleno sol no periodo entre 7 e 60 Giisose e
frutose apresentam aumento da concentracdo acas/ Tdiis resultados demonstram que a radiacédo diotda
configura-se como estresse, principalmente no gerivicial de exposicao, seguido de uma recuperpgécial.
Embora sofrido fotoinibicdo, as plantas jovens @eli-prasil apresentaram alta plasticidade frenteestoesse

luminoso.

Palavras-chave:estresse luminoso, fotoinibi¢cdo, anatomia foliggmentos, carboidratos solluveis.
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Introducao

O uso de arbéreas nativas tropicais em reflorestaraeestd em evidéncia, mas essa atividade demendados
sobre o comportamento das espécies em relaca@adidicia. Tais informacdes sdo de grande impodanai
definicdo do posicionamento da sucessdo e do madeiguado de mudas de espécies nativas, impressimdi
regeneracgao artificial e manejo de florestas (Kitaj1996; Campos e Uchida 2002; Almeida et al. 2004 et al.
2004).

A irradiancia é um dos fatores ambientais mais mapdes no estabelecimento e desenvolvimento inicia
das arbédreas florestais. A abertura do dossel, &donmacado das clareiras, promove a alteracao oradigdes de
luminosidade que chega as plantas jovens, o querescindivel para a dindmica da floresta. No éatamaumento
da irradiancia pode induzir a fotoinibicdo da feiosese ou resultar na foto-oxidacdo do tecidarfqbuz et al.
2004; Houter e Ponds, 2005; Magalhdes, Marenco red&te 2009). Tais processos estédo relacionadasadégia
adaptativa e ao estagio sucessional das espéciespaglem ser caracterizadas como tolerante oleratie ao
sombreamento (Lambers, Chapin e Pons, 1997). Contouliitas espécies tolerantes a sombra apresentam
plasticidade ao aumento da quantidade de radiagidente sobre suas folhas (Gongalves et al. 20@5alhées,
Marenco e Mendes, 2009), enquanto outras ndo possapacidade de se aclimatar (Gongalves e Sant@8ds;
Gongalves et al. 2007; Morais et al. 2007). Nest#ido, a luz age regulando as taxas fotossinggtediossintese
de pigmentos e metabdlitos, promovendo alterac@eéotagicas e anatdmicas, entre outros processaddygicos
(Kitajima 1996; Schluter et al. 2003; Duz et al0200Oguchi, Hikosaka e Hirose, 2005).

Ajustes morfol4gicos, estruturais e do padrao deagldo de biomassa relacionados as folhas, poderaral
a quantidade de luz que alcanca o cloroplastoliandd na aclimatagcdo do vegetal em relacdo a mlzate de luz
(Osunkoya et al. 1994). Assim, alteracdes na relagiire massa e area foliar (Souza e Valio, 20@®joRe
Possamai, 2006; Shipley 2006; Magalhdes, Marerderales, 2009), e modificagfes na estrutura anagdfolar
(Dickison 2000; Cao 2000; Fermino-Jr 2004; Boegeal.€2006; Lima Jr et al. 2006) estdo diretameek@cionadas
com processos fotossintéticos e outras caractadsinerentes ao crescimento da planta (Lima Jil. €006), e
podem indicar plasticidade adaptativa de uma es@ékiminosidade.

A resposta das plantas quanto a quantidade e @ageldos pigmentos cloroplastidicos afeta diretdena
fotossintese. Plantas que crescem sob alta ir@didendem a apresentar altera¢des no conteldagdeimos,
reduzindo a absorcao de luz, e evitando a fotgiadoie a foto-oxidacdo. A relagdo entre os pigmemboie ser um
indicador potencial de perdas foto-oxidativas, mmbt@m identificar plasticidade do vegetal frentdtaracdes nas
condi¢cdes de luminosidade (Hendry e Pierce, 199@jiKa e Hogan, 2003; Morais et al. 2007). Alérssdi, as
medidas da atividade fotossintética sdo de extiemartancia para avaliar o estresse por luminosidafbrnecer
informacgOes gerais sobre 0 estado fisioldgico datpl (Campostrini e Maestri, 1998; Torres Netol.e2@02; Toth
2006). A técnica da fluorescéncia da clorofilpermite a avaliagdo do estado funcional do apareltossintético
por meio da eficiéncia da fase fotoquimica da &itdgse, evidenciando estresse por alta irradidgo@pode levar
a fotoinibicdo (Maxwell e Johnson 2000; Strasseimilli-Michael e Srivastava, 2004; Houter e Pdz305).

Os teores e a dinamica dos carboidratos podemirsdlizadores de uma condi¢cdo de estresse, ou ainda

serem alterados a partir da necessidade da plardadaptar a uma nova condigdo ambiental (Smeel@dey.2A
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variagdo do contelido foliar dos carboidratos sadipgede indicar que, além do papel de reservas est@postos
estejam relacionados a mecanismo adaptativos grostesa estresse (Dias-Tagliacozzo et al. 2004 thAgiral.
2005; Chaves Filho e Stacciarini-Seraphin, 2001ndiés et al. 2007; Cuzzuol e Clippel, 2009).

O pau-brasil Caesalpinia echinajaé uma arbérea nativa da Mata Atlantica, de graing@ortancia
histérica, econdmica e ecolégica, mas seu compertamecofisioldgico ndo é suficientemente conheclim
ambiente naturalC. echinataapresenta baixa eficiéncia fotossintética com meto da irradiancia, sugerindo
comportamento tipico de plantas tolerantes a sof@ehler et al. 2005). Ja a partir de estudo radtizom plantas
jovens de pau-brasil (Mengarda et al. 2009), o searthento moderado mostrou-se a condi¢cdo ideal para
desenvolvimento da espécie, verificando-se quetensm sombreamento compromete o crescimento, eecoqu
excesso de luz causa fotoinibicao da fotossinfessm, se plantas jovens @e echinataencontram condicdes para
0 crescimento sob elevada incidéncia de luz, des@mmecessarios ajustes morfofisioldgicas que veregarantir
plasticidade e rustificagcdo ao estresse por luridads.

Baseado nestas informag0fes, este trabalho teve objativo analisar as alteracdes morfofisiologieas
folhas de plantas jovens de pau-brasil expostasdagéo solar direta, visando identificar os mesrans de

rustificacéo das mudas @k echinataao estresse por elevada irradiancia.

Material e Métodos

Material Vegetal e Estabelecimento do Experimento

Foram utilizadas plantas de pau-brasiia¢salpinia echinatd.am.) propagadas por sementes fornecidas pela
Fundacdo Nacional do Pau-brasil/PE (FUNBRASIL).m8etes foram dispostas em placas de Petri, a 253€ e
continua. Quinze dias ap6s a germinacao, as parfiram transferidas para tubetes. Com aproximadte nove
meses de idade, as plantas foram envasadas enemnéespplasticos de 8 L contendo terra preta, imatddas por
um periodo de trés meses em sombreamento de 56%beraura e fotoperiodo natural, em casa de vefetac
localizada no Campus Universitario Alaor QueirozAdtaujo, Universidade Federal do Espirito Santatona, ES
(20°18'52"'S e 40°19'06"'W).

