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RESUMO

As acOes de reflorestamento com o pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.)
depende de informacbes de suas caracteristicas ecofisiolégicas sujeitas as
variacbes ontogenéticas e ambientais. O objetivo desse trabalho foi
caracterizar alguns aspectos morfolégicos, anatdomicos, fisiologicos e
estruturais de parede celular de C. echinata nas fases juvenil, jovem e adulto
em condigdes naturais em um fragmento da Floresta Atlantica. Foi analisada a
biometria, concentracdo de nutrientes e dos pigmentos cloroplastidicos dos
folidlulos, anatomia foliar e do xilema secundario do caule e a constituicdo dos
polimeros estruturais de parede celular. Os individuos juvenis localizados no
estrato inferior da floresta se destacaram pela maior area foliar especifica e
maiores teores de pigmentos cloroplastidicos bem como pelas maiores
dimensdes de suas células guardas associado as maiores concentracdes de K
e Ca foliar. Estruturalmente, os individuos juvenis apresentaram menores
elementos de vasos e teores de lignina. Os individuos jovens apresentaram
valores intermediarios das variaveis analisadas. Ja os individuos adultos, cujas
copas alcancavam o dossel, se destacaram pelo maior espessamento do
limbo, da cuticula e do parénquima lacunoso, teor de agua foliar, densidade
estomatica e teor de lignina foliar e caulinar cuja capacidade de sintese foi
associada ao maior teor de P foliar. O conteudo de celulose foliar e caulinar
nao variou entre as diferentes fases ontogenéticas. As hemiceluloses sédo do
tipo xilanos com possibilidade de presenca de xiloglucano dada a maior fracéo
de xilose (£12% MS) e galactose (£1% MS). A glucose foi 0 monossacarideo
mais representativo (x40% MS) sem diferencas ontogenéticas. As diferencas
morfologicas, anatbmicas, fisioldgicas e estruturais parecem, também, estarem
sob controle da irradiancia mais intensa na copa dos individuos adultos. Os
resultados denotam que o plantio consorciado com espécies de crescimento

rapido seja a melhor acdo para o reflorestamento de C. echinata.

Palavras-chave: Anatomia, celulose, hemicelulose, lignina, ontogenia,

pigmentos cloroplastidicos.



ABSTRACT

The reforestation with Brazil wood (Caesalpinia echinata Lam.) depends upon
information from their ecophysiological characteristics subject to the ontogenetic
and environmental variations. The objective of this study was to characterize
some morphological, anatomical, physiological and structural aspects of the cell
wall of C. echinata in juvenile, young and adult phases in natural conditions in a
fragment of Atlantic Forest. Biometrics, nutrient concentration and of pigments
chloroplastidic, anatomy leaf and stem secondary xylem and and the
constitution of cell wall structural polymers was analyzed. The juveniles in the
lower stratum of the forest have stood out by the higher specific leaf area and
higher pigment contents and the cells larger guards provided by the higher
concentrations of foliar K and Ca. Structurally the juveniles had lower vessel
elements and lignin. The young individuals showed intermediate values of the
variables analyzed. Have the adults, whose crowns reached the canopy, stood
out for greater thickening of the limbus, cuticle and spongy parenchyma, leaf
water content, stomatal density and lignin content of leaf and stem whose
synthesis capacity was possibly stimulated by higher content of P leaf. The
content of leaf and stem cellulose did not vary between the different ontogenetic
phases. The hemicelluloses are the xylans type with the possibility of the
presence of xyloglucan given the larger fraction of xylose (x 12% DM) and
galactose (+ 1% DM). Glucose was the most representative monosaccharide (x
40% DM) without ontogenetic differences. The morphological, anatomical,
physiological and structural differences also seem to be under control of more
intense irradiance in the canopy of mature individuals. The results denote that
the associated planting with fast growing species is the best action for

reforestation C. echinata.

Keywords: Anatomy, cellulose, hemicellulose, lignin, ontogeny, chloroplastidic

pigments.
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1. INTRODUCAO

O pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam. Leguminosae Caesalpinioideae) é
uma espécie arbdérea nativa, de importancia econémica, ambiental e cultural
para o Brasil. E uma espécie climax, que atinge o dossel apos a formacéo de
pequenas clareiras (CARVALHO, 1994). O pau-brasil vem sendo explorado
extensivamente desde o inicio da colonizagcdo europeia e, atualmente,
encontra-se ameacado de extin¢gdo, sendo poucos os locais onde ainda podem

ser encontradas populacdes nativas.

