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RESUMO 

Caesalpinia echinata Lam. é uma arbórea da Mata Atlântica em risco de 

extinção. Dados já publicados demonstraram que esta espécie possui três 

variantes morfológicos foliares diferentes, sendo a variante de foliólulo pequeno 

considerada uma planta secundária na classificação sucessional de floresta, 

contrastando com os resultados de crescimento da variante de foliólulo médio 

observados em campo. O objetivo central deste trabalho foi caracterizar alguns 

aspectos morfológicos, bioquímicos e fisiológicos do morfotipo folha média de 

C. echinata em condições de irradiância contrastante. Este trabalho foi 

conduzido na Reserva Natural da Vale, no município de Sooretama, ES. Foram 

analisados foliólulos do terceiro ao quarto nós de plantas jovens de pau-brasil 

em duas condições de luz diferentes: a pleno sol e a sombreamento natural.  

As plantas a pleno sol apresentaram maior eficiência na captura de energia 

luminosa, seguida de melhor aproveitamento fotoquímico e maior assimilação 

líquida de carbono, o que possivelmente resultou em maior conteúdo de 

carboidratos solúveis. Em virtude do desequilíbrio fotossintético, presume-se 

que tenha ocorrido um excesso de atividade fotorrespiratória das plantas em 

sombreamento, na tentativa de evitar a formação de radicais livres pelos 

compostos redutores formados. A energia que deveria estar sendo utilizada 

nas reações fotoquímicas e/ou bioquímicas da população em sombreamento 

foi, em sua maior parte, dissipada como calor, reemitida como fluorescência ou 

translocada para produção de compostos de defesa antioxidativa do 

metabolismo secundário. Logo, a maior intensidade de irradiância proporcionou 

maior crescimento da população exposta ao pleno sol em relação às plantas 

cultivadas em sombreamento natural. A morfologia anatômica adaptada e os 

teores de pigmentos fotossintéticos das plantas expostas ao sol apresentados 

neste trabalho, também indicam forte tolerância desta variante à elevada 

irradiância. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a 

radiação solar direta configura-se como condição mais adequada que o 

sombreamento natural para o crescimento a variante foliar média do pau-brasil. 

Diante dessas diferenças ecofisiológicas das variantes da espécie C. echinata, 

é necessário uma reestruturação taxonômica da espécie em possíveis táxons 

sub-específicos, para assim, restabelecermos uma nova classificação do pau-



 
 

 
 

brasil na sucessão florestal, e consequentemente, fornecer subsídios para o 

correto plantio e manejo desta planta nos programas de reflorestamento.   

Palavras-chave: Sucessão florestal, eficiência fotossintética, anatomia foliar, 

pigmentos, carboidratos solúveis, estresse oxidativo. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Caesalpinia echinata Lam. is a endangered tree of the Atlantic Florest. 

Published data has demonstrated that this specie three different leaf 

morphological variants, and variant small leaflet considered a secondary 

classification plant forest succession, in contrast with the results of growth 

medium leaflet variant observed in the field. The central aim of this study was to 

characterize some morphological, biochemical and physiological leaf 

morphotype average C. echinata contrasting under conditions of irradiance. 

This work was conducted at the Reserva Natural da Vale in the municipality of 

Sooretama, ES. We analyzed average leaflets of fully expanded leaves us third-

fourth of young plants of Brazil wood in two different light conditions: full sun 

and natural shade. Plants in full sun showed greater efficiency in capturing light 

energy, followed by a photochemical better utilization and higher net carbon 

assimilation, which possibly resulted in a higher content of soluble 

carbohydrates. Because of the imbalance photosynthetic presumed to have 

been an excess plant photorespiratory activity in shading in an attempt to 

prevent the formation of free radicals by reducing compounds formed. The 

energy that should be being used in photochemical reactions and / or 

biochemical plants to shading was, for the most part, dissipated as heat or re-

emitted as fluorescence translocated to the production of antioxidative defense 

compounds of secondary metabolism. Therefore, the high light condition 

provided greater growth of population exposed to full sun in relation to plants 

exposed to low light. The morphology and anatomic levels of photosynthetic 

pigments of plants exposed to the sun presented in this study also indicate a 

strong tolerance to this variant of intense light condition. The results presented 

in this paper show that the direct solar radiation is configured as a condition 

more suitable for the planting of shading variant mean leaf of Brazil wood. 

Given these differences in morphology and ecophysiological variants of the 

species C. echinata, a restructuring is necessary taxonomic species in possible 

sub-specific taxa, for thus reestablish a new classification of Brazil wood in 

forest succession, and thus provide support for proper planting and 

management of this plant in reforestation programs. 
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1 -  INTRODUÇÃO 

A Mata Atlântica, além de seu papel no ciclo global do carbono (FAVARETTO 

et al, 2011), é considerada um dos hotspots em biodiversidade (MYERS et al., 

2000) possuindo remanescentes que correspondem a cerca de 7% da área 

original, distribuídos em pequenos fragmentos isolados (FUNDAÇÃO SOS 

MATA ATLÂNTICA, 2002) e circundados, em sua maioria, por áreas ocupadas 

por atividades agropecuárias.  

Estudos com nativas deste bioma têm sido realizados para avaliação do 

comportamento das espécies quando submetidas a condições ambientais 

diversas, a fim de gerarem propostas para execução de programas de 

recuperação de áreas degradadas (ALMEIDA et al., 2005; MENGARDA et al., 

2009; LIMA et al., 2010). Fatores como luz, temperatura, disponibilidade 

hídrica, salinidade e condições edáficas (e.g. disponibilidade de nutrientes) têm 

grande influência no desempenho dos vegetais (MACHADO et al., 2005; 

GONÇALVES et al., 2007; SILVA et al., 2007). 

A luz é considerada um dos fatores ambientais de maior relevância no 

crescimento vegetal e está intimamente associada à sucessão florestal. 

Controla desde os processos morfogenéticos da germinação até os padrões 

morfológicos e fisiológicos do crescimento vegetal nas diferentes classes da 

sucessão florestal (CUZZUOL e MILANEZ, 2012). 

Existem várias propostas para definir as classes sucessionais de arbóreas 

baseado no posicionamento das espécies na floresta. De maneira geral, dois 

grupos sucessionais extremos são distinguidos: a) espécies da categoria inicial 

de sucessão (pioneiras), que germinam, sobrevivem e crescem somente em 

clareiras e, b) espécies da categoria final ou tardia de sucessão (clímax), que 

exigem ambientes sombreados do sub-bosque para se estabelecer. Entretanto, 

entre essas duas classes de sucessão, já se reconhece um grande número de 

espécies ocupando posições intermediárias (CUZZUOL e MILANEZ, 2012). 

Budowski (1965) sugeriu que as arbóreas tropicais fossem agrupadas em 

quatro grupos sucessionais: pioneiras, secundárias iniciais, secundárias tardias 
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e clímax. Já Hartshorn (1980) propôs a classificação das espécies apenas 

como tolerantes ou intolerantes à sombra.  

Como o termo tolerância sugere melhor desempenho em uma condição 

ambiental ótima, mas com habilidade em se aclimatar em condições menos 

favoráveis ao crescimento, Cuzzuol e Milanez (2012) propõem a terminologia 

plantas de sol (pioneiras, obrigatórias de sol ou tolerantes ao sol) e plantas de 

sombra (não pioneiras, obrigatórias de sombra ou tolerantes à sombra). As 

espécies que se posicionam entre essas duas categorias denominamos plantas 

facultativas de sol (intermediárias iniciais) que desenvolvem melhor em pleno 

sol, mas que toleram irradiância moderada e, as facultativas de sombra 

(intermediárias tardias) que preferem sombreamento intenso, mas que 

conseguem crescer em sombreamento moderado. 

Essa variedade de classificações baseadas nas estratégias de regeneração 

das espécies mostra a dificuldade de definição dos grupos ecológicos. Isso 

porque, a plasticidade apresentada pelos vegetais, faz com que as espécies 

possam ser incluídas em mais de um grupo ecológico (PAULA et al., 2004). A 

capacidade das plantas em apresentar respostas adaptativas funcionais em 

relação às condições ambientais através da flexibilidade de fenótipos é 

conhecida como plasticidade fenotípica (SULTAN, 2003; VALLADARES et al., 

2006) e refere-se à amplitude de respostas possíveis dentro de um mesmo 

genótipo (CHAMBEL et al., 2005). 

Segundo Maciel et al., (2003) as classificações ecológicas adotadas pelos 

diversos autores representam uma grande simplificação diante da plasticidade 

fenotípica das espécies tropicais em função de alterações no ambiente e, 

portanto, não devem ser adotadas como padrão. Diante dessas dificuldades de 

organização dos grupos ecológicos, estudos do comportamento das arbóreas 

na dinâmica florestal são extremamente importantes na manutenção da riqueza 

vegetal e na promoção de manejos florestais sustentáveis (MACIEL et al., 

2003).  

De acordo com Ribeiro et al. (2004), a distinção mais concisa entre as classes 

sucessionais deve levar em consideração aspectos ecofisiológicos, como, por 

exemplo, o crescimento do vegetal.  
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1. 1 - A luminosidade e o crescimento dos vegetais 

Muitas características de crescimento e desenvolvimento vegetal são 

influenciadas durante a exposição da planta à maior intensidade de irradiância 

(CANNELL et al., 1987; GONÇALVES et al., 2007). O crescimento está 

diretamente relacionado ao incremento de massa seca e, dessa forma, 

condicionado à fotossíntese (LARCHER, 2006). Segundo Poorter (2001), a luz 

é provavelmente o fator que mais afeta a produção de biomassa nas florestas 

tropicais e diversos trabalhos demonstram a influência de diferentes condições 

de luminosidade nos parâmetros de crescimento de arbóreas de clima tropical.  

Poorter (2001), em estudo com espécies arbóreas tropicais, pioneiras e 

secundárias, verificou que o crescimento em altura é positivamente relacionado 

ao ambiente luminoso e à área foliar. Souza e Válio (2003), em um 

experimento com quinze espécies arbóreas da Mata Atlântica em diferentes 

estágios sucessionais, observaram tendência das espécies de estádios iniciais 

de sucessão apresentarem maiores taxas de crescimento do que as espécies 

tardias, independentemente do ambiente ser mais ou menos iluminado. As 

características apresentadas pelas espécies tardias podem estar associadas 

com tolerância à sombra, permitindo sua manutenção sob dosséis fechados 

por maiores períodos de tempo. Resultados semelhantes foram verificados 

para outras espécies arbóreas tropicais do México (POPMA e BONGERS, 

1988).  

Ajustes anatômicos, também, variam de acordo com o nível de plasticidade do 

indivíduo em relação ao gradiente de radiação solar (GIVINISH, 1988; RÔÇAS 

et al., 1997; KELLY et al., 2009). Adaptações nas folhas de plantas sob alta 

irradiância são comumente visualizados como menor área foliar e maior 

densidade estomática (BOEGER et al., 2009; MATOS et al., 2009). Essas 

variações otimizam a sobrevivência dos vegetais por resultarem em melhor uso 

da radiação disponível tanto em ambientes sombreados quanto em pleno sol 

(ALVARENGA et al., 2003; CARVALHO et al., 2006).  

Os ajustes anatômicos observados nas folhas expostas a alta irradiância 

podem ocorrer no sentido de minimizar os efeitos da fotoinibição que 
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possivelmente pode causar danos às folhas pré-existentes (YAMASHITA et al., 

2000). As células epidérmicas, bem como seu revestimento hidrofóbico e a 

cutícula, aumentam em espessura, e consequentemente, dificultam a perda de 

água e o aumento da temperatura foliar (ASHTON e BERLYN, 1992; FERMINO 

JUNIOR et al., 2004; ROSSATO e KOLB, 2010; SABBI et al., 2010; CHAZDON 

e KAUFMANN, 1993; DICKISON, 2000; CASTRO et al., 2009). 

Já nas folhas expostas a baixas intensidades de radiação solar, pode ocorrer 

aumento significativo de células coletoras de luz, como o parênquima 

esponjoso. E, também, aumento na síntese de pigmentos fotossintéticos 

acessórios, como a clorofila b e os carotenóides, intensificando a capacidade 

de absorção de luz no ambiente sombreado (TAIZ e ZEIGER, 2008).  