As plantas, com aproximadamente um ano de idadaemfalivididas em dois lotes: um mantido sob
sombreamento constante de 50%ontrole e outro transferido ao ambiente externo a casaegetacdo, sob
incidéncia de radiagdo solar diretpleno sol.Para evitar 0 aquecimento e perda excessiva de@gga evaporagao
do solo, os vasos em pleno sol foram envolvidogpapel aluminio e a superficie do solo recebeu wmnzada de
vermiculita. As plantas foram regadas diariamesieeforma que ndo houvesse restricdo hidrica.

O experimento foi estabelecido em delineamentdaramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢cdes e
seis plantas por parcela para cada tratamento, reanja fatorial (2 x 12), constituido por 2 tratartes e 12
periodos de avaliagdo. A coleta de amostras eealdas fisiolégicas foram realizadas a partir délidos da
regido mediana da primeira folha completamente rediga a partir do apice, aos 0, 2, 4, 7, 14, 20,480 50, 60,
120 e 180 dias apds o estabelecimento do expem@s dados referentes as razdes entre 0os pigmiemsos

submetidos a analise de regresséo e calculad® @adrdo da média. Os resultados da analise degicéncia sdo
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apresentados em valores de percentual em relac@mrdamle. Para os demais dados, foi realizadaisenéle

variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo t€atey (P<0,05).
Massa Foliar Especifica, Area Foliar EspecificaeoT de Agua

Foram realizadas medidas da massa fresca e da seassdas folhas (estufa’6)), area foliar, e calculadas a massa
foliar especifica (MFE = MF/AF), &rea foliar esgaa (AFE = AF/MF), segundo Hunt (1982), e teor&dpia (Teor
H,O = MFF-MSF/AF) segundo Parida, Das e Mittra (20@hnde, MF = massa foliar, AF = area foliar; MFF =

massa fresca foliar; MSF = massa seca foliar.
Anatomia Foliar e Testes Histoquimicos

A andlise da anatomia foliar foi realizada no Lab@ro de Anatomia Vegetal, do Setor de BotanicdJB&S. O
periodo de sete dias ndo foi analisado, em deaar&wos foliblulos terem sofrido abscisdo. Amostiasterco
médio do limbo (0,5 cm x 0,5 cm) foram fixadas eAARS0 (Formaldeido, Acido acético e Etanol) por i@ as
(Johansen 1940), e estocadas em alcool 70%, sargleriprmente desidratadas em série etandlica emrgsce
incluidas em historresina (Leica Historé$isegundo Gerrits (1964). Foram realizadas sedcéesversais de 9 pm
de espessura, com auxilio de micr6tomo rotativoquess foram coradas com Azul de Toluidina 0,05%,4y7
(O'Brien, Feder e Mccully 1964) e montadas entreifé e laminula, em balsamo do Canada.

A analise anatdmica quantitativa foi realizada pmio de medi¢Ses da espessura total do linkpoda
cuticula CUT), da epiderme das faces adaxi&lA¢) e abaxial EAb), do parénquima palicadicd®P) e do
parénquima lacunos@l). Foi determinada a densidade estomética?jnpor meio de impressdo da face abaxial
dos folidlulos. As medicdes foram realizadas enlisexdor de imagens TSView. Os valores médios fovatidos a
partir de 20 medicdes para cada caracteristicadadis foram documentados por meio de fotomicrascop

Para a determinacdo da natureza quimica da pamae@nteddo celular, cortes obtidos & méao-livrarfo
submetidos a testes histoquimicos utilizando-seseggiintes reagentes: Vermelho de Ruténio, paragitede
substancias pécticas; Sudan IV, para substangiachs; Cloreto férrico a 10%, para a detec¢casulestancias

fendlicas (Johansen 1940). Os resultados foramndectados por meio de fotomicroscépio.
Pigmentos Fotossintetizantes

Os teores de clorofila total, clorofi clorofila b, carotendides e as razdes clorofila e clorofila/carotendides,
foram determinados apés extragdo com dimetilsudfdXDMSO), utilizando quatro discos foliares deS0¢in de
diametro, macerados em 5 mL de DMSO, em tubos dai@rcom tampa, mantidos no escuro em temperatura
ambiente por sete dias. As leituras da densidtide fbram feitas em espectrofotbmetro a 470, 663%®nm e a

determinagdo das concentracdes de pigmentos mliteaacordo com Lichtenthaler (1987).
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Fluorescéncia da Clorofila a

A cinética de emissdo da fluorescéncia da clorefilei mensurada em um fluorémetro portatil Handy PPAant
Efficiency Analyzer, Hanstech, King's Lynn, NorkkplUK). As medidas foram realizadas entre as 8:0D08
horas, com a adequacéo da area foliar ao escur80porinutos. Em seguida as folhas foram exposta®s pulso
saturante de luz vermelha de cerca de 3006] m? s*. Os dados foram tabulados com o programa do HRfdy
(PEA Plus).

A fluorescéncia transiente da clorofi(afoi analisada de acordo com o teste J-I-P (Stragsemilli-
Michael e Srivastava 2004). A partir da analise pasimetros basicos §Fm, Fsous, Fioo ps: Fsoo ps: Fin F € thy)
conduziu-se o calculo e derivacdo dos parametrdtugo especifico por centro de reacdo (RC). Pdaenergia
absorvida ABS/RQ pode ser capturada pelo centro de reacdo do(P880) TRYRC), ou dissipada na forma de
calor ou de flurescénciaD(/RC). Da energia capturada, parte pode ser convedidaenergia redox para o
transporte de elétron&E{/RC) entre Quinona A e B. Foram mensurados, aindapbapilidade de um excitron
capturado pelo RC do FSll, mover um elétron naieadke transporte para além dg @, = ETJ/TR,), a razdo entre
0 numero de centros de reacgdo ativos do FSIl psatilade de luz absorvida pelo sistema antB@GABS, a
eficiéncia quéntica maxima potenciappf = F/Fy) e efetiva do FSIl d@pd (1- ¢pg) = Fu/Fg), € 0 indice de
desempenhd.l. = RC/ABS X ppo/(1 - 0pg)] X [Po/(1 —WP0)]) (Christen et al. 2007; Gongalves et al. 2007).