Apesar de ser uma espécie relativamente bem estudada do ponto de vista de
seus caracteres taxondémicos, fitoquimicos e de propagacéo, S40 poucos 0S
estudos realizados sobre a ecofisiologia dessa espécie, particularmente em
florestas nativas (CORREA, 2003; REZENDE et al., 2004; AGUIAR et al., 2005;
MELO et al., 2007; SANCHES, 2009).

O perigo de extin¢do das espécies nativas, assim como C. echinata, é atribuido
nao somente ao intenso extrativismo e a destruicdo do habitat, mas também
pela falta de informacbes sobre suas caracteristicas fisioldégicas, o que
compromete as acdes de conservacao e manejo. Alids, as informacfes que
existem sobre o comportamento ecofisiolégico de C. echinata sdo bastante
contraditorias. Diversos trabalhos foram realizados na tentativa de definir sua
preferéncia ecolégica quanto ao requerimento de luz (BUDOWSKI, 1965;
LIMA,1992; CARVALHO, 1994; LORENZI, 2002; ROCHA, 2004; BARONI,
2005; AGUIAR et al., 2005; ZAIDAN et al., 2008; MENGARDA et al., 2009;
AGUIAR et al., 2011; MENGARDA et al., 2012; GAMA, 2013).

Os primeiros estudos ecofisioldgicos com C. echinata procuraram avaliar seu
habito quanto ao requerimento de luz utilizando plantas na fase juvenil e em
condigbes controladas. No entanto, nem sempre o0s resultados obtidos em
condi¢cbes controladas podem ser extrapolados para os ambientes naturais.
Tem sido sugerido que ocorram alteracdes morfologicas e fisioldgicas desde a
fase inicial do seu crescimento no estrato inferior da floresta, onde a irradiancia
€ extremamente baixa, até a fase adulta onde suas folhas sdo completamente
expostas a elevada irradiancia (KOERSELMAN e MEULEMAN, 1996; DUZ et

al., 2004). Tais variacdes tem sido atribuidasas fases ontogenéticas. Dai o
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cuidado em nao extrapolar os resultados obtidos na fase juvenil para a fase
adulta (CUZZUOL e MILANEZ, 2012).

A ocorréncia de mudancas morfolégicas e fisiologicas, geralmente discretas,
entre diferentes fases ontogenéticas faz supor que as pressoes seletivas sejam
diferentes em cada fase do desenvolvimento. Inversamente, a ocorréncia de
diferentes fenotipos em diferentes estadios indica que cada um deles apresenta
vantagens adaptativas na superacdo de diferentes limitagbes impostas pelo
ambiente (LAWSON e POETHIG, 1995).

Plantas em diferentes fases ontogenéticas, geralmente, ndo tém propriedades
ecologicas similares e, assim, podem explorar recursos ambientais e lidar com
a acao do meio em diferentes estratégias. A existéncia de um controle genético
das caracteristicas, duracao de cada fase ontogenética e de sua sequéncia no
tempo indicam que seu fendtipo é o resultado de agBes seletivas durante um
tempo evolutivo (BERNACCI et al.,, 2008; SILVA, 2009; HOUTER e PONS,
2012).

Com tantas variaveis ambientais e ontogenéticas influenciando as respostas
morfologicas e fisiologicas, torna-se dificil encontrar uma distingdo clara dos
eventos de crescimento, bioquimicos e fisiologicos capazes de caracterizar as
espécies quanto a sua preferéncia ecoldgica em cada fase ontogenética
(CUZZUOL e MILANEZ, 2012).