1. 2 - A luminosidade e o metabolismo primário dos vegetais 

Os teores de clorofila foliar e carotenóides, assim como a proporção entre as 

clorofilas a e b, podem variar significativamente, em função da intensidade da 

irradiância. (CARVALHO et al., 2006; BOEGER et al., 2009). Isso porque, 

enquanto as moléculas de clorofila controlam as taxas fotossintéticas através 

da absorção de energia luminosa, os carotenóides são capazes de dissipar o 

excesso de energia (BOARDMAN, 1977; DEMMIG-ADAMS et al., 1996).  

Assim, plantas de sol ou de sombra apresentam alterações na coloração de 

suas folhas, como resultado de mudanças na composição dos pigmentos 

cloroplastídicos que as permitam expressarem sua capacidade fotossintética 

(MARENCO e LOPES, 2009). 

A razão entre as clorofilas a e b é amplamente utilizada na avaliação da 

quantidade de energia luminosa absorvida pelos complexos coletores de luz 

(BAOLI et al., 2005) e, segundo Lichtenthaler et al. (1981) é um indicador de 

adaptação a diferentes condições de disponibilidade luminosa. Essa razão é 

normalmente superior em folhas expostas à elevada irradiância, conforme 

descrito por Lichtenthaler et al. (2007). Respostas semelhantes foram 

verificadas em outros trabalhos com espécies arbóreas tropicais (MENGARDA 

et al., 2009; SOARES, 2012; PORTELA, 2012). 
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Como os pigmentos cloroplastídicos são os responsáveis em intermediar a 

captação de luz externa e utilizá-la como principal fonte de energia nas reações 

fotoquímicas primárias da fotossíntese, as diferentes condições de 

luminosidade podem manifestar alterações desses compostos, e 

consequentemente, alterar o aproveitamento na captação de luz (TAIZ e 

ZEIGER, 2008).  

No processo fotossintético, a luz absorvida pode ser transferida para os 

fotossistemas ou, se houver excesso de energia, esta pode ser dissipada na 

forma de calor ou fluorescência (KRAUSE e WINTER, 1996; YOUNG e 

FRANK, 1996). Portanto, uma das formas de monitoramento da inibição ou 

redução na transferência de elétrons entre os fotossistemas é a fluorescência 

da clorofila a (MAXWELL e JOHNSON, 2000). Essa técnica tem permitido uma 

avaliação muito apurada do estado funcional do aparelho fotossintético, por ser 

capaz de detectar alterações estruturais e funcionais do complexo proteína-

pigmento do fotossistema II (FSII) (MAXWELL e JOHNSON, 2000; HOUTER e 

PONS, 2005). 

De acordo com Sielewiesiuk (2002), o sombreamento induz fotodano ao 

Fotossistema II por interferir no complexo de quebra oxidativa da molécula da 

água na fase fotoquímica, formando compostos intermediários incapazes de 

serem oxidados pela baixa intensidade de luz. De acordo com este mesmo 

autor, esta baixa condição de luz reduzo número de centros de reação ativos 

do Fotossistema II para minimizar esse efeito desfavorável, provocando 

reduções drásticas na eficiência fotoquímica, e consequentemente, elevada 

fluorescência. 

Já em ambientes caracterizados pela alta irradiância, a fotossíntese pode ser 

comprometida por meio do processo de fotoinibição, que envolve danos aos 

centros de reação, especialmente ao FSII, elevando os níveis de dissipação de 

energia em forma de fluorescência. A fotossíntese pode ser inibida, também, 

pela foto-oxidação, processo que envolve diretamente a degradação dos 

pigmentos cloroplastídicos, e consequentemente, morte do tecido foliar 

(DAMATTA e RENA, 2001).  
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Possivelmente, o aumento da fluorescência nas plantas é acompanhado de 

diminuições nas taxas de fotossíntese líquida (assimilação do CO2), indicando 

baixos teores de compostos redutores formados na fase bioquímica como o 

ATP e o NADPH (BACARIN e MOSQUIN, 1998). Essas variações do aparato 

fotossintético podem ser verificadas através de análises das trocas gasosas 

que possibilitam mensurar a fotossíntese líquida, a transpiração foliar e a 

condutância estomática (LAMBERS, CHAPIN e PONS, 1997). As relações 

fonte: dreno que consiste na produção dos fotoassimilados e a exportação para 

as demais partes do corpo vegetal, não são estáticas e podem sofrer 

alterações em decorrência da irradiância. Essas modificações permitem a 

manutenção da eficiência fotossintética e, assim, a manutenção dos valores de 

assimilação de carbono (ROITSCH et al., 2003).  

Os fatores que limitam a fotossíntese variam de acordo intensidade da 

irradiância. Plantas que se desenvolvem em ambiente sombreado investem 

mais em complexos coletores de luz enquanto plantas desenvolvidas em pleno 

sol, em proteínas do ciclo de Calvin e do transporte de elétrons. Dessa forma, 

variações na irradiância provocam alterações na fotossíntese líquida (A) em 

razão das diferenças na velocidade máxima de carboxilação da Rubisco (Vc-

máx.) (CUZZUOL e MILANEZ, 2012), parâmetro este que pode ser avaliado pela 

eficiência de carboxilação da rubisco (A/Ci) como descrito por Machado et al. 

(2005). Os resultados obtidos com espécies tropicais e de sombra mostram 

capacidade limitada em aumentar a A em ambientes sob alta irradiância devido 

à incapacidade de elevar a Vc-máx (CUZZUOL e MILANEZ, 2012).  

Os carboidratos, que são produtos da fotossíntese, têm as suas concentrações 

reguladas pelas taxas fotossintéticas (MARENCO et al., 2001) e/ou pelas 

condições ambientais (MARTINAZZO et al., 2007; CUZZUOL e CLIPEL, 2009). 

Esses compostos que podem ser utilizados com fins de reserva e de geração 

de energia, participam intensamente do metabolismo celular (FARRAR et al., 

2000; SOUZA et al., 2005). Têm sido relacionados, também, com as 

características ambientais em que as plantas se estabeleceram ou com 

determinado tipo de estresse em pelo menos uma fase do desenvolvimento 

vegetal (CUZZUOL, 2003). 
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Reyes et al. (1996) verificaram em Chrysalidocarpus lutescens (Palmae) 

decréscimo na concentração de açúcares solúveis nas folhas, caules e raízes 

após 3 meses de submissão ao sombreamento intenso. Casagrande Junior et 

al. (1999) observaram que em caules de araçazeiro (Psidium cattleyanum 

Sabine) a concentração de carboidratos solúveis totais diminui com o aumento 

do  sombreamento. Frank et al., (2001) testaram a habilidade de um híbrido de 

nogueira (Juglans nigra x regia) com folhas aclimatadas na sombra e que foram 

expostas ao pleno sol e vice-versa e verificaram incremento no teor de 

carboidratos solúveis nas plantas expostas ao pleno sol e decréscimo nas 

plantas submetidas à sombra. Souza, De Paula e Figueiredo-Ribeiro (2004), 

em um estudo com a gramínea tropical Rhynchelytrum repens, verificaram 

aumento na concentração de carboidratos solúveis em plantas submetidas à 

plena irradiância, em relação ao sombreamento. 

Açúcares solúveis como a frutose, a sacarose e a glicose podem atuar como 

sinalizadores de estresse e ação antioxidante contra radicais livres (PRICE et 

al., 2004; NISHIKAWA et al., 2005; COUÉE et al., 2006). A sacarose é o 

carboidrato de maior mobilidade na planta, por ser menos susceptível à ação 

enzimática devido às suas propriedades físicas (LAMBERS et al., 2008). Sendo 

assim, torna-se indutor de sinal mais efetivo em relação à glicose e frutose 

(KOZLOWSKI, 1991; SMEEKENS, 2000).  

Mengarda et al. (2009), trabalhando com plantas jovens de pau-brasil 

observaram que a transferência das plantas em ambiente sombreado para o 

pleno sol aumentou significativamente a concentração de carboidratos solúveis, 

em especial da sacarose, entre 7 e 60 dias de exposição ao pleno sol. Estes 

autores concluíram que tais resultados demonstram que a radiação solar direta 

configurou-se como um estresse para o pau-brasil, principalmente no período 

inicial de exposição. 

Nishikawa et al. (2005), estudando Brassica oleracea L. var. italica (brócolis), 

demonstraram que os níveis de sacarose podem regular a expressão de genes 

relacionados ao metabolismo do ácido ascórbico, que tem importante papel nos 

processos de defesa antioxidante. Portanto, a análise dos carboidratos solúveis 

e suas relações com o estresse oxidativo poderiam fornecer informações para 
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a melhor compreensão dos mecanismos de tolerância de arbóreas tropicais ao 

estresse luminoso (CUZZUOL e MILANEZ, 2012). 

1. 3 - A luminosidade e o estresse oxidativo  

A irradiância influencia, não apenas o processo fotossintético, como também o 

respiratório. Um dos produtos dessas vias metabólicas são as espécies 

reativas de oxigênio (ERO‟s) que são formas reduzidas do oxigênio molecular 

capazes de promover danos celulares oxidativos como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o oxigênio singleto (1O2), o radical hidroxila (OH-) e o ânion 

superóxido (O2
-) (APEL e HIRT, 2004). Sob condições adequadas de 

desenvolvimento, a produção destas moléculas é baixa e elas são 

continuamente removidas do espaço celular (HIDEG et al., 2002; MITTLER, 

2002).  

Perturbações fotoquímicas e respiratórias nas plantas geram, inevitavelmente, 

espécies reativas de oxigênio (ERO‟s) nas mitocôndrias, nos cloroplastos e nos 

peroxissomos (APEL e HIRT, 2004). Uma vez que essas ERO‟s são 

produzidas normalmente pelo metabolismo celular, essas moléculas são 

eliminadas por componentes de defesa oxidativa enzimáticos e não 

enzimáticos para proteger as células dos efeitos tóxicos (ALLEN, 1995; 

ALSCHER et al, 2002). Os mecanismos não enzimáticos de baixo peso 

molecular envolvem compostos antioxidantes tais como ácido ascórbico, 

glutationa, tocoferóis e outros, enquanto os mecanismos antioxidantes 

enzimáticos envolvem a atividade de superóxido dismutase (SOD), peroxidases 

(POD), peroxidase do ascorbato (APX), catalases (CAT) e outras enzimas 

(NOCTOR e FOYER, 1998; ASADA, 1999). A SOD catalisa a dismutação do 

radical superóxido (O2
.-), produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2) (RANK, 

1997), o qual pode ser eliminado pelas POD (MELONI et al., 2003).  

O estudo de antioxidantes vem sendo utilizado para identificar possíveis 

estresses em plantas submetidas a condições adversas como o excesso ou 

baixa radiação solar (INZÉ e MONTAGU, 1995; KNIGHT e KNIGHT, 2001; 

APEL e HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2005).  
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Burrit e Mackenzie (2003) demonstraram que plantas de Begonia X 

erythrophylla aclimatadas na sombra e que expostas a um incremento 

repentino da irradiância, apresentaram redução na atividade da CAT. Porém, 

com o passar dos dias, foi observado aumento na atividade da enzima até 

ultrapassar os valores das plantas mantidas em sombreamento. A atividade da 

APX, entretanto, se manteve superior nas plantas submetidas à alta irradiância 

durante todo o experimento.  

Guidi et al., (2008) verificaram maior atividade da CAT em folhas de Ligustrum 

vulgare em pleno sol em relação àquelas mantidas em sombreamento. 

Verhoevem et al. (2005), estudando Taxus x media cv. Tauntonii não 

encontraram diferenças significativas para a atividade da APX em folhas 

submetidas a diferentes condições de irradiância. Para esses autores, a 

enzima APX pode não ter um papel importante na fotoproteção da espécie sob 

intensa irradiância.  

Favaretto et al. (2011), investigando as repostas de enzimas antioxidantes em 

espécies arbóreas da floresta tropical, verificaram decréscimo da atividade da 

CAT em condições de maior irradiância. Os autores relacionam a diminuição da 

atividade da CAT a maior sensibilidade dessa enzima à alta irradiância 

(fotoinativação). Por outro lado, esses autores não verificaram variação da 

atividade da APX em relação às alterações da irradiância.  