Carboidratos sollveis

A andlise dos carboidratos sollveis foi realizadalLaboratério Max Feffer de Génetica de PlantasEdeola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ Raicaba — SP. Os tecidos foliares das amostraauénasil
foram previamente liofilizados por 48 horas. Adima-se 1 mL de agua ultrapura em aproximadamentag2@e
amostra moiddeixando em banho-maria a°80por 1 hora. As amostras foram centrifugadas pomihutos, e as
solucdes obtidas utilizadas para a quantificacdglidese, frutose, sacarose e rafinose (padréo &ignOs teores
dos acucares soltveis foram analisados por HPAE-@Agh Performance Anion Exchange- Pulsed Amperometri

Detectior), sendo as determinag@es realizadas com o adgilemuipamento ICS 2500, HPLC Dionex®.
Resultados e Discusséo
Morfologia Foliar

C. echinatapossui folhas bipinadas, peninérveas, glabras, fmiblulos de consisténcia membranicea e de
coloracdo verde brilhante (Fig. 1la). A partir dasddias de exposicdo a radiacdo solar direta, béluims
apresentaram clorose e manchas necréticas, segigiddsscisao (Fig. 1bEm ambiente natural, esta € uma resposta
esperada para plantas de sombra ou plantas adasaé® sub-bosque submetidas ao aumento subitadencia,

como ocorre durante a formacgdo de clareiras (Hafeonds, 2005). Apesar da senescéncia prematsifaldas,
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ndo houve mortalidade das plantas, sendo que, @ffee 14 dias, houve emisséo de folhas novgs.(Ec, d). A
abscisdo de grande parte das folhas também forauke por Magalhaes, Marenco e Mendes (2009) entgsla
jovens deMinquartia guianensigacariquara), arbérea da Amazénia tolerante a sombemissdo de folhas novas
com morfologia e fisiologia adequadas ao novo ambi@arece ser a principal estratégia de aclimatdeitas
espécies.

As plantas deC. echinatatransferidas para pleno sol apresentaram decrésdanarea foliar especifica
(AFE) e aumento da massa foliar especifidic) no decorrer do periodo das andlises. Foram eadifis valores
significativamente diferentes do controle apés &s#io de folhas novas (7-14 dias), sendo que #etanta que se
acentuou com o decorrer do tempo (Tabela 1). ®@bgese aumento dos valoresMEE em mais de 100% desde o
tempo inicial (3,84 mg MF cfif) até os 180 dias de andlise (9,20 mg MFYmEste aumento também foi
observado em relagéo ao teor de agua (Tabela Blt&acdes de crescimento relacionadas as fofttasdas como
fator chave, pois direta ou indiretamente, os @seito estresse refletem nestes 6rgdos. Sendo assimedidas de
AFE e MFE sado bastante expressivas em termos de respastadisa (Lambers e Poorter, 1992; Shipley 2006).

Souza e Valio (2003) também verificaram menoresreal deAFE para quinze espécies arbdreas tropicais
quando estas foram submetidas a pleno sol. O aonteniuminosidade também levou a reducacA8&E em
Cariniana legalis (jequitiba-rosa) (Rego e Possamai, 2006), bem cemdMinquartia guianensis(acariquara)
(Magalhdes, Marenco e Mendes, 2009). A alteracadFte e AFE pode levar a redugéo da area de exposicéo direta
a radiacdo solar, evitando danos ao aparato fatésisb, reduzindo a perda de agua e, assim, nagitlor o
desempenho fotossintético da planta sob elevad@éimzcia de luz (Nakazono et al. 2001). De acordu Kitajima
(1994) e Oguchi, Hikosaka e Hirose (2003) tais astgs morfolégicas podem estar ligadas ao balaogitivip no
ganho de carbono, o que proporciona ao vegetalrateracdo do seu crescimento e a sua sobrevivéperalo
assim, é possivel afirmar que as folhas de plgotens deC. echinataapresentaram plasticidade morfolégica a

exposic¢do a radiagdo solar direta.

Caracterizagdo e Alteracdes da Anatomia Foliar

SecgOes transversais da lamina foliaCdechinatade ambos os tratamentos mostraram epiderme atiisada
(Figs. 2a, b) com contetdo fendlico (Figs. 3g, Bs células apresentam paredes delgadas e formato
predominantemente retangular, sendo as da facéabbeis achatadas tangencialmente, e menoreslagiioeas da
face adaxial (Figs. 2a, b). Em vista frontal, adepine mostra células de formato variavel e pareddéslinais
levemente sinuosas, tanto na face adaxial quantbasal (Figs. 2c, d). A folha é hipoestomaticaygF2a, b, d)
com estbmatos do tipo paracitico (Fig. 2d). O nikséf dorsiventral, constituido de uma camada démupima
palicadico e 4-8 camadas celulares de parénquicnadso (Fig. 2a). Idioblastos com conteddo mudilagp (Figs.
2a, b) ocorrem em ambas as faces. Feixes vasculaledsrais de calibre médio e pequeno estéo dispas longo
do mesofilo e sdo envolvidos por fibras (Fig. 2djoblastos com cristais prisméticos ocorrem coegiéncia na
endoderme. A nervura central, em secg¢édo transyensatra superficie adaxial plana, sendo ligeiraemeanvexa na
face abaxial (Fig. 2b). A semelhanca dos feixesnémor calibre, o feixe vascular central é do tiptateral e

apresentando fibras e cristais prismaticos na sudrpidade.
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As plantas do controle e em pleno sol apresentaeaiacao quanto a espessura total do limbo, dawati
da epiderme da face adaxial, do parénquima patigadi da densidade estomética (Tabela 2 e FigNe®).plantas
em pleno sol, aos 4 dias (Fig. 3d) foi observadedacao da espessura do limhd, © que ocorreu, principalmente,
devido a reducdo da espessura da epiderme dadarmlaEAd) e do parénquima palicadicBR) (Tabela 2). De
acordo com Boeger et al. (2006), a alteracao dessespa do mesofilo esta diretamente relacionadpessura dos
parénquimas. E possivel observar que, neste perésdoélulas d&Ad e do PP sofreram reducéo do tamanho,
possivelmente devido a perda de 4gua, e apresentsinais de necrose, vindo a sofrer abscisdo layseguida.
De acordo com Oguchi, Hikosaka e Hirose (2003)algeente folhas maduras possuem uma plasticidadeziczd
guanto a adaptacao anatdbmica para manterem sewdes@ento, 0 que ocorre mais comumente em fgineans.

As folhas novas emitidas entre 7 e 14 dias, aptasen respostas de aclimatacao a elevada irradidfici
espessura db, PP, bem como a densidade de estdmatos passou a iser ena razdo entre parénquima lacunoso e
parénquima palicadicd®(/PP) diminuiu nas plantas em pleno sol (Tabela 2 s.F3§ h). O aumento da espessura
de tais estruturas anatbmicas em ambientes dedel@vadiancia também foi observado por Boeget.€2@08) em
Miconia sellowianaespécie da Mata Atlantica. A maior espessura ésofilo foi observada por Fermino-Jr (2004)
com o aumento da luminosidade incidente em folleeSuhpira oppositaEm relacdo #L/PP, este mesmo autor
verificou aumento dd®P quando folhas se encontravam no sol. De acordev@ci, Scheiner e Fox (2009), o
desenvolvimento de camadas BB mais profundas permite a planta aumentar as txassintéticas. J& BL,
juntamente com espacos intercelulares, é respdngdla distribuicdo da luz difusa no interior dahfs
(Vogelmann et al. 1996), conferindo maior absom@duz por espécies de sub-bosque (Boeger et @) 28ssim,

a reducdo dos espagos intercelulares @ld@P observada em pleno sol, pode indicar uma resgsstéogica
adaptativa do pau-brasil em reduzir a chegadazlads cloroplastos, evitando danos pelo exceshwde