Dessa forma, a caracterizagdo morfologica e fisiologica de C. echinata nas
diferentes fases ontogenéticas em um ambiente onde ela ocorre naturalmente,
pode ser util na definicho de estratégias de acdes para a conservacao e
reflorestamento dessa espécie em extincdo da Mata Atlantica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - As preferéncias ecoldgicas das espécies na sucessao florestal

Os estudos sobre a sucesséao florestal tém sido amplamente utilizados nos
programas de reflorestamento (RODRIGUES et al., 2011). Segundo Budowisck
(1965), as espécies podem ser classificadas de acordo com a longevidade e
tolerancia ao sombreamento como pioneiras, secundarias iniciais, secundarias
tardias e climacicas. Mas, Whitmore (1989) propds apenas dois grupos:
espécies pioneiras e ndo pioneiras. O primeiro grupo exige a presenca de luz
para germinar e as plantulas ndo se desenvolvem sob baixa condigdo de
irradiancia, enquanto no ultimo, a germinacao ocorre sob restricdo de luz onde

as plantulas se ajustam morfologicamente e fisiologicamente.

Gandolfi (1991) também propde a classificacdo das espécies quanto ao seu
desenvolvimento em funcéo da irradiancia. De acordo com o autor, as espécies
pioneiras desenvolvem-se na presenca de alta irradiancia, as secundarias, em
condicBes intermediarias de sombreamento, e as tardias, em condi¢cdes de alto
sombreamento. Para Catharino (2006), a classificacdo sucessional das
espécies em agrupamentos simplificados, como iniciais lato sensu e tardias lato

sensu, sdo mais adequados para se classificar as espécies.

Cuzzuol e Milanez (2012) destacam a terminologia plantas de sol (pioneiras,
obrigatérias de sol ou tolerantes ao sol) e plantas de sombra (ndo pioneiras,
obrigatérias de sombra ou tolerantes a sombra). As espécies que se
posicionam entre essas duas categorias sdo denominadas plantas facultativas
de sol (intermediarias iniciais) que desenvolvem melhor em pleno sol, mas que
toleram irradiancia moderada e, as facultativas de sombra (intermediarias
tardias) que preferem sombreamento intenso, mas que conseguem crescer em

sombreamento moderado.

No entanto, devido a grande plasticidade encontrada nas espécies tropicais,
sua classificacdo € dificultada, sendo comum encontrar diferentes

classificacdes para uma mesma espécie (MANAGO et al., 2012).
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2.2 - O Pau-brasil: comportamento ecofisiolégico com vistas ao

reflorestamento

O pau-brasil, Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae — Caesalpinioideae), é
uma espécie arborea endémica brasileira tipica da Floresta Atlantica. Essa
espécie de acordo com a lei no. 6.607, de 12/12/1978 (BRASIL, 1978) é
designada Arvore Nacional. Essa espécie apresenta porte médio entre 10 e 15
m de altura e tronco de 25 a 40 cm, podendo chegar até 1 m de didametro,
recoberto por aculeos presos a casca, folhas bipinadas, flores em cacho
amarelo-ouro, com uma mancha vermelho-pUrpura numa das pétalas; e sua
inflorescéncia apresenta, em meédia, 17 cm de comprimento, com 43 flores
(Figura 01). Ela ocorre, principalmente, no estrato médio da floresta, podendo
atingir cerca de 300 anos de idade (AGUIAR e AOKI, 1983; LIMA, 1992;
CARVALHO, 1994).

T )

v * - . “ & .
Inflorescéncia. B - Tronco recoberto por

Figura 01 - Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil). A -

actleos. C - Arvore adulta com aproximadamente 10 m de altura. Aracruz/ES.

C. echinata é uma espécie caracteristica da Floresta Estacional Semidecidual
das Terras Baixas (VELOSO et al.,, 1991), denominada por Andrade-Lima
(1961) e Carvalho (1994) de Floresta Estacional Caducifélia Costeira. Também
habita a Floresta Ombroéfila Densa de terras baixas (ZANI et al., 2012). Sua
ocorréncia natural vai do Estado do Rio de Janeiro chegando até as Matas das
Dunas em Natal - RN (TAVARES, 1960; AGUIAR e AOKI, 1983; FREIRE,
1990; CUNHA e LIMA, 1992; CARVALHO, 1994; AGUIAR, 2001).