Outros compostos do metabolismo secundário como os fenóis podem 

aumentar, significamente, em resposta a condição desfavorável de 

luminosidade. Essas substâncias, geralmente tem ação sinérgica com os 

compostos antioxidantes, quando a condição do estresse é suficiente para 

restringir a síntese do metabolismo primário. Dessa forma, substâncias 

fenólicas e flavonóides tendem a se acumular visando a defesa das plantas em 

condições ambientais estressantes (KARAGEORGOU et al., 2002). 

Tendo em vista a importância dessas variáveis ecofisiológicas abordadas 

nessa revisão em relação à classificação funcional, trabalhos com nativas têm 

sido realizados para investigar os mecanismos fisiológicos de arbóreas 

tropicais quando expostas às condições luminosas contrastantes com 
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aplicação em programas de recuperação vegetal de áreas degradadas 

(ALMEIDA et al., 2005; MENGARDA et al., 2009; LIMA et al., 2010). Dentre as 

espécies tropicais empregadas em projetos de manejo florestal sustentável, o 

pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) se apresenta como uma das arbóreas 

de grande interesse em pesquisas de sucessão florestal. 

1. 4 - O Pau-Brasil e a luminosidade 

Esta espécie foi descrita por Lamarck em 1789 (apud SOUZA, 1973). Pertence 

à família Fabaceae (Caesalpinioideae). Souza (1973) descreveu que as 

árvores de pau-brasil possuem troncos quase retos, ásperos, com galhos 

sinuosos; folhas verdes, luzentes e compostas. Podendo alcançar 20 metros de 

altura, com circunferência superior a 1,5 metro; as flores são amarelas 

provindas de uma mancha púrpura no meio, discretamente perfumadas e de 

agradável aspecto. Os frutos são do tipo vagem com muitos acúleos, o que 

originou o epíteto específico echinus por ser parecido a um ouriço. 

De acordo com Lewis (1998), Caesalpinia echinata não apresenta táxons 

infraespecíficos, embora muitas populações mostrem diferenças marcantes no 

tamanho e na forma dos foliólulos, na cor da madeira e no hábito. Três 

diferentes morfotipos de C. echinata estão sendo estudados por especialistas 

brasileiros (LIMA et al., 2002; JUCHUM et al. 2008) e no futuro, talvez a 

espécie possa ser subdividida em subespécies ou variedades. O primeiro 

morfotipo, o mais comum, apresenta comparativamente os menores foliólulos 

(Figura 1) e o cerne de coloração alaranjada, sendo encontrado em muitas 

localidades ao longo da costa brasileira. O segundo difere pouco do primeiro, 

apresentando, contudo, foliólulos um pouco maiores (Figura 1) e cerne com 

coloração laranja avermelhado. Deste morfotipo são conhecidos apenas 

representantes ocorrendo nos Estados do Rio de Janeiro, Espírito Santo e 

interior sul da Bahia. O terceiro morfotipo apresenta foliólulos muito grandes 

(Figura 1) e cerne vermelho escuro, sendo encontrados naturalmente, até o 

momento, apenas em uma localidade na Bahia – Vale do Rio Pardo (JUCHUM 

et al, 2008). 
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Figura 1 -  Variantes da espécie Caesalpinia echinata Lam. A – Variante com foliólulos 
pequenos. B – Variante com foliólulos médios. C – Variante com foliólulos grandes. D – 
Comparação entre as três variantes. Figura de Juchum (2007). 

As informações quanto ao comportamento ecofisiológico do pau-brasil são 

bastante contraditórias. Para Budowski (1965), C. echinata Lam. é uma espécie 

semi-heliófila, classificada como clímax, enquanto Lima (1992), Lorenzi (2002) 

e Baroni (2005) a classificam como heliófila. Rocha (2004) concluiu que a 

espécie tem grande capacidade de adaptação em áreas abertas e de clima 

seco.  

Carvalho (1994) sugere que esta espécie possa ser um exemplo de arbórea 

que necessite de um sombreamento moderado na fase juvenil, e que seu 

desenvolvimento é completado quando ocorre a formação de clareiras. Aguiar 

et al. (2005) constaram que a espécie se desenvolve melhor com a redução 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, ao 

menos quando jovem, apresenta grande plasticidade de resposta à intensidade 

da irradiância (ZAIDAN et al., 2008).  

Procurando avaliar o efeito da intensidade da irradiância no crescimento de C. 

echinata do tipo folha pequena, Mengarda et al. (2009) concluíram que o 

melhor desenvolvimento ocorreu em sombreamento intermediário. No entanto, 

embora as plantas transferidas em pleno sol tenham apresentado abscisão 

foliar na primeira semana, as plantas conseguiram restituir as folhas perdidas e 

retomou o crescimento apresentando altura, número de folhas e massa seca 

caulinar equivalentes aos das plantas cultivadas em sombreamento 

intermediário (50% de sombreamento). Em sombreamento intenso, o 

crescimento não foi satisfatório apresentando menores valores de massa seca 
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caulinar, foliar e total em relação às plantas em pleno sol indicando que C. 

echinata não seja uma espécie clímax como considerada por Budowski (1965), 

mas sim intermediária inicial (MENGARDA et al. 2009).  

Porém, novos resultados de Mengarda et al., (2012) mostraram que o pau-

brasil de folha pequena quando transferido da sombra para pleno sol 

apresentaram queda de folhas na primeira semana. As novas folhas emitidas 

apresentaram características diferentes das que caíram anteriormente, 

mostrando tolerância ao sol e sem sintomas de fotoinibição fotossintética. 

Porém, o melhor crescimento ocorreu na sombra o que levou Mengarda et al. 

(2012) a sugerirem que o pau Brasil seja uma espécie secundária tardia. 

Mesmo com esses resultados em condições controladas, produtores de pau-

brasil no Espírito Santo informaram que melhor crescimento ocorreu em pleno 

sol em comparação com o plantio no interior de uma floresta. No distrito de 

Domingos Martins, ES (20°21‟49” latitude (S) e 40°39'33" longitude) árvores 

com 8 anos de idade cultivadas em um terreno em declive recebendo luz solar 

direta, apresentaram 6,60 m em altura enquanto outro lote com a mesma idade 

e cultivado no interior de um bosque na mesma localidade não ultrapassava 

1,50 m (MENGARDA, 2010).  

Em um terreno plano da Reserva Natural da Vale localizada no município de 

Sooretama, ES (Paralelos 19° 06 - 19° 18 de latitude sul e - entre os 

meridianos 39° 45 - 40 19 de longitude W Gr.), foi observado melhor 

crescimento de plantas de pau-brasil em pleno sol em relação à população 

plantada no interior de uma floresta dominada pelo Jequitibá-rosa (Cariniana 

legalis Mart. Kuntze). Nesse aspecto, as plantas em pleno sol apresentaram 

em média altura de 140 cm enquanto as cultivadas em sombreamento natural, 

45 cm.  

Em experimentos com condições controladas na Universidade Federal do 

Espírito Santo, foram analisadas as três variantes morfológicas foliares de C. 

echinata em pleno sol, onde apenas a variante pequena foi observada abscisão 

das folhas, confirmando os resultados de Mengarda et al. (2009). As variantes 

média e grande, demonstraram tolerantes a condição de intensa irradiação, 
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sem abscisões foliares e maior crescimento em relação àquelas mantidas 

em80% de sombreamento (dados não publicados - Comunicação oral por 

Inayá Paradizo). 

Esses diferentes resultados encontrados quanto ao comportamento do pau-

brasil à luminosidade, podem ser explicados possivelmente pela variação 

morfológica desta espécie, encontrada de diferentes formas ao longo da escala 

continental brasileira. 

Juchum et al. (2008), concluíram que existe diferenças genéticas entre as três 

variantes foliares e é necessário uma reconstrução taxonômica da espécie C. 

echinata em dois grupos: separando as encontradas na Bahia com morfotipo 

foliar grande em um táxon diferente dos outros dois morfotipos (folha média e 

folha pequena). Essa separação foi sugerida pela distância filogenética entre o 

morfotipo foliar grande e os outros dois tipos foliares. 

Possivelmente, essas diferenças a nível de DNA encontradas por Juchum et al. 

(2008), entre esses morfotipos de C. echinata, possa manifestar diferentes 

aptidões fisiológicas desses vegetais no ambiente. Até por que, não existem 

publicações até o momento a respeito do comportamento fisiológico das 

variantes média e grande. 

Devido aos escassos e contraditórios resultados publicados sobre esta espécie 

e as suas diferentes formas foliares encontradas, torna-se complexo uma 

classificação definitiva de C. echinata quanto ao seu grupo funcional e 

preferências ecológicas pela intensidade de irradiância de suas variantes 

foliares. O estudo do efeito da luminosidade no crescimento de C. echinata é 

de fundamental interesse tendo em vista a sua variação morfológica e 

importância na integração da Mata Atlântica. É necessário um estudo 

comparativo e aplicado em condições de campo para caracterizar as respostas 

ecofisiológicas desta espécie a luminosidade, fornecendo subsídios ao seu 

reflorestamento (ROCHA e SIMABUKURO, 2008). 
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1. 5 -  Objetivo Geral  

Considerando que o morfotipo folha pequena de C. echinata apresentou melhor 

crescimento em sombreamento intermediário como demonstrado pelos 

trabalhos de Mengarda et al. (2010 e 2012) e que o morfotipo folha média 

apresentou melhor crescimento em pleno sol em um fragmento de Mata 

Atlântica de tabuleiro na Reserva Natural da Vale em Sooretama, ES, foi 

realizado o presente trabalho tendo como objetivo central caracterizar alguns 

aspectos morfológicos, bioquímicos e fisiológicos do morfotipo folha média de 

C. echinata em condições de irradiância contrastante. As análises permitirão 

concluir qual ou quais dessas características contribuíram para o melhor 

desempenho do morfotipo folha média em pleno sol.   

1. 6 - Objetivos Específicos  

1) Analisar aspectos biométricos relacionados ao crescimento como altura, 

diâmetro do caule, área foliar unitária, bem como  o teor de água na folha das 

populações em pleno sol e em sombreamento natural. 

2) Analisar as características foliares anatômicas como espessura da folha, 

espessura dos tecidos epidérmicos, densidade estomática, espessura dos 

parênquimas e espessura da cutícula das populações em pleno sol e em 

sombreamento natural. 

3) Determinar os teores de pigmentos cloroplastídicos (clorofila a, b e 

carotenóides) em pleno sol e sombreamento natural. 

4) Analisar a eficiência fotoquímica e bioquímica da fotossíntese, através das 

medidas da fluorescência da clorofila e trocas gasosas nas duas condições de 

irradiância contrastante.  

5) Determinar o teor de carboidratos solúveis foliares das plantas em pleno sol 

e em  sombreamento natural. 
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6) Determinar a atividade de enzimas antioxidantes (peroxidase e superóxido 

dismutase), bem como a capacidade antioxidante total (método ABTS) em nas 

duas condições de irradiância citadas. 

7) Determinar as concentrações de compostos fenólicos totais nas populações 

em pleno sol e em sombreamento natural. 
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS 

2. 1 - Área de Estudo 

Este trabalho foi conduzido em um fragmento da Mata Atlântica no tabuleiro da 

Reserva Natural Vale situada no município de Sooretama-ES, Brasil (paralelos 

19° 06 - 19° 18 de latitude sul e - entre os meridianos 39° 45 - 40 19 de 

longitude W Gr.).  

O plantio das mudas foi realizado em março de 2010 sem aplicação de 

fertilização. As análises morfológicas, fisiológicas e bioquímicas foram 

realizadas em fevereiro de 2012 quando as plantas apresentavam 23 meses de 

idade. O período amostral foi marcado por um verão bastante seco, com a 

precipitação e a temperatura média de 10,4 mm e 24ºC, respectivamente 

(INMET, 2012). As análises foram realizadas no terceiro ao quarto nó de folhas 

completamente expandidas numa área de plantio de C. echinata em pleno sol 

(radiação fotossinteticamente ativa = RFA = 999,93 Mmol m-2s-1) e outra no 

interior de um bosque onde a irradiância natural não ultrapassava 20% da 

irradiância em pleno sol (RFA = 191,97 Mmol m-2s-1).  