Maior densidade estomatica em plantas jovens sabr ma@diancia observada em pau-brasil, também foi
verificada em espécies de diversas fitofisionondasMata Atlantica, como no cerrado (Marques et2@D0),
Floresta Ombréfila Densa (Santiago et al. 200k)imga (Fermino-Jr 2004), Floreta Ombodfila Mistal® Montana
(Borger et al. 2006). Duz et al. (2004) também pkmam que o aumento da intensidade luminosa aanent
namero de estdmatos por area em arboéreas da Bl@etirofila Densa. Gurevitch, Scheiner e Fox (20883altam
que, geralmente associado a maior densidade, rRmplaodem apresentar reducdo da area da fendadéistn As
condi¢Bes de maior irradiéncia geralmente séo asiaxa menor umidade relativa do ar e, nesta cdodmenor
area de abertura da fenda e a maior densidadd@eatses permitem que, quando abertos, haja a féwnde uma
camada de vapor de agua envolvendo a epiderme, falimentando a resisténcia da folha a perda de égainda,
reduzindo a distancia percorrida pelo {fra chegar as células fotossintezantes, maxiddzarganho de carbono
(Marques et al. 2000; Mendes, Gazzarini e Rodrig2@81; Gurevitch, Scheiner e Fox, 2009). Alémdaigickison
(2000) e Fermino-Jr (2004) afirmam que espécies fdimas hipoestomaticas, assim como o pau-brasilem ter
vantagens na ocupacéo de diferentes ambientesegteipadrdo pode minimizar a perda de agua patraasfera,
permitindo que estas ocupem ambientes de maiortatysa e incidéncia de luz.

A cuticula CUT) e a epiderme da face adaxiBAQ) também se apresentaram mais espessadas em plantas
de C. echinatasubmetidas ao pleno sol (Tabela 2). Aos 180 @iaglantas do controle apresentavam, em média,

cuticula com 3,27 um de espessura, enquanto amplam pleno sol apresentavam espessura médid4eid
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(Tabela 2). De acordo com Gurevitch, Scheiner e (2689), o espessamento da cuticula é uma resplostéavada
em plantas xerdéfitas e ndo-xeréfitas submetidamdicao de elevada irradiancia, pois aumenta tnesa cuticular
a transpiracédo, evitando a perda de 4gua mesmagusnestdmatos estdo fechados, e também auxitiefleaéo
de parte da luz que incide sobre as folhas. O atnmenespessura @UT e das células daAd pode desempenhar
importante papel na manutencdo dos niveis 6timotemgeratura foliar, mantendo a efetividade dosgssos
fotossintético em elevada irradiancia (Dickison @0Cao (2000), comparando a anatomia foliar de dozéreas
tropicais em diferentes condi¢des de luminosidaeeficou que no sol as células da face adaxiamlderme foliar
apresentam maior espessura. Fermino-Jr (2004) tarobéervou aumento das células epidérmicaS.depposita
em folhas de sol.

O teste com Cloreto Férrico evidenciou acumuloatepostos fendlicos na epiderme das folhas dasgdant
do controle e em pleno sol em todos os periodobsades, sendo que nas folhas em pleno sol, taist&uocias
também ocorreram no interior de algumas célulamésofilo (Figs. 3g, h). Casagrande Jr et al. (19@8ervaram
maiores teores de compostos fendlicosRsitdium cattleyanunfaracazeiro) sob luminosidade intensa, o que pode
indicar que estes compostos atuem na protecécaco@istresse luminoso.

A plasticidade fisioldgica a alteragéo das condigde luminosidade envolve caracteristicas reladasma
maior eficiéncia na captagdo ou dissipacdo de élaspfolhas, o que depende primordialmente da rapdmia
foliar. Assim, mudancas na anatomia e fisiologidaliaa estao diretamente relacionadas a adaptégfdssintéticas
(Kilch 2000; Oguchi, Hikosaka e Hirose, 2003; 20DBna Jr et al. 2006). Sendo assim, considerandesgsostas
observadas em plantas jovens de pau-brasil em ptEné possivel afirmar que a espécie apresematplakticidade

morfoanatémica em resposta a luz.

Pigmentos Fotossintetizantes

Foi observado decréscimo significativo das comeefies de pigmentos nas plantas em pleno sol rmrdeao
tempo (Tabela 3). Os teores de clorofilas tot@isl total), em média 4,21 mg'gMF no tempo inicial, ao final do
periodo de analises (180 dias), foi de 1,85 fhiyI§. Neste mesmo periodo, a concentracdo de caidesn@arot),
teve reducédo de 1,49 mg MF para 0,58 mg YMF. De acordo com Laisk et al. (2005), plantas deskidas no
sol investem menos em complexos coletores dedsa,porque em alta irradiancia, as folhas absoraais energia
radiante que a capacidade de processamento dotmpatassintético, e o excesso de energia poder lava
fotoinibicdo da fotossintese. Assim, a diminuicacadtena coletora de luz, ou seja, a reducao dosstee clorofila
pode ser um mecanismo eficiente para reduzir otemi® energia para os fotossistemas (Magalhdesndare
Mendes 2009). Fermino-Jr (2004) conclui que a réduta concentracéo de clorofila em folhas de sdé@iuar
como um mecanismo de reducdo da fotoinibicdo. Besemca de luz, a clorofila é constantemente siatii e
degradada, mas sob alta irradidncia a taxa de dlegfia € maior e, assim, um ajuste fisiol6gico &edtcido com a
baixa concentracao de clorofila (Tan et al. 2000).

Rego e Possamai (2006) verificaram que plantagglétjpa-rosa respondem ao aumento da luminosidade
com a reducdo dos teores de cloroéilab e total. Morais et al(2007), por sua vez, observaram que arboreas da

Amazobnia que crescem sob sombreamento apresentaon t@ar foliar de clorofila. Almeida et al. (2004
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Fermino-Jr (2004), além de observar maior teorldeofila em folhas sombreadas, verificaram que dsllde sol
apresentam reducdo da razéo clordfila A clorofila b e os carotendides sdo considerados pigmentosiacssso
processo fotossintético, pois, embora ndo estegdaionados a captura da energia luminosa nososedé reacéo
(papel desenvolvido pela clorofitg, promovem fotoprotecdo ao sistema (Marenco e £,0p@09). Desta forma, a
relacdo clorofilaa/b (Chl a/b) e clorofilas/carotendide<hl/Carof) séo indicadores da plasticidade fisiologica em
relacdo a alteragédo nas condi¢des de luminosiddckon et al. 200XKitajima e Hogan, 2003). Foi observada a
reducédo das razd&hl a/be Chl/Carotnas plantas em pleno sol, que se acentuou ao tmgempo. (Figs. 4a, b).