Desde o inicio do século XVI até 1875, a espécie foi explorada comercialmente
por causa do corante presente em sua madeira, a “brasileina”’. Os indios

utilizavam o corante do pau-brasil para colorir penas, enquanto que na industria
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europeia, ele era utilizado para tingimento de tecidos, motivo que lhe conferia
grande valor comercial (ROCHA, 2004). Segundo esse autor, a exploragéo
descontrolada de C. echinata nos primeiros séculos da colonizag&o contribuiu

significativamente para a reducdo de suas populacdes naturais.

hY

Atualmente, o uso de C. echinata restringe-se a arborizagcdo urbana, como
arvore ornamental, e na fabricacdo de instrumentos musicais, embora em
pequena escala, devido a escassez do produto (RAMALHO, 1978; AGUIAR e
BARBOSA, 1985; AGUIAR e PINHO, 1996; ANGYALOSSY, 2005; ROCHA,
2008).

Na época da colonizacdo portuguesa, a espécie encontrava-se amplamente
distribuida na costa brasileira (LIMA, 1992), mas apds sua intensa e
prolongada exploracdo, chegou a ser considerada extinta por quase um século.
Na atualidade, em virtude de iniciativas de conservacado in situ e ex situ, C.
echinata é encontrada em remanescentes de Floresta Atlantica, porém em
namero bastante reduzido (ROCHA e SIMABUKURO, 2008) nos estados do
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Espirito Santo,
Rio de Janeiro e Sédo Paulo (LIMA, 1992). No Espirito Santo, durante muitos
anos acreditou-se que ela estivesse extinta, sendo que em 2008 populacdes
naturais de pau-brasil foram encontradas em fragmentos florestais no municipio
de Aracruz (ZANI et al., 2012). Devido a sua vasta exploracdo no periodo da
colonizacdo, o pau-brasil se encontra criticamente em perigo de extincdo
segundo a Lista de Espécies Ameacadas de Extingdo no Espirito Santo
(Espirito Santo, 2005).

A espécie C. echinata ndo apresenta taxons infraespecificos, embora muitas
populacdes mostrem diferencas marcantes no tamanho e na forma dos
folidlulos, na cor da madeira e no habito (LEWIS, 1998). Sugere-se que existam
trés diferentes morfotipos de C. echinata e, com estudos futuros, a espécie
podera ser subdividida em subespécies ou variedades (LIMA et al., 2002;
JUCHUM et al., 2008; GAMA, 2013). O morfotipo mais comum apresenta
comparativamente, os menores folidlulos e o cerne de coloracdo alaranjado,
sendo encontrado em muitas localidades ao longo da costa brasileira. Um

segundo morfotipo difere do primeiro, apresentando, folidlulos um pouco
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maiores e cerne com coloragdo laranja avermelhado. Deste morfotipo séo
conhecidos representantes cultivados e de ocorréncia natural nos estados do
Rio de Janeiro, Espirito Santo e interior do sul da Bahia. O terceiro morfotipo
apresenta folidlulos muito grandes e cerne vermelho escuro, sendo
encontrados naturalmente, até o momento, apenas em uma localidade na
Bahia, no Vale do Rio Pardo (JUCHUM et al., 2008).

Segundo Juchum et al. (2008), existem diferencas genéticas entre as trés
variantes foliares sendo necessario uma reconstrucdo taxonémica da espécie
C. echinata em dois possiveis grupos baseado na distancia filogenética entre o
morfotipo foliar grande e os outros dois tipos. Possivelmente, essas diferengas
em nivel de DNA encontradas por Juchum et al. (2008), entre esses morfotipos,

possa manifestar diferentes aptiddes ecoldgicas dessas variantes.

As informacdes existentes quanto ao comportamento ecofisiolégico de C.
echinata sdo bastante contraditérias. Para Budowski (1965), ela € uma espécie
semi-helidfila, classificada como climax, enquanto Lima (1992), Lorenzi (2002)
e Baroni (2005) a classificam como helidfila. JA& Mengarda et al. (2009)
concluiram que C. echinata ndo € uma espécie climax, mas sim intermediaria
inicial. Aguiar et al. (2005) constataram que a espécie se desenvolve melhor
com a reducdo do sombreamento. Sustentando essa informacédo, Rocha (2004)
demonstrou que a espécie pode ser cultivada em areas abertas e de clima
seco. Carvalho (1994) sugere que esta espécie possa ser um exemplo de
arborea que necessite de um sombreamento moderado na fase juvenil, e que
seu desenvolvimento é completado quando ocorre a formacédo de clareiras.
Essa caracteristica de meia sombra faz de C. echinata uma espécie resistente
a extremos de luz e que, a0 menos quando juvenil, apresenta grande
plasticidade de resposta a irradiancia (ZAIDAN et al., 2008). Novos resultados
de Mengarda et al. (2009) mostraram melhor crescimento em sombreamento

parcial o que levou os autores a considera-la espécie intermediaria.