Foliólulos de 10 plantas por tratamento foram coletados, congelados em 

nitrogênio liquido e transportados para o Laboratório de Fisiologia Vegetal da 

UFES onde foram transferidos para ultrafreezer (- 80ºC) para posterior análises 

de pigmentos, carboidratos, enzimas, fenóis e área foliar unitária. 

2. 2 -  Crescimento 

Para as análises de crescimento foram realizadas medidas de altura e diâmetro 

do caule de 10 plantas utilizando-se fita métrica e paquímetro digital, 

respectivamente. A área foliar foi realizada no laboratório com um medidor de 

área foliar (Area Meter, LI-COR 3100, Nebraska, USA). Com esses dados, 

foram calculados a massa foliar específica (MFE=MFF/AF) segundo Hunt 

(1982) e o teor de água ou suculência (Teor H2O = MFF-MSF/AF), de acordo 

com Parida, Dias e Mittra (2004), sendo MFF = massa fresca do foliólulo; AF = 

área do foliólulo e MSF = massa seca do foliólulo. 
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2. 3 - Anatomia Foliar  

Folhas do quarto nó foram coletadas e fixadas em FAA 70 (formaldeído, ácido 

acético e etanol 70% (v/v) durante 48 horas (JOHANSEN, 1940) e 

armazenadas em álcool 70% (v/v). Amostras do terço mediano do limbo, nas 

regiões internevural e da nervura central das folhas, foram cortadas à mão 

livre, utilizando-se micrótomo de mesa com lâminas de aço.  

Os cortes foram corados com safrablau e as lâminas histológicas montadas 

com gelatina glicerinada (BUKATSCH, 1972, modificado). Para a quantificação 

estomática fez-se a impressão da epiderme foliar abaxial em lâmina de vidro, 

com éster de cianocrilato (Super Bonder®).  

As medições foram realizadas com auxílio do software analisador de imagens 

TSview. Os valores médios foram obtidos a partir de 20 medições para cada 

característica. Foram utilizados 6 indivíduos de cada população. Os dados 

foram submetidos à análise de variância e teste Tukey (p<0,05). 

 As observações e a documentação fotográfica foram realizadas em 

fotomicroscópio (Nikon, Eclipse E200, Tókio, Japão).  

2. 4 -  Pigmentos Fotossintéticos 

O teor de clorofila total, clorofila a, clorofila b, carotenóides e as razões clorofila 

a/b e clorofila/carotenóides foram determinados utilizando-se 4 discos (0,45 cm 

de diâmetro) de foliólulos de folhas do terceiro ao quarto nó completamente 

expandidas. Os discos foram armazenados em tubos protegidos da luz 

(envoltos por papel alumínio) com 7 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), em 

temperatura ambiente por dois dias. As leituras da densidade ótica foram feitas 

em espectrofotômetro a 470, 663 e 645 nm. As determinações das 

concentrações foram realizadas usando as equações de Lichtenthaler (1987): 

Clorofila a = (12,7.A663 - 2,69.A645 / 1000MS).V (mg.g-1 MS); 

Clorofila b = (22,9.A645 - 4,68.A663 / 1000MS).V (mg.g-1 MS); 

Clorofila Total = (20,2.A663 - 2,69.A645 / 1000MS).V (mg.g-1 MS)  

Carotenóides = (1000.A470)-(1,82.Clor.a)-(85,02.Clor.b)/(198).V (mg.g-1 MS). 
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Onde: 

A470 = absorbância a 470 nm; A663 = absorbância a 663 nm; A645 = 

absorbância a 645 nm; V = volume da amostra (mL); MF = massa fresca da 

amostra (g). Foram utilizados 6 indivíduos de cada população. 

2. 5 -  Cinética de Emissão da Fluorescência Transiente ou Polifásica 

(OJIP) 

A cinética de emissão da fluorescência foi mensurada entre 8:00 e 9:30, nos 

mesmos foliólulos coletados para a extração de pigmentos, após  aclimatização 

no escuro por 30 minutos com o uso de clipes foliares, período suficiente para 

a oxidação completa do sistema fotossintético. Em seguida, foi induzido um 

feixe de luz saturante de 3.000 mmol m-2 s-1 em uma área de 4 mm de diâmetro 

do foliólulo. Os resultados foram tabulados com o software Biolyzer 

(Laboratório de Bioenergética, Universidade de Genebra, Suíça) para uma 

planilha eletrônica, onde se pode derivar uma série de parâmetros biofísicos 

adicionais que quantificam o comportamento do fotossistema II (FSII) e 

fotossistema I (FSI).  

As curvas da fluorescência transiente OJIP foram normalizadas a partir da 

variável relativa entre os pontos O e P [Vt = (Ft - F0)/(FM - F0)]. Obtida a 

fluorescência variável (Vt), calculou-se a diferença cinética entre os tratamentos 

(ΔV  = V sombra – V sol) de acordo com Yusuf et al. (2010).  

Dentre os parâmetros do teste OJIP (STRASSER e STRASSER, 1995) foram 

selecionados:  

1) o índice RC/ABS que representa a quantidade de centros de reação ativos 

(RC‟s) por energia absorvida;  

2) os rendimentos quântico das reações fotoquímicas nos diferentes momentos 

em que a energia de excitação é transportada pelos fotossistemas I e II (FSI e 

FSII): a absorção até a redução do aceptor primário de elétrons do FSII (QA) 

(TR0/ABS = FV/FM); o transporte de elétrons de QA
- até o „pool‟ de 
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plastoquinona (PQ) [ET0/ABS = 1–FJ/FM]; e a redução dos aceptores finais do 

FSI [RE0/ABS = 1–FI/FM].  

Os grupos encontram-se destacados uns dos outros pelo fundo sombreado e a 

sequência de parâmetros referente à cascata de energia está indicada pelas 

setas (de ABS a RE0);  

3) as eficiências/probabilidades dos movimentos dos elétrons através do  

transportadores da cadeia de transporte de elétrons: de QA
- para PQ (ET0/TR0); 

de PQ reduzido para os aceptores finais do FSI (RE0/ET0); e a eficiência na 

captura de elétrons de PQ reduzido para os aceptores finais do FSI. 

4) os índices de performance fotossintética: a partir da excitação até a redução 

dos aceptores de elétrons do intersistema (PIABS); a partir da excitação para a 

redução dos aceptores finais do FSI (PITOTAL).  

5) o fluxo específico de dissipação da energia ao nível das clorofilas da antena, 

DI0/RC, que representa a razão da dissipação total de energia de excitação não 

capturada nos RC‟s pelo número de RC‟s ativos.  

Para as análises de fluorescência, foram utilizados 20 indivíduos de cada 

população. 

2. 6 - Trocas Gasosas 

As análises de trocas gasosas foram realizadas, juntamente com as análises 

de fluorescência, em sistema fechado com analisador de gases infravermelho 

portátil (IRGA) modelo LI-6200 (LI-COR, Inc.), utilizando concentração 

atmosférica de CO2 de aproximadamente 380 ppm e temperatura 

ambiente/folha. Durante as análises foi utilizada fonte de luz natural, 

quantificada nos dois locais de coleta em RFA (µmol m-2 s-1). Foi avaliado a 

assimilação fotossintética de carbono (A), condutância estomática (gs), 

transpiração (E) e carbono interno foliar (Ci). Foram, também, calculadas a 

eficiência do uso da água (A/E), eficiência intrínseca do uso da água (A/gs) e a 

eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci) segundo Machado et al., (2005). 

Foram utilizados 20 indivíduos para cada população na amostragem. 
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2. 7 - Extração e Quantificação de Carboidratos Solúveis 

A extração dos açúcares solúveis seguiu o método de Carvalho et al. (1998), 

com algumas modificações, como se segue. Amostras de 1 grama de massa 

fresca de foliólulos de folhas do terceiro nó completamente expandidas foram 

fervidas em 10 mL de etanol 80%, durante 3 minutos, para inativação 

enzimática. Posteriormente, as amostras foram maceradas no gral com pistilo e 

submetidas à extração de carboidratos solúveis em banho maria, à 80ºC por 15 

minutos. O extrato obtido foi centrifugado a 4500 g por 15 minutos, separando 

o sobrenadante. Essa ultima operação foi repetida mais duas vezes.  

O homogeneizado foi transferido para um balão volumétrico conectado a um 

evaporador rotatório (QUIMIS®, Q344B1, Diadema, Brasil), com velocidade de 

rotação de 30 rpm e  temperatura de 40 ºC para concentração das amostras 

até completa secagem. Ao término do procedimento de secagem, acrescentou-

se água deionizada e o volume final foi acertado para 10 mL. 

A quantificação da glicose, frutose, sacarose e açúcares totais solúveis foi 

realizada através de reações calorimétricas. A determinação dos açúcares 

totais solúveis seguiu o método fenol-sulfúrico conforme Dubois et al. (1956). 

Para isso, utilizou-se uma alíquota de 50 µL do extrato diluído em uma 

proporção de 1:1, acrescentou-se 450 µL de água deionizada, 0,5 mL de fenol 

5% e 2,5 mL de ácido sulfúrico PA. Todas as soluções foram preparadas em 

triplicatas e as leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro 

(Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), a 490 nm. 

O teor de frutose livre e combinada foi estimado pela reação de antrona, 

modificada para cetoses (JERMYN, 1956). Para isso, utilizou-se uma alíquota 

de 50 µL do extrato, acrescentou-se 450 µL de água deionizada e 2,5 mL de 

solução de antrona 2%. Todas as soluções foram preparadas em duplicatas e 

encubadas em banho maria a 37ºC por 45 minutos. As leituras de absorbância 

foram realizadas em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, EUA), a 620 nm. 

Para a dosagem do teor de sacarose foi utilizado o método de antrona, porém, 

degradando-se os carboidratos redutores mediante a ação do hidróxido de 
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potássio, como descrito por Riazi et al. (1985). Para isso, utilizou-se uma 

alíquota de 50 µL do extrato diluído em uma proporção de 1:1, acrescentou-se 

200 µL de água deionizada, 100 µL de solução de KOH 5,4 N e 3,0 mL de 

solução de antrona 2%. Todas as soluções foram preparadas em duplicatas e 

fervidas por 10 minutos, após o acréscimo da solução de KOH e, 

posteriormente, fervidas por mais 5 minutos, após adição da solução de 

antrona. As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro 

(Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), a 620 nm. 

A quantificação de glicose foi determinada utilizando-se o método enzimático 

de Glicose Enzimática Líquida (Doles®, Goiânia, Goiás). Para isso, identificou-

se o tubo de ensaio branco, os tubos de ensaio das amostras e 3 tubos de 

ensaio padrão. Em todos eles adicionou-se 2 mL de reagente de cor (fornecido 

pelo kit), sendo que nos tubos das amostra acrescentou-se 20 µL de amostra e 

nos tubos padrão, 20 µL  de solução padrão (também fornecida pelo kit). Os 

tubos foram agitados e incubados em banho maria a 37ºC, por 5 minutos. As 

leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro (Genesys 10S 

UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), a 510 nm. Como a reação 

corada seguiu estritamente a lei de Beer, para a quantificação de glicose 

determinou-se o fator (F) (=100/média das absorbâncias padrão). O produto do 

fator (F) pelas absorbâncias das amostras correspondia a concentração de 

glicose em mg/dL. Os resultados foram, então, convertidos para mg.g-1 MS. 

Foram utilizados 6 indivíduos para cada população na amostragem. 

2. 8 - Determinação de Proteínas Totais 

O conteúdo proteico do extrato bruto foi determinado pelo método 

fotocolorimétrico de acordo com Bradford (1976), utilizando-se como padrão, 

soro albumina bovina (1 mg mL-1). Para o preparo de cada 100 mL de reagente 

de cor, 10 mg de Comassie Brilliant Blue G250 foram dissolvidos em 4,7 mM 

de etanol absoluto e, após dissolução completa, adicionou-se 10 mL de ácido 

fosfórico 85% (p/v), completando-se o volume para 100 mL com água 

deionizada. A solução obtida foi filtrada em papel de filtro, sendo acondicionada 

em frasco escuro.  
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A curva padrão foi obtida adicionando-se 5 mL do reagente de cor em seis 

tubos de ensaio, onde foram acrescentados 100 µL, 80 µL, 60 µL, 40 µL, 20 µL 

e 0 µL de água deionizada e 0 µL, 20 µL, 40 µL, 60 µL, 80 µL, 100 µL de 

solução de Bovine Serum Albumine (BSA), na concentração de 1mg/L, 

respectivamente. As amostras foram preparadas em duplicata e lidas em 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

EUA) a 595 nm, sendo que o tubo de ensaio contendo 5 mL de reagente de cor 

+ 100 µL + 0 µL de BSA foi utilizado como branco. Foram utilizados 6 

indivíduos para cada população. 