A razdoChl a/bqueera de 1,11 no tempo inicial, sofreu reducao pga Qos 180 dias (Fig. 4a). Almeida
et al. (2004) também observaram reducéo da rap&ofith a/b em plantas d€ryptocaria aschersorianaultivadas
em pleno sol quando comparado ao cultivo em somizet (30, 50 e 70%). Enquanto maiores niveis atefila b
podem ser encontrados em condi¢des de baixa luidaues atuando no aumento da captagéo de luz (Saptie
energia em comprimentos de onda diferentes querafith a) (Scalon et al. 2003), a clorofitaé mais sensivel ao
aumento da radiagcdo que a clorofilasendo degradada mais facilmente (Tan et al. 20@@alhdes, Marenco e
Mendes, 2009). Assim, a razdo clorofitdb tende a diminuir tanto em plantas que se deseenolem
sombreamento intenso, quando em plantas submetielasada irradiancia.

A relagdo entreChl/Carot foi menor nas plantas em pleno sol, assim comdéamobservado por
Magalhdes, Marenco e Mendes (2009) em plantadidguartia guianensisO aumento de carotendides pode atuar
na aclimatacéo a alta irradiancia por terem pagelante na dissipacdo de energia sob a formaloe(Beemmig-
Adams e Adams, 2006; Marenco e Lopes, 2009). Obsese uma expressiva reducéo da razhlCarot aos 180
dias (aproximadamente 50% do valor do tempo inigiglg. 4b). Esta resposta observada para os tetges
pigmentos fotoativos er. echinatapode representar uma adaptagdo no sentido deggerate fotossistemas de

danos fotoinibitérios e foto-oxidativos.

Fotoinibicdo da Fotossintese

De acordo com as medidas da fluorescéncia dafitéory foi possivel verificar que a exposigcéo a radiagdlar
direta configura-se como uma condigdo de estremsegs plantas jovens de pau-brasil. Observou-aeans 2 dias,
plantas em pleno sol apresentaram fluorescénaialirfF;) muito superior, e expressiva reducdo da fluoreseé
méaxima Ev) (Fig. 5a). Assim, verificou-se que no period®de4 dias, o rendimento quantico maximo potertwmal
fotossistema Il K\/Fy) foi reduzido a aproximadamente 20% do controleyesmo apos 180 diask\/Fy nas
plantas em pleno sol permaneceu inferior ao canffel. 5a).

De acordo com Gilmore et al. (1996) e Gongalvesl.e2007), o aumento d& pode ocorrer durante a
exposicdo a elevada irradiancia em raz&do do bloqueitransferéncia de elétrons entee;, e do pool de PQ,
como resultado da inativagdo parcial do FSII poionde degradacéo da proteina D1. J& a reducdq, gede ser
atribuida a dissipacéo nédo-fotoquimica, uma vezagmativagdo de uma fracdo dos FSII contribui padéssipaco
de energia na forma de calor (Demmig-Adams e Ad&066). Magalhdes, Marenco e Mendes (2009) também
observaram aumento d&, reducdo de~y e de F\/Fy nas primeiras semanas de aclimatacdoMitequartia

guianensis uma arbdrea tropical, a elevada irradiancia. sEatéores observaram, no entanto, recuperacéo quase
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total aos 30 dias, e apds quatro meses, os valler&és/F,, atingiram 93% do controle. ErAniba rosaeodora
Gongalves et al. (2005) verificaram a reducad-d€), aos 2 dias de exposi¢céo a elevada irradiancia tanasem
verificaram a recuperacgéo aos 60 dias, com vajm@smos dos sombreamentos intenso e moderado.idetral.
(2007) verificaram em folhas de sombra de arbémmsAmazodnia, maiores valores de mafyFy e da
fluorescéncia variavel), que representa a diferenca erfigee Fy. Estes autores relacionam o baixo rendimento
fotoquimico em folhas de sol principalmente a réduger,,.

Dias e Marenco (2007) sugerem ddg pode ser um bom indicador de estresse quandosadaliem
conjunto comFy, e F/Fy. Entretanto, outros parametros fornecidos a padirteste J-I-P tém sido bastante
utilizados para elucidar detalhadamente o fluxoedergia através FSIl em nivel de centro de reagdo),(
auxiliando no estudo de processos fisioldgicosaéSer, Tsimilli-Michael e Srivastava, 2004).

A partir da analise dos parametros de fluxo de giagwerificou-se que as plantas submetidas a alta
irradidncia apresentaram maior densidade de fébssrvidos por centro de reacdo do FBB%$/RG (Fig. 5b),
assim como foi verificado por Gongalves et al. (P0Me acordo com estes autores, essa repostaimda=r o
aumento da funcionalidade da antena, ou a inatvaefcentros de reacdB@. No caso do pau-brasil, houve
decréscimo acentuado & ativos, que pode ter contribuido para o aumentAR®/RC A taxa de transporte dos
elétrons ETYRC foi mais elevada apds a exposi¢do das plantapadebrasil a radiacdo plena. Contudo, a
dissipagéo de energia radianiB {RC) foi muito elevada, principalmente no periodo defdias (Fig. 5b).

ApoOs 2 dias, houve um aumento representativo naapitidade do elétron capturado pelo centro deaeag
do FSII permanecer na cadeia de transporte paraddéQ” (ETy/TR)). No entanto, aos 2, 4 e 7 dias houve grande
reducdo na densidade de centros de reacdo ativeSHdRC/ABS. Como consequiéncia, foi observado valores
proximos a zero para o a eficiéncia quantica edetia conversdo de energia radiafg@Ry), e para o indice de
desempenhadR(l.) quando comparadas ao controle (Fig. 5¢). Gongaval. (2007) também observaram inativacédo
de 58 a 78% doRC que, juntamente com a redugaorg#~y, indicam o aumento da dissipagéo da energia maafor
de calor e fluorescénci®C/ABSapresentou aumento apos 20 dias, mas sofreu mdag@mente e, embora 0s
valores deF\/Fy e P.l. tenham aumentado neste periodo, ndo foi verifiGadacuperacdo efetiva do aparelho
fotossintético. Aos 180 dias, o valor relativo amtcole deF\/F, foi de 60%, e o dé.l. foi de 35% (Fig. 4c).
Elevados valores de dissipacdo de energia porcelgrreacdodl/RC) estdo relacionados a uma energia de
excitagcdo em nivel da molécula de clorofila da rat@BS/RG maior do que a taxa de transporte de elétrons
(ETy/RC), bem como a uma men®C/ABS(Figs. 5a-c). Assim, a variacdo dos parametrofiud® de energia
refletiu na reducéo do rendimento quantico efeffudF,) e do indice de desempeniiul() das plantas de pau-brasil
transferidas para pleno sol. Isto pode indicaraegcesso de energia causou fotoinibicao e rediga@diciéncia da
fotoquimica priméria.