No entanto, produtores de pau-brasil no Espirito Santo informaram que melhor
crescimento ocorre em pleno sol em comparacdo com o plantio no interior de
uma floresta. No distrito de Domingos Martins arvores com 8 anos de idade

cultivadas em um terreno em declive recebendo luz solar direta, apresentaram
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6,60 m em altura enquanto outro lote com a mesma idade e cultivado no
interior de um bosque na mesma localidade ndo ultrapassaram a 1,50 m
(MENGARDA, 2010).

Essas informacdes contraditérias chamaram a atencdo para uma possivel
relacdo entre dos morfotipos com a irradiancia. Em seu trabalho com
populacdes de C. echinata de folidlulo médio cultivadas em sombreamento
natural e em pleno sol, Gama (2013) observou caracteristicas de espécie
pioneira diferentemente da variante de foli6lulo pequeno considerada por

Mengarda et al. (2012) espécie intermediaria.

Devido aos escassos e contraditorios resultados publicados sobre esta
espécie, torna-se complexa uma classificacao definitiva de C. echinata quanto
sua posicdo na sucessao florestal. Com isso, o estudo do efeito da
luminosidade no crescimento e na fisiologia de C. echinata é de fundamental
interesse, principalmente tendo em vista a sua variagdo morfolégica e
importancia na integracdo da Floresta Atlantica (ROCHA e SIMABUKURO,
2008).

Estudos sobre a adaptacdo das espécies arbdéreas a disponibilidade de luz no
seu ambiente de crescimento sdo importantes, no sentido de contribuir para o
desenvolvimento de técnicas de plantio e de manejo de mudas dessas

espécies, na perspectiva de multiplos usos da floresta (LIMA et al., 2010).

2.3 - O desenvolvimento ontogenético das espécies e suas implicacdes

nos estudos ecofisioldgicos

O ciclo de vida dos individuos consiste em uma sequéncia de fases de
desenvolvimento até completar o ciclo de vida. Essas fases ontogenéticas séo
caracterizadas pela aquisicdo e/ou perda de certas estruturas, além de varias
mudancas morfolégicas, anatdmicas, fisiologicas e bioquimicas (BERNACCI et
al., 2008; SILVA, 2009). Assim, um individuo pode ser caracterizado em cada
momento de sua vida ndo sO por sua idade cronologica, como também por
critérios biolégicos especificos para cada fase do desenvolvimento
compreendendo todas as etapas ontogenéticas (CARVALHO et al., 1999).

19



A existéncia de um controle genético das caracteristicas e duracdo de cada
fase ontogenética indica que sua expressao fenotipica € o resultado de a¢bes
seletivas durante um tempo evolutivo. A ocorréncia de diferentes fenétipos em
diferentes fases indica que cada uma delas apresenta vantagens adaptativas
na superacdo de diferentes limitagcbes impostas pelo ambiente (LAWSON e
POETHIG, 1995). Plantas em diferentes fases ontogenéticas, geralmente, ndo
tém propriedades ecoldgicas similares e, assim, podem explorar diferentes
locais na floresta onde as variaveis ambientais sdo intensas (BERNACCI et al.,
2008, SILVA, 2009).

Ainda sdo escassos 0s estudos realizados sobre as mudancas morfolégicas e
fisiologicas em diferentes fases ontogenéticas. Sanches et al. (2009), em um
estudo com individuos jovens e adultos de C. echinata em uma floresta semi-
decidua na Bahia, constataram que as areas das raquis, dos foli6lulos, o
comprimento das raquis, a largura das folhas, o nimero de pinas e a massa
seca das folhas foram maiores nos individuos jovens, porém, a massa foliar
especifica (MFE) foi menor em relacdo aos individuos adultos. Outro exemplo é
o trabalho realizado por Houter e Pons (2012) em uma floresta tropical na
Guiana central com individuos juvenis e adultos de 17 espécies submetidos a
alta irradiancia. Os autores observaram que, sob essa condi¢do, os individuos
juvenis apresentaram menor MFE calculada pela razdo entre a massa fresca
das folhas e sua area. Nos individuos adultos, a MFE foi maior indicando

mudancas ontogenéticas.