2. 9 - Extração e Quantificação de Enzimas Antioxidantes 

2. 9. 1 - Superóxido Dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) 

Foliólulos de folhas totalmente expandidas do terceiro ao quarto nó foram 

coletadas, levadas ao nitrogênio líquido e armazenadas em ultra freezer (- 80 

0C) até o momento da extração. Para obtenção do extrato enzimático, foram 

macerados 0,4 g de massa fresca com polivinilpolipirolidona (PVPP) 1% (p/v) 

que foi homogeneizado em 2 mL  tampão fosfato (50 mM, pH 7,5), EDTA-Na 1 

mM, NaCl 50 mM e ácido ascórbico 1 mM. O extrato foi centrifugado por 25 

minutos a 15000 g à 2 ºC. O sobrenadante foi separado em tubos falcon 

(BULBOVAS et al, 2005, adaptado) para posterior análises.  

Para a dosagem da atividade da superóxido dismutase, foi preparado um 

coquetel do meio de reação da enzima. A metionina e a riboflavina foram 

preparadas no escuro e mantidas em recipientes envolvidos em papel alumínio 

para evitar fotoxidação. O Nitro blue tetrazolium (NBT) foi o último reagente a 

ser preparado, na hora da reação, com os mesmos cuidados para evitar 

fotoxidação. O coquetel foi composto de 0,5 mL de EDTA-Na2 0,54 mM, 0,8 mL 

de tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 7,0), 0,5 mL de metionina 0,13 m M, 

0,5 mL de azul p-nitrotetrazólio (NBT) 0,44 mM e 0,2 mL de riboflavina 1 mM, e 

a solução resultante foi exposta a luz fluorescente (80 W) por 20 min. Extratos 

preparados seguindo o mesmo procedimento foram mantidos no escuro. A 

absorbância da solução foi medida em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-
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Vis) a 560 nm em ambos os tipos de extrato (iluminado e não iluminado) 

(BULBOVAS et al, 2005, adaptado; OSSWALD et al. 1992). 

A partir dos dados de absorbância obtidos, a atividade da enzima foi dada em 

unidades de SOD, ou seja, a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a 

fotorredução do NBT. O cálculo foi feito da seguinte maneira: 

SOD = (A/(a-b))-1 

Onde: 

A = média das absorbâncias dos tubos sem amostra (branco do claro) 

a = médias das absorbâncias dos tubos contendo as amostras 

b = média das absorbâncias dos tubos contendo amostras, mantidos no escuro 

(branco do escuro). 

Foram utilizados 6 indivíduos de cada população. 

2. 9. 2 - Atividade das Peroxidases (POD. EC. 1.11.1.7)  

Foram macerados 0,3 g de foliólulos de folhas totalmente expandidas do 

terceiro ao quarto nó, logo em seguida, homogeneizados com tampão fosfato 

(0,1 M, pH 7,0) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2% e o extrato centrifugado em 

15.000 g, 30 min e a 2 ºC. Após adição ao sobrenadante de 2 mL do tampão 

fosfato (0,1 M, pH 5,5), 0,3 mL de Guaiacol (1%) e 0,05 mL de peróxido de 

hidrogênio (0,3%), conforme descrito por Klumpp et al. (1989), realizou-se a 

leitura da absorbância em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis) a 485 nm. 

A absorbância do complexo H2O2-POD formado foi medido em dois tempos, 

dentro de uma faixa linear da curva de reação. O delta da absorbância (ΔE) foi 

dividido pelo tempo em que ambas as medidas foram registradas (aos 2,0 e 3,5 

min), indicando a atividade da POD durante a redução do peróxido de 

hidrogênio (BULBOVAS et al., 2005, adaptado). Foram utilizados 6 indivíduos 

para cada população na amostragem. 
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2. 10 - Compostos Fenólicos Totais 

As concentrações dos compostos fenólicos foram quantificadas utilizando o 

mesmo extrato alcoólico das análises dos carboidratos. Esta análise foi 

determinada usando uma equação de calibração obtida a partir da curva 

padrão de ácido gálico. Resumidamente, 0,02 mL de solução de extrato 

alcoólico foram misturadas com 0,2 mL de Folin-Ciocalteu. Após 5 minutos de 

reação, foram adicionados 3,23 mL de água destilada e 50 µL de carbonato de 

sódio e os conteúdos homogeneizados no vortex. Em seguida, a mistura foi 

deixada em repouso durante duas horas à temperatura ambiente de acordo 

com Hossain et al. (2011). As leituras foram feitas a 760 nm utilizando um 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis). Foram utilizados 6 indivíduos para 

cada população na amostragem. 

2. 11 - Capacidade Antioxidante Total (Método ABTS) 

As capacidades antioxidantes totais foram quantificadas utilizando o mesmo 

extrato alcoólico das análises dos carboidratos. Esta analise foi mensurada 

pelo método proposto por Lako et al. (2007). O radical catiônico ABTS·+ foi feito 

a partir da reação de 7 mM 2,20-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico) sal 

diamônio (ABTS) e 2,45 mM de persulfato de potássio. Em seguida, foi feita 

uma diluição com água destilada e o conteúdo transferido para um frasco de 

vidro âmbar a temperatura ambiente durante 24 horas. As leituras foram feitas 

com 10 mL de solução de ABTS e 5 µL de amostra alcoólica a 734 nm 

utilizando um espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis). Para o cálculo da 

capacidade antioxidante total, foi realizado a calibração pela curva padrão de 

equivalentes de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido carboxílico) 

de acordo com Lako et al. (2007). Foram utilizados 6 indivíduos para cada 

população na amostragem. 

2. 12 - Nutrientes Minerais 

Amostras de folhas do terceiro nó completamente expandidas foram lavadas 

em água destilada, desidratadas em temperatura de 40 oC e conduzidas ao 

Laboratório de Análises de Solos e de Plantas da Universidade Federal do 
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Espírito Santo (UFES) – Centro de Ciências Agrárias (CCA) – Departamento 

De Engenharia Florestal e Madeireira situado no município de Jerônimo 

Monteiro, ES para as análises de nutrientes da folha das duas populações 

analisadas. Foi feito, também, a análise de nutrientes do solo, neste mesmo 

laboratório. Os métodos utilizados para estas análises são 

pormenorizadamente descritos em EMBRAPA (1999).  

2. 13 - Análise Estatística  

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. As médias 

dos dados obtidos foram comparadas aplicando o teste de Tukey a nível de 5% 

de probabilidade pelo Programa Assistat 7.5 beta (2008), UAEG-CTRN-UFCG, 

Campina Grande – PB e a organização, normalização e tabulação dos dados, 

executados pelo programa Microsoft Office Excel (2007). 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Não foram encontradas diferenças significativas entre as duas populações 

quanto aos teores nutricionais foliares (Tabela 1) e do solo (Tabela 2). Esses 

resultados podem ser explicados pela proximidade local entre os dois 

tratamentos.  

Tabela 1 -   Concentração de nutrientes foliares de plantas jovens de pau-brasil (Caesalpinia 
echinata Lam.) em duas condições de luz diferente: pleno sol e sombreamento natural. 
As médias são referentes a 5 indivíduos por tratamento.  

 
*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

Tabela 2 -   Concentração de nutrientes do solo nos locais de pleno sol e sombreamento natural. 
As médias são referentes a 5 pontos de coleta ao longo de toda extensão em que as 
plantas foram analisadas. 

 
*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

3. 1 - Crescimento 

As plantas de C. echinata em pleno sol exibiram os maiores valores das 

medidas de crescimento em relação ao sombreamento natural. As plantas em 

pleno sol apresentaram altura média de 140 cm e 26 cm de diâmetro do caule 

enquanto as plantas da população cultivada em sombreamento natural 

apresentaram crescimento 1/3 menor com 45 cm de altura e 8 cm de diâmetro 

caulinar (Tabela 3). Estes resultados são amplamente relatados em literatura 

com espécies arbóreas (KAMALUDDIN e GRACE, 1993; SCALON et al., 2003; 

MARTINAZZO et al., 2007; LIMA et al., 2010). Resultados semelhantes 

também foram relatados por Portela (2012) trabalhando com jequitibá-branco; 

Soares (2012) analisando o ipê-amarelo; Souza e Válio (2003) com quinze 

espécies tropicais do Brasil, Craven, Gulamhussein e Berlyn (2010) utilizando 

Acacia koa e Kelly et al., (2009) com espécies arbóreas tropicais da Austrália. 
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Tabela 3 -  Altura, diâmetro do caule, teor de água foliar, área foliar unitária (AFU) e massa foliar 
específica (MFE) de plantas jovens de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) em duas 
condições de luz diferente: pleno sol e sombreamento natural. As médias são 
referentes a 10 indivíduos por tratamento. 

Tratamento
  

Altura Diâmetro caule Teor H2O AFU MFE 

  (cm) (mg H2O cm
2-1

) (cm
2
) (mg MF cm

2-1
) 

Sol 140 a  26,0 a  0,20 a  8,25 a 0,03 a 

Sombra  45 b   8,2 b  0,14 b 7,70 a  0,02 b 

*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

Os relatos sobre as preferências ecológicas de C. echinata em relação à 

luminosidade são controversos (MENGARDA et al, 2009; BUDOWSKI, 1965; 

CARVALHO, 1994; LORENZI, 2002). Por exemplo, árvores do foliólulo médio 

com 8 anos de idade cultivadas no distrito de Domingos Martins - ES 

(20°21‟49” latitude (S) e 40°39'33" longitude), em um terreno em declive 

recebendo luz solar direta, apresentaram 6,60 m em altura enquanto outro lote 

com a mesma idade e cultivado no interior de um bosque na mesma localidade 

não ultrapassaram a 1,50 m (MENGARDA et al., 2009). No trabalho de 

Mengarda et al., (2009), mudas de C. echinata do morfotipo foliólulo pequeno 

cultivadas em casa de vegetação e submetidas ao 80 % de sombreamento 

apresentaram  crescimento oposto ao encontrado neste trabalho e nas  plantas 

de pau-brasil da região de Domingos Martins. No trabalho de Mengarda et al. 

(2009) as plantas expostas ao pleno sol apresentaram profundas injúrias 

foliares e abscisões. Podemos afirmar, juntamente com dados de Mengarda et 

al. (2012), que a espécie C. echinata apresenta diferentes tolerâncias a 

irradiância solar dependendo da sua morfologia foliar. 

Souza e Válio (2003), em um experimento com plantas jovens de quinze 

espécies arbóreas tropicais observaram que o crescimento, em geral, foi menor 

em condições de sombreamento, com plantas apresentando menores valores 

de altura e massa seca total em relação às plantas submetidas ao sol pleno. 

Resultados semelhantes foram verificados para outras espécies arbóreas 

tropicais (POPMA e BONGERS, 1988) 

Segundo Maule et al. (1995), a radiação solar pode afetar a produção e 

partição de biomassa para os órgãos da planta e alterar a morfologia e 

composição destes. A modificação no padrão de alocação de biomassa 

acontece no sentido de minimizar os efeitos de um fator limitante e buscar o 
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“equilíbrio funcional”, por meio do incremento da captura do fator que limita o 

crescimento (POORTER et al., 2011). Poorter e Nagel (2000) demonstraram 

que a maior irradiância implica em maiores taxas fotossintéticas por unidade de 

área foliar. Com isso, em condições de radiação solar intensa, ocorre maior 

crescimento do vegetal (POORTER, 1999; TOLEDO-ACEVES e SWAINE, 

2008; FINI et al., 2010; KWAK et al., 2011).  