Para Gongalves et al. (2007), a analise conjunt&fg, e P.l. pode ser relacionada a capacidade das
plantas em transformar a energia luminosa na emexg € direcionada para as rea¢des metabodlicgzralmsssos
bioquimicos da fotossintese. Assim, levando emacostvalores reduzidos &¢/Fy no periodo entre 2 e 20 dias, e a
queda significativa d@.l. durante o periodo total de analise observado lzsas em pleno sol, conclui-se que a

exposicdo de plantas jovens de pau-brasil a ranisgiar direta levou a fotoinibi¢do da fotossintese



80

A condigdo de estresse é causada pelo excesstrdéaede energia no sistema, havendo dificuldadesdo
desta energia no processo fotossintético, enquantoondi¢des ideais, as plantas apresentam bagxgiativre no
sistema e estado termodindmico étimo, sem o congtioranto da fase fotoquimica no FSIl (Goncalvesilet
2007). No entanto, a fotoinibicdo verificada emnpda de pau-brasil submetidas a radiacdo solatadiede ser
representativa de um mecanismo de fotoprotecdandtuno balanco entre a dissipacdo ndo-fotoquieietava da
energia excedente e a fotossintese em si. Istalestaracteriza uma condigdo de estresse, mas permjtiste e a
sobrevivéncia do vegetal em condi¢des adversa®@Niy999).

Em termos ecofisioldgicos, Ribeiro et al. (2004)nahm que a fluorescéncia da clorofila é uma feeata
potencial para diferenciar espécies de estigiosssimmais distintos. Espécies pioneiras e secwasdamiciais,
embora estejam sujeitas a reducad-@€,, como indicativo de fotoinibicdo dindmica (has sod® dia com maior
insolacdo), apresentam maior capacidade fotoquientemdéncia crescente de dissipar 0 excesso dgia@esem o
aumento da intensidade luminosa, o0 que ndo € dimeem espécie secundaria tardia. Gongalves esSan{@005)
afirmam que a fluorescéncia da clorofilpode ser uma ferramenta para a selecéo de esp#erasmtes a ambientes
de alta irradiancia, baseado no mddr, e aptas a serem utilizadas como espécies deteabem recuperacdo de
areas degradadas. Em estudo realizado com trésnitegsas da Floresta Semi-descidua da Mata Atdntic
(Caesalpinia echinataC. ferreae Machaerium obovatumfoi observado maior taxa de transporte de eléten
maior F/Fyy com maior intensidade de saturacdo de luZererreasugerindo que esta espécie € mais adaptada a
ambientes de elevada radiacdo, enqué@ntechinatae M. obovatunrmdo mostram tais respostas (Gebler et al. 2005).
Baseado nisto, e em concordancia com estudo rdalizar Mengarda et al. (2009, echinatacaracteriza-se como
espécie intermediaria, pois ndo apresenta acli@atégiossintética efetiva a condi¢cdo de elevadali@incia. No
entanto, sendo a aclimatacdo fotossintética paeciak mecanismos de fotoprotecdo suficientes paratem a
sobrevivéncia e o crescimento, é possivel afirmer @& plantas jovens de pau-brasil apresentaraatidape de

tolerancia ao estresse por exposi¢do a radiacapdiotta.

Carboidratos Soluveis

A concentracgdo foliar de carboidratos sollUveigisofoi igual entre plantas em pleno sol e do aataté os 4 dias.
A partir dos 7 até os 60 dias, houve aumento egjw@sla concentracdo nas plantas em pleno sol §e)g. Em
estudos sobre a relagédo entre luminosidade e amtilaglcares, Martinazzo et al. (2007) verifiteaamento dos
carboidratos ndo-estruturais daugenia unifloraquando submetidas ao pleno sol. Casagrande Jr €989)
observaram redugéo da concentragéo foliar de chgios em aragazeiro com o aumento do sombreamento.
Conforme observado por Gebler et al. (2005), a nmadote dos aglcares sollveis em folhas de pail-bras
corresponde &ug Fru e Glu e, assim, a variagdo no conteldo destes agUcaresafor responsavel pela alteracéo
do conteudo total. Assim, o aumento dos teoresadeo@ratos solGveis totais ocorreu concomitanteenandois
fendbmenos: 1- o aumento expressivo do conteudolidese Glu) e FrutoseKru) aos 7 dias (Figs. 6a, b), periodo
no qual as plantas estavam sofrendo forte estressms foto-oxidativos e abscisdo foliar; e 2- esnanto do
conteldo de Sacaros8ug a partir dos 7-14 dias (Fig. 6c), periodo de sé&unsde folhas novas. O contetddo de

sacarose foi mais elevado em plantas do sol at@®slias, igualando-se ao controle aos 180 dias.
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O pico deFru e Glu observado aos 7 dias ndo foram decorrentes dadiegio d&uc uma vez que, neste
periodo, ndo foi observada sua reducdo. O aumente er sido decorrente da translocacao ou moiizaestes
compostos para as folhas que estavam sofrenddemjglr assim, estes dois aglcares podem estdoneldos a fase
inicial do estresse, funcionando como sinalizadore® o aumento da concentragdo Sle por um periodo
prolongado (7-120 dias), pode indicar sua relagiio & fase de rustificacdo ao estresse por elevadiincia.

A rafinose é encontrada em baixos niveis nas fplmas possui importante papel de protecéo a estress
principalmente contra dessecacgdo (Souza, MoraigeiFedo-Ribeiro, 2005). A concentracdo de rafingzal)
apresentou grande variagcdo durante o periodo disgrtdavendo um pico para as plantas em plenaaoR0 dias
(Fig. 6d).

As variagbes dos carboidratos podem indicar quamalo papel de reserva, estes compostos estejam
relacionados a mecanismo adaptativos em respestaesse, como observado por Dias-Tagliacozzo €G14) em
condi¢cdes de baixa temperatura e dessecacdo, pah \8tial. (2005) durante estiagem, e por Chavéw Fé
Stacciarini-Seraphin (2001), Mendes et al. (200Cuezuol e Clippel (2009) em plantas sob restrigéoica. Além
de compostos protetores contra diferentes estregsasdo uma planta entra em crescimento ativoetaolismo
de carboidratos se torna mais intenso, elevandaipelmente os teores de sacarose (Borba, Scdfphaoee Kluge
2005). Sendo assim, o aumento expressivo do cantd€idarboidratos totais, atribuido principalmeadeaumento
de Sug pode ter ocorrido pelo aspecto protetor desteaaginas também devido ao crescimento ativo dadgsa
que, durante o periodo inicial das andlises (7i&4)destavam emitindo folhas novas. Isso porquegalacao
osmoética exercida pel&uc que confere seu aspecto de protecdo, também side lgada ao processo de
alongamento celular (entrada de agua para o intdai® células).

Sabe-se ainda que aclcares cdBuz e Glu podem atuar nas respostas anti-oxidantes de plauta
estresse. De acordo com Coueé et al. (2006), ditssecondicdes de estresse, como 0 excesso deaeratignte,
podem causar o acumulo de espécies reativas dénixiEROs), que também estdo associadas ao acw@aulo
acUcares soluveis. Estes atuam na regulacdo doesgas metabdlicos das EROs e, portanto, a inaeétigdo
metabolismo anti-oxidativo relacionado ao metabatisdos carboidratos sollveis poderia levantar mémdes
importantes para o entendimento de respostas didgaptao estresse por luminosidade em pau-brasil.