A sequéncia das fases ontogenéticas é um dos aspectos mais evidentes da
histéria de vida de uma populacéo, e esta € manifestada através do padréao de
crescimento, diferenciacao celular, acumulo de reservas e reproducado, sendo a
variacao de altura um dos tracos morfolégicos mais conspicuos (BEGON et al.,
1996).

Um dos aspectos que influenciam na caracterizacdo das fases ontogenéticas
das espécies € a disponibilidade de luz que incide nos diferentes estratos
florestais. O gradiente de irradiancia nas florestas tropicais € grande e pode
chegar a 6% da intensidade dos raios solares que incidem no dossel

(CHAZDON et al., 1996) sugerindo que para cada fase da ontogenia ha um
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requerimento ideal de irradiancia (HOUTER e PONS, 2012). Dessa forma, os
individuos juvenis que estao no sub-bosque séo tolerantes a sombra e quando
adultos, ao alcancarem o dossel onde suas folhas sdo expostas a elevada
irradiancia, tornam-se tolerantes ao pleno sol. Em funcdo da grande variacdo
de irradiancia que ocorre entre os estratos das florestas, muitas mudangas
morfoldgicas e fisiologicas sdo manifestadas em cada fase da ontogenia até
atingir o dossel (LAMBERS et al., 2008).

2.3.1 - Morfologia foliar

De acordo com as caracteristicas do ambiente em que se encontram, as folhas
apresentam adaptacfes anatémicas, morfoldgicas e fisioldgicas que permitem
a manutencado de um balanco positivo de carbono. Folhas dos individuos mais
jovens que se encontram na sombra sdo, em geral, mais finas, apresentam
menor MFE e menor razdo entre parénquimas palicadico e lacunoso do que
folhas de individuos adultos expostos a alta irradiancia no dossel (ARANDA et
al., 2004; MENGARDA et al., 2009; GAMA, 2013). Tais caracteristicas podem
variar entre grupos ecoldgicos ou entre espécies, e influenciam a capacidade
de sobreviver e crescer em ambientes de clareiras ou no sub-bosque das
matas fechadas (ARANDA et al., 2004).

As grandes alteracfes anatdmicas ocorrem nas folhas por se tratar de um
orgdo muito exposto a atmosfera e suscetivel as mudancas ambientais. Estas
modificacdes podem alterar a intensidade de luz que alcanca o cloroplasto,
regulando os processos fotossintéticos. O estudo da anatomia foliar €, portanto,
de grande importancia para a compreensdo da plasticidade adaptativa de uma
espécie as variagbes ambientais, e em especial com a luminosidade, por estar
correlacionada com processos de trocas gasosas e outras atividades com

grande efeito no crescimento vegetal (LIMA JR et al., 2006).

A intensidade e a qualidade da luminosidade pode modificar a estrutura das
folnas como espessura da lamina foliar, espessura cuticular, densidade e
distribuicdo dos estébmatos, nimero e espessura das camadas epidérmicas e
do parénquima clorofiliano (LIMA JR. et al., 2006; COSTA et al., 2007; PINTO
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). Tais modificacbes podem influenciar no

aumento ou na reducao da irradiancia incidente nos tecidos do mesofilo que,
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por sua vez, podem alterar a eficiéncia da fotossintese (SULLIVAN et al., 1996;
VASCONCELLOS et al., 1998; HOUTER e PONS, 2012).