No presente estudo, as plantas em pleno sol desenvolveram maior massa foliar 

específica (MFE) e maior teor de água foliar (Tabela 3) indicando elevado grau 

de esclerofilia dessa população como parte de suas estratégias adaptativas 

(PORTELA, 2012; LIMA et al., 2008; MENGARDA et al., 2009; KWAK et al., 

2011). Maior MFE aumenta a resistência da perda de água por transpiração e 

evita danos fotoxidativos (PORTELA, 2012; MENDES et al., 2001; DUZ et al., 

2004) e garante um bom desempenho fotossintético (NAKAZONO et al., 2001). 

Essa resistência é aumentada pelo menor contato entre a superfície foliar e o 

ambiente, o que minimiza os efeitos do aquecimento (PARKHURST e 

LOUCKS, 1972; FINI et al., 2010). 

De acordo com Kitajima (1994) e Oguchi, Hikosaka e Hirose (2003) tais 

respostas morfológicas podem estar ligadas ao balanço positivo no ganho de 

carbono (assimilação líquida de CO2), o que proporciona ao vegetal a 

manutenção do seu crescimento e a sua sobrevivência.  

Não foi observada, entre as populações, diferença estatística no valor de área 

foliar unitária (AFU) (Tabela 3). Característica que normalmente é encontrada 

maior em plantas submetidas ao sombreamento, pode ser associada à menor 

eficiência fotossintética dessas plantas em condições de baixa intensidade 

luminosa, condição esta que demonstra ser insatisfatória para o cultivo da 

variante média foliar de C. echinata. 

Não foram encontrados indivíduos de C. echinata nas duas populações com 

evidências de queimaduras e/ou sintomas de clorose dos foliólulos, principais 

sintomas morfológicos indicativos de fotoinibição da fotossíntese e oxidação da 

clorofila. Sendo assim, é possível afirmar que o morfotipo foliólulo médio de C. 

echinata é tolerante ao pleno sol. Essa afirmativa pode ser confirmada com o 
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relato de que plantas jovens de C. echinata morfotipo folha média não 

apresentarem sinais de injúrias em suas folhas quando transferidas de 

sombreamento intenso para pleno sol (Comunicação Oral Inayá Paradizo, 

2012) diferente do morfotipo folhas pequenas em que a queimadura foi seguida 

de total abscisão das folhas na primeira semana de exposição ao pleno sol 

(MENGARDA et al. 2009). Essas diferenças levaram a supor que os morfotipos 

devem diferenciar quanto às estruturas anatômicas e diferenças bioquímicas e 

fisiológicas. 

3. 2 - Anatomia Foliar 

Secções transversais da lâmina foliar de C. echinata das plantas das duas 

populações mostraram epiderme uniestratificada (Figura 2 – A e B). As células 

apresentam paredes delgadas e formato predominantemente retangular, sendo 

as da face abaxial mais achatadas tangencialmente, e menores em relação às 

da face adaxial (Figura 2 – A e B). O mesofilo é dorsiventral, constituído de 

uma camada de parênquima paliçádico e 10 a 14 camadas celulares de 

parênquima lacunoso (Figura 2 – A e B). A folha é hipoestomática com 

estômatos do tipo paracítico.  

 

 

      
 
     
 
     
Figura 2 -  Secções transversais do limbo de plantas jovens de pau-brasil (Caesalpinia echinata 
Lam.) em duas condições de luz diferente: pleno sol (A) e sombreamento natural (B). Barras 
vermelhas = 1µm. 

Foi observada maior espessura do limbo nas plantas em pleno sol, 

possivelmente devido ao maior conteúdo de água celular. Consequentemente, 

os tecidos como epiderme adaxial e abaxial, parênquima paliçádico e lacunoso 

apresentaram mais espessos em pleno sol (Tabela 4 e Figura 2). Essas 

alterações na estrutura interna da folha sugerem melhor desempenho no 

processo de captura de luz através da lamina foliar (MENDES et al., 2001). 

A B 
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Essas características, também, foram observadas em plantas do morfotipo 

foliólulo pequeno quando transferidas para pleno sol (MENGARDA et al. 2012). 

No entanto, foi constatado que estas modificações morfológicas anatômicas 

não foram suficientes para melhorar o desempenho fotossintético como nas 

plantas exposta em sombreamento (MENGARDA et al. 2012). 

Tabela 4 -  Dados anatômicos quantitativos de folhas jovens de pau-brasil (Caesalpinia echinata 
Lam.) em duas condições de luz diferente: pleno sol e sombreamento natural. Valores 
médios das espessuras do limbo, cutícula, epiderme da face adaxial e abaxial, 
parênquimas paliçádico e lacunoso, diâmetro do feixe vascular e razão entre as 
espessuras dos parênquimas lacunoso e paliçádico (PL/PP), e densidade estomática 
(mm

2
). As médias são referentes a 6 indivíduos por tratamento. 

 
*Valores seguidos de letras iguais dentro da linha não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

Variações na espessura dos tecidos foliares em função da intensidade de 

irradiância são amplamente relatadas na literatura (KUBINOVÁ, 1991; 

ASHTON e BERLYN, 1992; PAIVA et al., 2003; LIMA JR et al., 2006; CRAVEN 

et al., 2010; MARCH e CLARK, 2011; SABBI et al., 2010; SILVA et al., 2010) e 

são associadas a mudanças estruturais para a manutenção do processo 

fotossintético e maior eficiência no uso da água, uma vez que aumentam as 

taxas fotossintéticas por unidade de área foliar (STRAUSS-DEBENEDETTI e 

BERLYN, 1994; ROSSATO e KOLBI, 2010). 

Boeger et al. (2009), Rossatto e Kolb  (2010) e Kwak et al., (2011) concluíram 

que o aumento da espessura do limbo nas plantas em pleno sol se deve ao 

aumento de suas camadas celulares parenquimáticas e epidérmicas, o que não 

foi encontrado neste trabalho (Figura 2). O limbo dos foliólulos de plantas em 

pleno sol foi maior em espessura devido ao alongamento celular dos 

parênquimas e células da epiderme, consequência do maior conteúdo de água 

foliar interno. 
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A razão entre parênquima lacunoso e parênquima paliçádico (PL/PP) pode ser 

utilizada como indicativo de otimização da captura de luz, sendo que em 

sombreamento essa razão é frequentemente maior que 1 (BOEGER et al., 

2009). Nas folhas de C. echinata essa razão foi maior em pleno sol (Tabela 4) 

indicando, fortemente, maior eficiência na captura de luz e aproveitamento de 

energia. 

A espessura da cutícula das plantas em pleno sol, também foi maior em 

relação às plantas em sombreamento natural (Tabela 4 e Figura 2). De acordo 

com Gurevitch, Scheiner e Fox (2009), o espessamento da cutícula é uma 

resposta observada em plantas xerófitas e não xerófitas submetidas à elevada 

irradiância, pois aumenta a resistência da transpiração cuticular, evitando a 

perda de água mesmo quando os estômatos estão fechados, e também auxilia 

na reflexão de parte da luz que incide sobre as folhas.  

O aumento na espessura da cutícula e das células da epiderme da face adaxial 

pode desempenhar importante papel na manutenção dos níveis ótimos de 

temperatura foliar, mantendo a efetividade dos processos fotossintéticos em 

elevada irradiância (DICKISON, 2000). Cao (2000), comparando a anatomia 

foliar de doze arbóreas tropicais em diferentes condições de luminosidade, 

verificou maior espessura da cutícula nas plantas em pleno sol. Fermino-Jr 

(2004), também observou esse aumento em G. opposita exposta à irradiação 

intensa. 

A densidade estomática foi maior nas plantas expostas ao pleno sol (Tabela 4). 

Este resultado também foi verificado em espécies de diversas fitofisionomias 

da Mata Atlântica, como no cerrado (MARQUES et al. 2000), Floresta 

Ombrófila Densa (SANTIAGO et al. 2001), restinga (FERMINO-JR 2004), 

Floreta Ombófila Mista e Alto Montana (BORGER et al. 2006). Duz et al. (2004) 

também observaram que o aumento da intensidade luminosa provoca maior 

número de estômatos por área em arbóreas da Floresta Ombrófila Densa. 

Gurevitch, Scheiner e Fox (2009) ressaltam que, geralmente associado a maior 

densidade, as plantas podem apresentar redução da área da fenda estomática. 

A maior irradiância, geralmente, são associadas à menor umidade relativa do 

ar e, consequentemente, a menor área de abertura da fenda e a maior 
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densidade de estômatos permitem que, quando abertos, haja a formação de 

uma camada de vapor de água envolvendo a epiderme foliar, aumentando a 

resistência da folha à perda de água e, ainda, reduzindo a distância percorrida 

pelo CO2 para chegar às células fotossintetizantes, maximizando dessa forma 

o ganho de carbono (MARQUES et al. 2000; MENDES et al., 2001; 

GUREVITCH, SCHEINER e FOX, 2009). Além disso, Dickison (2000) e 

Fermino-Jr (2004) afirmam que espécies com folhas hipoestomáticas, assim 

como o pau-brasil, podem ter vantagens na ocupação de diferentes ambientes, 

pois este padrão pode minimizar a perda de água para a atmosfera, permitindo 

que estas ocupem ambientes de maior temperatura e incidência de luz. 

Assim como na espessura dos tecidos e densidade estomática, o valor de 

diâmetro do feixe vascular foi maior nas plantas em pleno sol (Tabela 4). 

Angyalossy, Amano e Alves (2005) verificaram que exemplares de C. echinata 

adaptados a locais quentes e úmidos possuíam vasos de maior diâmetro, uma 

vez que a disponibilidade de água no solo e a evapotranspiração são maiores e 

permitem maior eficiência na condução.  Soares (2012), trabalhando com 

plantas de ipê-amarelo (Handroanthus chrysotrichus) observou resultados 

semelhantes para as mudas expostas à irradiação intensa. 

Logo, presumi-se que C. echinata com foliólulo médio possui alta capacidade 

anatômica de tolerar ambientes de intensa luz solar. 

3. 3 - Pigmentos Fotossintéticos 

Os teores de pigmentos apresentaram diferenças entre as duas populações 

(Figura 3). Os indivíduos em sombreamento natural apresentaram maior 

conteúdo de pigmentos cloroplastídicos (Tabela 5), tanto clorofila a e clorofila b, 

bem como a clorofila total e carotenóides. De acordo com Laisk et al. (2005), 

plantas desenvolvidas em pleno sol investem menos em complexos coletores 

de luz pois em alta irradiância, as folhas absorvem mais energia radiante que a 

capacidade de processamento do aparato fotossintético, e o excesso de 

energia pode levar a fotoinibição da fotossíntese. Assim, a diminuição da 

antena coletora de luz, ou seja, a redução dos teores de clorofila pode ser um 
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mecanismo eficiente para reduzir o aporte de energia para os fotossistemas 

(MAGALHÃES, MARENCO e MENDES 2009). 

 

Figura 3 -  Esquerda: folha de um indivíduo exposto ao sombreamento natural, evidenciando 
foliólulos médios de coloração verde escura. Direita: folha de um indivíduo em pleno sol com 
foliólulos médios com coloração verde claro. Barra = 2cm. 

A maior concentração de clorofila b em folhas de C. echinata em 

sombreamento natural pode favorecer a absorção de fótons, uma vez que este 

pigmento absorve energia em comprimentos de onda superiores ao da clorofila 

a em plantas sob influência de sombreamento (GONÇALVES et al., 2001; TAIZ 

e ZEIGER, 2008). As razões Chl. a/b e Chl./Carot. não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os tratamentos (Tabela 5).  

Tabela 5 -   Concentrações de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenóides; bem como, as 
razões entre clorofila a e b e clorofila total e carotenóides de plantas jovens de pau-
brasil (Caesalpinia echinata Lam.) em duas condições de luz diferente: pleno sol e 
sombreamento natural. As médias são referentes a 6 indivíduos por tratamento. 

  Clorofila a  Clorofila b Clorofila total Carotenóides Chl. a/b Chl./Carot. 