Apés os 60 dias, observou-se que o contetdo fdéacarboidratos em plantas em pleno sol foi igoal a
controle. De acordo com Larcher (2000), a plantaesiresse atravessa uma sucessao de fasespalmidistirbio
€ caracterizado pela perda da estabilidade dagwgsis e das fungbes metabdlicas (fase de sinatiyaguando foi
observado maior contetdo foliar Beu e Glu. Se a intensidade do agente estressor continpdanta entra na fase
de rustificacdo, aonde ocorre a sintese protéida eutras substancias de prote¢do. Neste Gsoem maior
concentracdo pode ter atuado como um agente pro@tsucesso da rustificacdo leva a fase de rasiat@o
estresse continuo, ou seja, um ajustamento ouadapfs nova condicdo de crescimento. Mendes €2G07)
observaram que apés o término do estresse, ostderearboidratos apresentaram reducao, voltanslovaores
pré-estresse. No entanto, a reducdo dos teorearteidratos pode estar relacionada também a meividiaae
fotossintética, como observado em espécies trappmi Lemos Filho (2000) e Franco, Matsubara eedr(2007).
Neste estudo, no periodo final de andlise, quaedficado concentragdes similares de carboidratb® &s plantas

em pleno sol e do controle, observou-se tambénplidésempenho fotoquimico em plantas transferides glano
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sol, indicando fotoinibicdo. Assim, ndo é possia@tmar se o aumento da concentragdo de carbofdedth
associado com a fungdo de protecdo, auxiliandoes&sténcia ao estresse, ou se a redugdo deste®stos)p
observada apés 60 dias, se deve ao comprometimergficiéncia fotossintética e, assim, a reducaprdducado de

fotossimilados.

Conclus®es e Consideragfes Finais

As respostas verificadas em plantas jovens de pagitindicam que a exposi¢cdo a radiacdo solatadicausa
fotoinibicdo da fotossintese, o que se configuraacaima condicdo de estresse. A fase de sinalizgastresse
ocorreu nos dois primeiros dias, havendo abscisdgrahde parte das folhas. A partir dos 14 diaplhas novas
formadas apresentaram alteracdo significativa dafomomatomia foliar, da concentracdo dos pigmentodos
carboidratos sollveis, indicando plasticidade nf@ifidgica, e recuperacao parcial da eficiénctadoimica.

Em plantas submetidas ao pleno sol, foi verifidatiainibicdo durante todo o periodo de anéliseérpise
em conjunto com mecanismos eficientes de fotopéoteg fotoinibicdo pode representar a compensagéie e
dissipacdo ndo-fotoquimica efetiva da energia exwted(em decorréncia da alta irradiancia) e aliasguimica da
fotossintese. E para determinar se a fotoinibigiwesenta ou ndo o comprometimento da fotossimbesa-se
necessaria maior investigacdo sobre os mecanisenagistamento, reparo e fotoprotecao relacionadgs@esso
fotossintético.

Nas condicdes de estudo, as plantas jovens derpail-Bpresentaram capacidade de tolerancia addeva
irradidncia. Embora outros aspectos ainda possanngestigados em ambiente controlado, sugere-gstodo
ecofisiolégico deC. echinataem condi¢Ges de campo com a finalidade de facf#ita manejo e o uso desta espécie

em reflorestamentos.
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Tabelas

Tabela 1 Area foliar especificaAFE), massa foliar especificMEE) e teor de aguaréor H0O) de plantas d€.
echinatasubmetidas ao tratamerfontrolee ao tratament8ol, aos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 edl&8.

Linha pontilhada refere-se ao periodo de emissdolldas novas.

Tempo AFE (cm’ g MF) MFE (mg MF cm??Y) Teor H,0 (mg HO cnt?
(dias) Controle Sol Controle Sol Controle Sol
0 250 aAB 254aA 4,04 aAB 3,84 aF 18,0 aAB 17,8 aEF
2 241 aABC 226 aAB 4,17 aAB 4,44 aEF 18,0 aAB 17,2 aE
4 233 aABC 188 bBC 4,70 aAB 5,44 aDE 17,2 aAB 15,4 aF
7 246 aABC 180 bBC 3,80 bB 5,33 aDEH 17,3 aAB 19,DBE
14 214 aABC 161 bC 4,96 bAB 6,23 aCDh 14,6 bAB 17,9 BEDE
20 249 aAB 172 bBC 4,10 bAB 5,94 aCDE 18,2 bAB 22, BEDE
30 232 aABC 187 bBC 3,79 bB 5,39 aDE 14,4 bB 21,0 aBCD
40 211 aBC 143 bCD 4,82 bAB 6,71 aCD 17,3 bAB 23,9 BAB
50 207 aBC 135 bCD 4,64 bAB 7,18 aBC 18,7 bAB 22,9 @PB
60 191 aC 143 bCD 5,35 bA 6,60 aCD 18,1 bAB 26,3 aA
120 267 aA 141 bCD 3,61 bB 8,38 aAB 18,8 bAB 26,0 aAB
180 234 aABC 104 bD 4,34 bAB 9,20 aA 19,5 bA 26,7 aA

Letras minusculas referem-se a diferenca entreatantentos. Letras mailsculas referem-se a diferenctempo. Médias
seguidas da mesma letra néao diferem entre si glle tle Tukey (p<0,01), n=5.
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Tabela 2Dados anatdmicos quantitativos de foliélulosechinatado controlee submetidas agleno soj aos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 edl&§
Valores médios das espessuras do limbo, cuticpidemne da face adaxial e abaxial, parénquimagdutiio e lacunoso, razao entre as espessuras dos

parénquimas palicadico e lacunoB®(PL) e densidade estomatidastdmatos/mA). Linha pontilhada refere-se ao periodo de emids&olhas novas.