Dessa forma, a avaliagdo das mudancas na morfologia foliar em resposta as
variacbes ambientais permite compreender melhor alguns aspectos
ecofisiolégicos relacionados com a regeneracdo natural e a reintroducdo de

espécies arbdreas nativas no seu habitat (SANCHES et al., 2009).
2.3.2 - Morfologia caulinar

A madeira € um material heterogéneo, sendo sua variabilidade estrutural e
quimica refletida numa ampla gama de propriedades fisicas, tais como
densidade, permeabilidade, comportamento quanto a capilaridade,
condutividade térmica, difusdo da agua, entre outras. O arranjo de seus
componentes fisicos e quimicos define a estrutura lenhosa como uma
engenhosa organizacdo arquitetbnica da madeira. A madeira é um material
composto de células produzidas por uma arvore viva para suportar a copa,
conduzir agua e nutrientes dissolvidos do solo a copa e armazenar materiais de
reserva (principalmente carboidratos). A madeira é um tecido complexo devido
a sua formacao por diferentes tipos de células, as quais desempenham
diferentes fung¢bes (KLOCK et al., 2005). O crescimento secundario do caule é
formado pela atividade do cambio que origina os tecidos vasculares
secundarios, e do felogénio que da origem ao revestimento secundario, a
periderme. As células funcionais do xilema secundario sdo chamadas de
alburno localizadas externamente no caule e apresentam aspecto mais claro
(MENDONCGCA, 2010).

Os principais mecanismos evolutivos do xilema estéo relacionados a adaptacéo
a taxa de transpiracéo, a sazonalidade hidrica e a necessidade de investimento
em resisténcia mecanica. Deve-se enfatizar que, mesmo localmente, estas
caracteristicas podem variar de forma consideravel. Além disso, plantas
diferentes podem utilizar o mesmo habitat de forma muito diversa
(CARLQUIST, 2001).

O diametro e o comprimento dos vasos sdo parametros que determinam a

eficiéncia e a seguranca na condugédo de seiva. Vasos curtos e de pequeno
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didmetro sdo condutores mais seguros de agua, enquanto que os mais longos
e largos sdo mais eficientes nessa fungcdo (CARQUIST, 2001). Elementos de
vaso longos e com diametro largo, sdo parametros que determinam a eficiéncia
e resisténcia na conducdo de agua. Os mais longos e largos representam
maior condutividade e menor resisténcia ao fluxo transpiratério. Como
mecanismo de protecao a cavitacao, a planta tende aumentar a espessura da
parede do vaso bem como diminuir se comprimento (CARQUIST, 2001;
JACOBSEN et al., 2005). A reducdo no comprimento de elementos vasculares
tem importancia adaptativa por aumentar a resisténcia estrutural dos mesmos
as fortes pressdes negativas geradas pela transpiracdo. Logo, devem ser
examinadas as influéncias dos fatores ecoldgicos e fisiologicos nas variacdes
do comprimento de elementos de vaso dentro de uma espécie ou individuo. A
extensao do efeito das varia¢cdes do ambiente, também depende da preferéncia
ecolégica da espécie e da sua idade (CARQUIST, 2001). Diferencas
significativas, embora pequenas, sdo encontradas no comprimento das fibras
entre espécies de arboreas, enquanto que diferencas na largura sdo pequenas
e nao significativas (MALAN, 1995).

As caracteristicas morfolégicas das fibras variam significativamente entre os
individuos e podem ser controladas geneticamente, bem como apresentar
alteracdes, em funcdo de diferentes préticas silviculturais e com a idade
(JACOBSEN et al., 2005).

2.3.3 - Pigmentos Cloroplastidicos

Os teores de clorofila e de carotendides, assim como a proporcao entre as
clorofilas a e b, podem variar em funcdo da intensidade da irradiancia
(CARVALHO et al., 2006; BOEGER et al., 2009). Isso ocorre porque, enquanto
as moléculas de clorofila controlam as taxas fotossintéticas atraveés da
absorcdo de energia luminosa, os carotenoides sédo capazes de dissipar o
excesso de energia (BOEGER et al., 2009). Assim, plantas em ambientes de
alta ou baixa irradiancia do dossel e sub-bosque, respectivamente, apresentam
alteracbes na coloracdo de suas folhas como resultado de mudancas na
composicdo dos pigmentos cloroplastidicos que as permitam expressarem sua
capacidade fotossintética (MARENCO e LOPES, 2009).
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De acordo com Morais et al. (2007), as plantas respondem as mudancas da
irradiancia alterando a concentracdo dos pigmentos, o que influencia
diretamente na atividade fotossintética. As clorofilas podem ser foto-oxidadas
sob alta irradiancia incidente no dossel e, devido aos carotenodides serem
capazes de prevenir este processo, a relagéo entre estes pigmentos pode ser
um indicador de adaptacdo a elevada irradiancia (HENDRY e PIERCE, 1993).
A relacao clorofila a/b também é um indicativo de adaptacdo ao gradiente de
irradiancia (KITAJIMA e HOGAN, 2003; MARTINAZZO et al., 2007). Essa
razdo, amplamente utilizada na avaliacdo da irradiancia absorvida pelos
complexos coletores de luz, € um indicador de adaptacdo a diferentes
condicBes de irradiancia (BAOLI et al., 2005). Sendo essa razao normalmente
maior em folhas sob altas irradiancias (LICHTENTHALER et al., 2007) de
espécies arbolreas tropicais (MENGARDA et al.,, 2009; PORTELA, 2012;
SOARES, 2012).