  (mg/ g MS)     

Sol 1,61 b 1,11 b 2,96 b 1,23 b 1,81 a 2,87 a 

Sombra 3,20 a 3,19 a 5,71 a 2,55 a 1,18 a 2,53 a 

*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 
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Alguns estudos indicam que em condições de sombreamento, a concentração 

de carotenóides nas folhas tende a ser mais elevada (LICHTENTHALER et al., 

2007; LIMA et al., 2010). Isso porque, segundo Bartley e Scolnik (1995), os 

carotenóides poderiam absorver luz na faixa do comprimento azul (400-500nm) 

e transferir a energia luminosa para moléculas de clorofila dos sistemas antena 

e dos centros de reação, na tentativa de melhorar o desempenho fotossintético. 

Presumi-se que a condição sombreada não fornece um aporte energético 

luminoso necessário para o metabolismo da variante média de C. echinata.  

Pode-se observar uma alocação metabólica (capacidade energética de síntese) 

das plantas de C. echinata em sombreamento natural no sentido de produzir 

pigmentos cloroplastídicos necessários para aumentar a faixa de captação 

luminosa, aumentando a capacidade de absorver luz. Dependendo da 

intensidade do sombreamento e/ou da baixa tolerância da espécie a esta 

condição, esse maior conteúdo de pigmentos para captação de luz solar não é 

capaz de fornecer a quantidade de energia necessária para o funcionamento 

fotossintético da planta (TAIZ e ZEIGER, 2008). 

3. 4 - Cinética de Emissão da Fluorescência Transiente ou Polifásica 

(OJIP) 

Na figura 4 podemos observar com as curvas do teste OJIP, que permite 

observar informações sobre os parâmetros estruturais e funcionais, que 

quantificam o desempenho do aparato fotossintético na sua fase fotoquímica 

(STRASSER, 2004; TSIMILLI-MICHAEL, 2008). As curvas estão divididas em 

quatro passos, onde cada passo: O, J, I e P é, respectivamente, a 

fluorescência a 50 µs, 5 ms, 30 ms e 300 ms. A fluorescência emitida entre os 

pontos O e J representa o acúmulo de Quinona A reduzida no Fotossistema II 

(LAZAR, 2004). A fluorescência emitida entre os pontos O e I representa a 

excitação do Fotossistema II até a redução da Plastoquinona (intersistema), e a 

transferência de elétrons até o lado aceptor do Fotossistema I que representa a 

fase I ao P (YUSUF, et al 2010). O ∆Vt (Figura 4 – B) expressa a razão dos 

valores alcançados pelas curvas OJIP entre os dois tratamentos, amplificando 

as diferenças entre uma curva e para melhor visualização (STRASSER 1995; 

STRASSER, 2004; STRASSER, 2007; TSIMILLI-MICHAEL, 2008). 
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Podemos observar aumento na emissão de fluorescência das plantas de C. 

echinata em sombreamento natural (Figura 4 – A e B). Em todas as fases 

podemos observar maiores níveis de fluorescência, principalmente nas fases 

OJI (Figura 4 – A e B).  

Estes resultados podem evidenciar um dano no Fotossistema II das plantas em 

sombreamento, mais especificamente uma possível deficiência na capacidade 

da Quinona a de reoxidação (OUKARROUM, 2009) e um transporte de elétrons 

ineficiente do intersistema ao Fotossistema I.  

Assim, podemos afirmar mais precisamente que a irradiância direta é mais 

adequada para as plantas de C. echinata de foliólulo médio por não 

apresentaram fotoinibição, como observado por Mengarda et al. (2012) 

utilizando mudas do morfotipo foliólulo pequeno, também em pleno sol. No 

presente estudo, as plantas em pleno sol apresentaram melhor rendimento 

fotoquímico, com melhor captação de luz no fotossitema II (FSII), transporte de 

elétrons pelo intersistema e aproveitamento de energia no fotossistema I (FSI).  

 

Figura 4 -  (A) Cinética da Fluorescência da Clorofila a (curva OJIP) em folhas de plantas de C. 
echinata do morfotipo folha pequena em pleno sol (círculo) e sombreamento natural (triângulo). 
(B) Representa a diferença das curvas OJIP (∆Vt) entre os valores Ft de plantas em pleno sol 
(círculo) e plantas em sombreamento natural (triângulo). O eixo horizontal apresenta o tempo 
(ms) em escala logarítmica. E as letras O, J, I e P sinalizam o momento em que cada ponto 
ocorre na curva. As médias são referentes a 20 indivíduos por tratamento. 

Os rendimentos quânticos representados pela seta na figura 5 correspondem a 

parâmetros matemáticos do teste OJIP e ajudam a observar, no percurso do 

elétron ao longo dos fotossistemas, onde exatamente existem variações.  

Na Figura 5, a densidade de centros de reação ativos do FSII (RC/ABS) e o 

rendimento da captura de energia (TR0/ABS = FV/FM) foram menores nas 

plantas em sombreamento natural. Yusuf et al. (2010) apontam que reduções 
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nos valores de RC/ABS acompanhados por reduções em TR0/ABS são reflexos 

da inativação de parte dos centros de reação do fotossistema. Resultados 

semelhante foram observados por Souza et al. (2004) e Cunha (2010). 

De acordo com Sielewiesiuk et al. (2002), o sombreamento induz fotodano ao 

Fotossistema II por interferir no complexo de oxidação da molécula de água na 

fase fotoquímica, formando compostos intermediários incapazes de serem 

oxidados pela baixa intensidade de luz. De acordo com este mesmo autor, esta 

baixa condição de luz diminui o número de centros de reação ativos do 

Fotossistema II para minimizar esse efeito desfavorável, provocando reduções 

drásticas na eficiência fotoquímica, e consequentemente, altos níveis de 

fluorescência. Possivelmente, a condição de sombreamento para a variante 

média de C. echinata foi suficiente para limitar o funcionamento fotoquímico 

dessas plantas e aumentar a dissipação de energia. 

Foi observada maior taxa de ET0/TR0 nas plantas em pleno sol. A probabilidade 

de um elétron avançar de QA e entrar na cadeia transportadora, ET0/TR0, é 

considerada por Force et al., (2003) como um dos parâmetros derivados do 

teste OJIP mais acurados na identificação de fotoinibição do FSII. Logo, a 

incapacidade de transporte de elétrons apresentada pela população em 

sombreamento pode ser explicada pelo fotodano ao FSII e o baixa densidade 

de centros de reação ativos (SIELEWIESIUK et al., 2002).   

O índice que demonstra a eficiência ou probabilidade do movimento dos 

elétrons da plastoquinona reduzida para os aceptores finais do FSI (RE0/ET0) 

foi maior nas plantas em sombreamento (Figura 5). Aumentar o rendimento e a 

eficiência do movimento dos elétrons na fase final da etapa fotoquímica pode 

ser uma estratégia fotoquímica das plantas de sombra para compensar o baixo 

rendimento durante a fase de captação de luz no FS II e continuamente seu 

transporte de elétrons ao longo da cadeia transportadora. Como a luz 

vermelho-distante é mais abundante em ambientes sombrios, e a sua absorção 

é principalmente pelo FSI, possibilitou as plantas em sombreamento aumentar 

os rendimentos de transporte de elétrons para fase final fotoquímica, e 

consequentemente, tornou possível manter um melhor balanço do fluxo de 

energia por meio dos fotossistemas (MELIS, 1996).  
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O índice de performance (PI) é considerado um indicador de vitalidade da 

planta (MEHTA, 2010) e vem sendo muito usado e discutido nas investigações 

fisiológicas dos vegetais (STRASSER et al., 2010). Os autores consideram dois 

índices de performance potenciais: um parcial (PIABS), da conservação de 

energia absorvida pelo FSII até a redução dos aceptores de elétrons do inter-

sistema; e um total (PITOTAL), da conservação da energia absorvida pelo FSII 

até a redução dos aceptores finais do FSI. Como já foi dito, o baixo rendimento 

fotoquímico do fotossistema II nas plantas em sombreamento provoca redução 

drástica no PIABS (Figura 5), parâmetro que não agrupa o aproveitamento de luz 

e o rendimento do fotossistema I.  

O índice de performance total (PITOTAL), parâmetro considerado como o mais 

sensível do teste OJIP (STRASSER et al., 2007; ZUBEK et al., 2009), 

evidencia que o desempenho das reações fotoquímicas em toda a extensão 

dos FSII e FSI, por onde a energia de excitação é transportada, foi mantido em 

altos níveis nas plantas em pleno sol (Figura 5). Mesmo com a leve tentativa de 

aumento do rendimento do FSI nas plantas em sombreamento, as suas 

condições fotoquímicas foram inferiores. 

Para Gonçalves et al. (2010), a análise conjunta de TR0/ABS (FV/FM) e PITOTAL 

pode ser relacionada à capacidade das plantas em transformar a energia 

luminosa na energia que é direcionada para as reações metabólicas dos 

processos bioquímicos da fotossíntese. Possivelmente, o decréscimo nas taxas 

de fluorescência das plantas em pleno sol é acompanhado de elevação nas 

taxas de fotossíntese líquida (assimilação do CO2), indicando a utilização, na 

fase bioquímica, do ATP e do NADPH produzidos na fase fotoquímica 

(BACARIN e MOSQUIN, 1998). Ou seja, um melhor desempenho fotoquímico 

da população exposta ao pleno sol pode explicar a maior taxa de fotossíntese 

líquida dessas plantas como mostrado na tabela 6.   
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Figura 5 -  Parâmetros da fotossíntese deduzidos a partir do teste OJIP para a análise da 
fluorescência transiente em folhas de plantas jovens de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) 
em duas condições de luz diferente: pleno sol (círculo) e sombreamento natural (triângulo). 
Avaliadas sob a perspectiva de dez parâmetros organizados e separados em quatro grupos: 
índices de desempenho, dissipação de elétrons por centro de reação ativo, cascata de 
rendimento quântico (indicada pela seta) e movimento dos elétrons pelos fotossistemas. Para 
cada parâmetro as médias foram normalizadas usando como referência a média das médias 
como unidade. As médias são referentes a 20 indivíduos por tratamento e as diferenças 
significativas entre os tratamentos (5% de probabilidade, teste de Tukey) são indicadas pelo 
asterisco. 

3. 5 - Trocas Gasosas 

Na tabela 6, observa-se diferença estatística em todas as variáveis 

relacionadas às trocas gasosas que foram maiores em pleno sol. As plantas 

em pleno sol apresentaram maior capacidade de assimilação de carbono (A) 

em relação às de sombreamento. Quanto maior a capacidade da planta em 

transferir a energia dos elétrons ejetados das moléculas dos pigmentos para a 

formação dos compostos redutores NADPH, ATP e Ferridoxina reduzida 

(eficiência na fase fotoquímica), maior a capacidade de assimilação do CO2 na 

fase bioquímica da fotossíntese (ROHÁČEK, 2002; BAKER, 2008). 

A maior condutância estomática (gs) favoreceu maiores entrada de CO2 nas 

câmaras subestomáticas das folhas das plantas em pleno sol (Tabela 6). 

Amaral et al. (2006) e Machado et.al. (2010) acrescentam que, como os 

estômatos constituem  as principais vias de trocas gasosas entre as folhas e o 

meio externo, o aumento na resistência difusiva estomática pode ocasionar 
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redução na fotossíntese líquida (A), o que foi observado nas plantas em 

sombreamento (Tabela 6). 

Não houve diferença estatística na temperatura foliar entre as plantas em pleno 

sol e sombreamento (Tabela 6). A intensa atividade transpiratória (E) das 

plantas em pleno sol contribuiu para manter a temperatura foliar estável. 

Mesmo apresentando valores altos de E (perda de água devido à alta 

irradiância) as plantas em pleno sol assimilaram altas concentrações de 

carbono (A) o que refletiu em um balanço nos valores de eficiência no uso da 

água (A/E). Nogueira et al. (2004) e Silva et al. (2010), estudando arbóreas 

tropicais verificaram que as espécies pioneiras crescendo em ambientes 

altamente iluminados apresentam maior A/E do que as espécies sucessionais 

tardias. De fato, resultado similar também ocorreu na A/gs (Tabela 6) 

demonstrando que o melhor aproveitamento do uso da água pela população 

exposta ao pleno sol sugere que C. echinata morfotipo foliar médio seja uma 

variante da espécie tolerante ao pleno sol. 