) Epiderme da face Parénquma Parénquima Epiderme da face
Limbo Cuticula
Tempo adaxial Paligadico Lacunoso abaxial PL/PP Estomatos/mi
(dias) Espessura gm)
c S C S C S C | S C S c S Cc S C S
0 123 aE 120 aFG 2,74 aA 2,57 aG 16,0 aABC 152aCp 6,8 &D 37,8 aEF 57,9 aD 53,3 bE 11,1bC 12,4aCP 60 4ABC 1,41 bBC 213 aAB 198 bE
2 125 aDE 125 aF 2,92 aA 2,76 aEFG 16,7 aAB 143b0  6,7BCD 41,4 aDE 59,2 aCD 55,8 aDE 11,4 aBC 119 ac| 1,63 aABC 1,38 bBC 229 aA 190 bEF
4 133 aBCD 115 bG 3,19 aA 2,65 bFG 16,3 aAB 7,5 bE 743B 34,5 aF 60,4 aCD 58,9 aDE 12,9 aA 13,1aABf 1,40 bC 1,75 aA 181 aDE 174 aF
14 125 bDE 138 aE 3,21aA 3,13 aDEF! 17,2 aA 16,4aB¢  354bD 46,2 aD 59,5 aCD 62,5 aD 12,2 aABC 122aCh 182aA 1,37 bBCD 209 bABC 224 aD
20 134 bABCD 167 aD 3,27 aA 3,40 aCDE 14,7 bBC 18BaA| 39,5bABCD  63,1aBC 66,6 bABC 72,9 ag 112bBC  ,7HBCD 1,71 aAB 1,33 bBCDE 170 bE 310 aB
30 125 bDE 146 aE 3,02 aA 3,24 aDEF| 16,3 aAB 14,2 bD 5,78D 58,5 aC 61,2 aBCD 60,5 aDE 12,6 aAB 11,4bD| 1,74 aAB 1,05 bEF 212 bAB 285 aC
40 140 aAB 180 aC 3,01 bA 3,68 aCD 14,1 bC 16,0 aCll 3B 79,4 aA 68,3 aAB 70,7 aC 11,7 bABC 12,8aBCD 1,51 aBC 0,91 bF 204 bBC 300 aBC
50 136 bABC 174 aCD 3,11 bA 4,85 aA 16,4 aAB 16,1aC 42,9 bABC 69,1 aB 64,7 bBCD 76,4 aC| 11,7 bABC HBED 1,53 aABC 1,13 bCDEF 194 bBCD 286 aC
60 145 bA 204 aA 2,89 bA 4,54 aAB 16,8 bA 18,9 aA MABCD  83,3aA 73,1 bA 87,5 aB 11,3bBC 132aAB¢ 1,78 aAB 1,07 bDEF 200 bBCD 298 aBC
120 128 bCDE 192 aB 3,33 bA 3,91 aBC 16,7 bAB 19.8aA|  6,63CD 67,2 aB 64,3 bBCD 89,4 aB 11,5 bABC 14,40A| 1,79 aAB 1,35 bBCDE 192 bBCD 335 aA
180 126 bCDE 192 aB 3,27bA 4,74 A 16,2 aAB 19,2 aA 43BCD 60,6 aC 62,2 bBCD 97,6 aA 12,3 bABC 14,0aA8 1,70 aABC 1,61 bABC 189 bCDE 299 aBC

Letras minasculas referem-se a diferenga entreatamientos. Letras mailsculas referem-se a difareagempo. Médias seguidas da mesma letra ndemifentre si pelo teste
de Tukey (p<0,01), n=20.
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Tabela 3 Concentrac8es de clorofilas totaish{), e de carotenéideCérotf) em plantas de&C. echinatado
controlee submetidas agleno so] aos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 edl&8 Linha pontilhada refere-

se ao periodo de emissédo de folhas novas.

Chl (mg g*MF) Carot (mg g"MF)
Tempo (dias)
Controle Sol Controle | Sol
0 3,95 aABC 421 aA 1,34 aA 1,49 aA
2 4,15 aABC 2,65 bBC 1,37 aA 1,02 aA
4 4,40 aAB 2,77 bABC 1,46 aA 1,04 aA
7 4,25 aABC 2,54 bBCD 1,63 aA 1,04 aA
14 5,08 aAB 2,91 bAB 1,88 aA 1,41 aA
20 4,16 aABC 1,80 bBCD 1,27 aA 1,88 aA
30 4,58 aAB 1,75 bBCD 1,77 aA 0,75 bA
40 5,19 aA 2,09 bBCD 1,68 aA 0,79 bA
50 4,43 aAB 1,85 bBCD 1,50 aA 0,77 aA
60 5,40 aA 1,45 bBCD 2,01 aA 0,64 bA
120 2,79 aC 1,26 bCD 1,01 aA 0,60 aA
180 3,62 aBC 1,03 bD 1,30 aA 0,58 aA

Letras minusculas referem-se a diferenca entreatesnentos. Letras mailsculas referem-se a difereagempo. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si egfe de Tukey (p<0,05), n=5.
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Figuras

Fig. 1la-d Aspectos das plantas jovens @e echinatasubmetidas a radiacdo solar direta. a: tempoainibi
periodo entre 2 e 7 dias, quando observado clonesepse e abscisdo das folhas; c: periodo erdgré47dias,

quando houve emisséo de folhas novas; d: 60 dias.
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Fig. 2a-d Caracterizagdo anatomica de folidlulos @e echinata a-b: SecgBes transversas Area
invernervuralb. Nervura central (Barras = ). c-d: Seccdes paradérmicasFace adaxial da epiderntg;
Face abaxial da epiderme (Barras 32} Epiderme (ep); Estbmatos (setas); Fibras Figema (fl); Feixe

vascular (fv); Idioblasto (id); Parénquima lacun@sk; Parénquima pali¢cadico (pp); Xilema (xi).
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Fig. 3a-h Secces transversaie folidlulos deC. echinatado controle (coluna a esquerda) e submetidas ao
pleno sol(coluna a direita)a-b: tempo inicial;c-d: 4 dias;e-f: 60 dias;g-h: teste histoquimico com cloreto

férrico, evidenciando a presenca de compostositersshos 180 dias. Barra =50.
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Fig. 4aRazéo entre as concentracbes de clorafédeclorofilab (Chl a/b); 4b Razdo entre os teores de clorofilas

totais e carotendide€kl/Carof), em plantas d€. echinatado mntrole (®) e submetidas guleno sol(O), aos
0,2, 4,7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 e 180 diasalhe do aspecto dos folidlulos nos diferentespos. Linha
pontilhada na vertical refere-se ao periodo de nisle folhas novas. As barras verticais indicam@padrao

da média (n=5); C = equacéo do controle (linhaiooa), S = equacéo do sol (linha tracejada).
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Fig. ba-cParametros da emissdo da fluorescéncia da cleofias plantas d€. echinatasubmetidas apleno
solaos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120 edi&@@a: F, (fluorescéncia inicial), jr (fluorescéncia maxima);
Fv/Fy (eficiéncia quantica maxima potencial do FSt) Fluxo especifico de energia por centro de reaR&):(
ABS/RC (absorcéo); T§#RC (captura); DJRC (dissipacéo); BJRC (transporte)r: RC/ABS (razdo entre o
ndmero de centros de reacdo ativos do FSII pelatigiaae de luz absorvida pelo sistema antdfigy TR,
(probabilidade de um excitron capturado pelo RE8H mover um elétron na cadeia de transporte @giéra de
Qn); R/F, (eficiéncia quantica maxima efetiva do FSII); Rihdice de desempenho com base na absorcao).
Valores expressos em percentual em relacamatiole (= 100%), n=5. Linha pontilhada refere-se ao period

de emissao de folhas novas.
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Fig. 6a-eConcentracao foliar de carboidratos solUveis eantpk deC. echinatado @ntrole (®) e submetidas
aopleno sol(O), aos 0, 2, 4, 7, 14, 20, 30, 40, 50, 60, 120Cdi&s.a: Glicose Glu); b: Frutose Fru); c:
SacaroseSug; d: Rafinose Raf); e: Carboidratos soluveis totai€$T). As barras verticais indicam o erro

padrdo da média (n=6). Linha pontilhada na vertieire-se ao periodo de emisséo de folhas novas.



APENDICE -
Light as an indicator of ecological succession in b

(Caesalpinia echinata Lam.)

razilwood

96