 A atividade bioquímica da fotossíntese pode ser avaliada, também, por A/Ci 

(eficiência aparente de carboxilação) segundo Farquhar e Sharkey (1982) e 

Zhang (2001). A razão A/Ci foi menor nas plantas em sombreamento. Na figura 

5, as plantas em sombreamento apresentaram menor eficiência fotoquímica 

por centro de reação ativo, consequentemente maiores taxas de fluorescência. 

O menor aproveitamento fotoquímico e a elevada taxa de Ci pode explicar a 

queda na eficiência aparente de carboxilação (A/Ci) em sombreamento (Tabela 

6). Possivelmente, a fotossíntese líquida das plantas de C. echinata desse 

morfotipo em sombreamento esteja sendo prejudicada pela elevada atividade 

respiratória celular, conforme relatado por Silvestrini et al. (2007) e Portela 

(2012) trabalhando com espécies da Mata Atlântica. 
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Tabela 6 -   Temperatura ambiente e foliar; variação de carbono ambiente-folha (∆CO2) e carbono 
interno subestomático (Ci); radiação fotossinteticamente ativa (RFA), taxa de 
transpiração (E), condutância estomática (gs) e fotossíntese (A). Bem como as razões: 
eficiência do uso de água (A/E) e eficiência intrínseca do uso de água (A/Gs) e 
eficiência aparente de carboxilação (A/Ci). As medidas foram realizadas em plantas 
jovens de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) em duas condições de luz diferente: 
pleno sol e sombreamento natural. As médias são referentes a 20 indivíduos por 
tratamento.  

*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

3. 6 -  Carboidratos Solúveis 

Alterações em A podem refletir em mudanças na composição e concentração 

de açúcares solúveis que estão diretamente relacionados com o metabolismo e 

crescimento vegetal. Assim, plantas sob influência de variações na intensidade 

de irradiância podem apresentar alterações nas concentrações de açúcares 

totais solúveis como a glicose, frutose e sacarose (MARENCO et al., 2001; 

GUIDE et al., 2008). Segundo Marenco et al. (2001), ambientes mais 

iluminados beneficiam o aumento da fotossíntese e, portanto, a produção de 

carboidratos. Isso poderia explicar as maiores concentrações de açúcar total 

solúvel, frutose e glicose nas folhas das plantas de C. echinata expostas ao 

pleno sol (Figura 6). Em estudos sobre a relação entre luminosidade e teor de 

açúcares, Martinazzo et al. (2007), também, verificaram maiores concentrações 

dos carboidratos não estruturais em Eugenia uniflora quando submetidas ao 

pleno sol.  

Quando o vegetal entra em crescimento ativo, o metabolismo de carboidratos 

se torna mais intenso (BORBA, SCARPARE FILHO e KLUGE, 2005). Sendo 

assim, a maior concentração de carboidratos totais nas folhas das plantas em 

pleno sol (Figura 6) pode ter ocorrido devido ao crescimento ativo dessas 

plantas. Somado a isso, a regulação osmótica exercida pelos açúcares solúveis 

confere uma exigência hídrica para os tecidos foliares, protegendo-os contra a 

perda de água, manutenção do potencial hídrico e também auxiliando no 

processo de alongamento celular (entrada de água para o interior das células). 

Essa possibilidade pode ser confirmada com os resultados apresentados na 



59 
 

 
 

Tabela 3, onde se pode observar maior teor de água nos foliólulos da 

população em pleno sol. 

As variações dos carboidratos podem indicar que, além do papel de reserva, 

estes compostos estejam relacionados aos mecanismos adaptativos em 

resposta ao estresse, como observado por Mengarda et al. (2012) em plantas 

de C. echinata expostas ao pleno sol. Sendo assim, os valores semelhantes de 

sacarose (único açúcar que não apresentou diferenças entre as duas 

populações) pode ser explicado pelo aspecto protetor deste açúcar em uma 

provável situação de estresse por falta de luz (Figura 6). 

 
Figura 6 -  Concentração foliar de carboidratos solúveis em folhas de plantas de C. echinata em 
pleno sol e sombreamento natural. As médias são referentes a 6 indivíduos por tratamento. 
Valores indicados com letras iguais não diferem pelo teste Tukey a 5%. 

3. 7 - Compostos Antioxidantes 

O sombreamento estimulou a maior presença de teores de enzimas 

antioxidativas, fenóis e a capacidade antioxidativa (Tabela 7). 

A menor atividade de enzimas antioxidantes em da população de C echinata 

em pleno sol já foram anteriormente relatados para outras espécies arbóreas 

tropicais (MISHRA et al, 1993; BURRIT e MACKENZIE, 2003; MARCHESE et 

al., 2008; VULETA e TUCIC, 2009). Essa resposta, também, foi verificada para 

arbóreas pioneiras por Favaretto et al., (2011), cuja atividade enzimática 

aumentou com a redução da irradiância. 
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Em virtude do desequilíbrio entre absorção de luz, utilização da energia 

radiante e assimilação do carbono, presume-se que tenha ocorrido um excesso 

na atividade fotorrespiratória das plantas de C. echinata em sombreamento na 

tentativa de evitar a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO‟s) pelos 

compostos redutores formados na fase fotoquímica da fotossíntese (ASADA, 

1999; ORT e BAKER 2002). Como não foram observados danos oxidativos nas 

plantas em sombreamento, tais como aparecimento de áreas cloróticas e/ou 

necróticas, o quadro de estresse oxidativo pode estar sendo impedido pelo alto 

teor de componentes de defesa enzimáticos (POD e SOD) e não enzimáticos 

(quantificados pelo método ABTS) para proteger as células dos efeitos tóxicos 

desses radicais livres (ALLEN, 1995; ALSCHER et al, 2002).  

Foi observado maior atividade na expressão da SOD na população de C. 

echinata em sombreamento natural (Tabela 7). Baixas intensidades de luz em 

Posidonia oceanica, espécie pioneira, aumentou a expressão de SOD como 

demostrado por Mazzuca et al. (2009). Este resultado foi verificado, também, 

por Zhang et al. (2011) trabalhando com pepino.  

Como descrito por Kuskoski et al. (2005), o ensaio ABTS.+ quantifica a 

capacidade antioxidativa não enzimática de uma amostra, sendo ela de 

natureza hidrofílica e/ou lipofílica. Logo, o maior investimento na capacidade 

antioxidativa das plantas de sombra deste estudo (Tabela 7) pode explicar o 

baixo crescimento das mesmas, ou seja, o baixo teor de compostos redutores 

finais fotoquímicos produzidos está sendo consumido na produção de 

componentes específicos do sistema antioxidante (metabolismo secundário) 

(FAVARETTO et al., 2011). Isso o torna mais eficiente e decisivo na tolerância 

ao sombreamento, e consequentemente, resultando em menor produção de 

ERO‟s, de modo a limitar a ocorrência de danos celulares.  

Além disso, a enzima POD catalisa a oxidação de auxina, um hormônio vegetal 

que atua como uma molécula reguladora do crescimento (SITBON et al., 1999), 

causando diminuição nas concentrações deste hormônio resultando plantas de 

porte limitado semelhante às plantas de C. echinata em sombreamento natural 

(Tabela 3). Por conseguinte, a atividade da POD no sombreamento de C. 

echinata contribuiu para a restrição na expansão celular como observado por 
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Sofo et al. (2004) trabalhando com o sombreamento nas mudas de oliveira 

(Olea europaea) no sul da Itália. 

Além da atividade das enzimas relacionadas à produção de ERO‟s, no 

presente estudo também foi constatado maiores teores de compostos fenólicos 

totais nas plantas em sombreamento natural (Tabela 7). Karageorgou et al. 

(2002) trabalhando com Dittrichia viscosa, espécie nativa do Mediterrâneo, 

também encontraram maiores teores de fenóis no sombreamento. Essas 

substâncias geralmente se manifestam nos vegetais, sinergicamente aos 

compostos antioxidantes, quando a condição do estresse é suficiente para 

restringir a síntese do metabolismo primário, e com isso, substâncias fenólicas 

e flavonóides acumulam na tentativa de defesa dessas plantas à condição 

adversa (KARAGEORGOU et al., 2002). 

Esses resultados com C. echinata podem ser explicados pela hipótese de 

equilíbrio de Herms e Mattson (1992). De acordo com esta hipótese, a 

condição ambiental favorável (luz adequada, água, nutrientes e etc.) induz o 

crescimento pela síntese de proteínas participantes do metabolismo primário, 

que favorece a polimerização de carbono, e consequentemente, a síntese 

carboidratos complexos estruturais. Quando a luz, água e nutrientes são 

limitantes, a força de dreno para a síntese de proteínas é enfraquecida, 

permitindo o carbono simples, excedente da fotossíntese, ser direcionado para 

a formação de compostos menos complexos como os fenóis e flavonóides. 

Na verdade, em ambiente natural, as respostas antioxidativas de plantas às 

variações abióticas são induzidas por mecanismos similares que resultam em 

adaptações de maior ou menor incidência luminosa (BULBOVAS et al. 2005). 

Isso porque fatores ambientais extremos levam ao aumento das concentrações 

das espécies reativas de oxigênio, e, consequentemente, estimulam do mesmo 

modo os antioxidantes (BRAY et al., 2000, KUK et al., 2003).  
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Tabela 7 -   Valores médios para peroxidases, superóxido dismutase, teores de fenóis totais e 
capacidade antioxidante total (ABTS) das plantas de C. echinata em pleno sol e 
sombreamento natural. As médias são referentes a 6 indivíduos por tratamento. 

     

*Valores seguidos de letras iguais dentro da coluna não diferem pelo teste Tukey a 5%. 



63 
 

 
 

4 - CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A maior eficiência na captura de energia luminosa, seguida de melhor 

aproveitamento fotoquímico e melhor fixação do CO2 das plantas em pleno sol 

refletiu em maior concentração de açúcares solúveis. Consequentemente, a 

altura e diâmetro do caule foi três vezes maior nas plantas em pleno sol em 

relação à população cutivada em sombreamento natural. A energia que deveria 

estar sendo utilizada nas reações fotoquímicas e/ou bioquímicas das plantas 

em sombreamento foi, em sua maior parte, dissipada como calor, reemitida 

como fluorescência ou translocada para produção de compostos de defesa 

antioxidativa do metabolismo secundário. 

A morfologia anatômica e os teores de pigmentos fotossintéticos das plantas 

em pleno sol, também, indicam forte tolerância desta espécie à intensa 

irradiância. Sendo assim, o morfotipo de C. echinata foliólulo médio apresenta 

características de espécie pioneira ou planta de sol (obrigatória de sol) 

diferentemente da variante de foliólulo pequeno considerada por Mengarda et 

al. (2009 e 2012) uma planta secundária (obrigatória de sombra). Logo, as 

diferenças entre as variantes do pau-brasil citadas na introdução abrangem não 

somente um caráter morfológico foliar, mas também ecofisiológico em relação 

à disponibilidade de irradiância.   

Juchum et al. (2008), concluíram que é necessário uma reconstrução 

taxonômica da espécie C. echinata. Essa separação foi sugerida pelas 

diferenças genéticas encontradas entre as espécies com morfotipos foliares 

diferentes, distanciando-as filogeneticamente. A divergência genética dos 

morfotipos de C. echinata provavelmente explica as diferenças na tolerância 

dessa espécie à intensidade de irradiância encontradas neste trabalho em 

relação às folhas pequenas publicados anteriormente por Mengarda et al. 

(2010 e 2012).  

Logo, os diferentes resultados morfofisiológicos das variantes de C. echinata 

em condições de irradiância contrastante sustenta a proposta de Juchum et al. 

(2008) em separar em táxons para os diferentes morfotipos de foliólulos desta 

espécie. Sugere-se o estudo caracterizando e comparando a ecofisiologia de 
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C. echinata com foliólulo grande em baixa e intensa irradiância em comparação 

com os morfotipos foliólulos pequeno e médio com a mesma idade e mesmas 

condições experimentais. Os resultados gerados com essa proposta poderia dá 

maior suporte na tentativa de estruturar uma nova classificação sucessional 

ecológica para C. echinata e seus possíveis táxons sub-específicos 

fundamentais para um bom programa de gestão e reflorestamento com o pau-

brasil. 
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