Como os pigmentos cloroplastidicos sdo os responsaveis em intermediar a
captacado da irradiancia e utiliza-la como principal fonte de energia nas reacdes
fotoquimicas primarias da fotossintese, a intensidade da irradidncia pode
alterar a concentracéo e a relacdo dos pigmentos, e consequentemente, inibir
ou otimizar a captacdo da irradiancia (MARTINAZZO et al., 2007).

2.3.4 - Parede Celular

A parede celular desempenha fungbes de suporte e de formato celular (Figura
02), apresentando uma estrutura rigida em que as microfibrilas de celulose séo
o componente principal ligadas as hemiceluloses, pectinas, glicoproteinas e
substancias aromaticas (McCANN et al., 2001). Dois tipos de parede celular
podem ser observadas: primaria e secundaria, diferenciadas por suas
composi¢cdes quimicas e fase do desenvolvimento celular. A parede primaria
aparece durante a divisdo celular e aumenta sua area de superficie durante a
expansado da célula. Ja a parede secundaria é formada internamente a primaria
no processo de diferenciacdo e se diferencia da primaria pela deposi¢do de
lignina. A parede primaria esta presente em todas as células vegetais,
enquanto a parede secundariaocorre somente em alguns tipos de células
(CARPITA e Mc CANN, 2000).
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Biomassa Lignoceluldsica

Célula vegetal

Parede celular

] \ ¥ ™ Lignina
\_ Hemicelulose

Figura 02. Estrutura da parede celular. Adaptado de Kondo (1997).

A celulose (Figura 03) é considerada o polimero vegetal mais abundante,
representando cerca de 15 a 30% da massa seca de paredes celulares
primérias (CARPITA e McCANN, 2000) sendo ainda mais abundante em
paredes secundarias. Este polissacarideo apresenta longas cadeias de glicose
onde os mon6meros sdo unidos por ligacao glicosidica do tipo B-(1-4), que
necessitam de mais energia para serem quebradas quando comparadas com
a-(1-4). A celulose pode ser representada pela formula geral (CgH100s), em
que cada unidade de glicose sofre uma rotacdo de 180° em relacdo a glicose
vizinha e a unidade basica que se repete é a celobiose (BEGUIN e AUBERT,
1994).
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Figura 03. Representagdo esquematica da molécula de celulose (SANTOS et al., 2012).

Ao contrario do amido, esse polissacarideo ndo apresenta ramificacdes em sua
cadeia. A linearidade da molécula, juntamente com a disposicdo antiparalela de
duas cadeias de celulose, facilita a formacéo de inimeras pontes de hidrogénio
entre as hidroxilas das moléculas de glicose, impedindo a hidratacdo do
polissacarideo (BUCKERIDGE et al., 2008).

As hemiceluloses (Figura 04) sdo heteropolissacarideos, incluindo glucanos,
mananos, arabinanos e xilanos, constituindo o segundo grupo de
polissacarideos renovaveis mais abundantes na natureza. As hemiceluloses
apresentam-se na forma de homopolimeros (e.g. xilano, em que a cadeia
principal da molécula é formada por unidades de xilose) ou heteropolimeros
(e.g. glucomanano, com a cadeia principal formada por unidades de glucose e

manose), estando intimamente associadas a celulose(SAHA, 2003).

HO,C

H4CO

Figura 04 - Representacdo esquematica da hemicelulose (SANTOS et al., 2012).

As unidades constitutivas das hemiceluloses (Figura 05) compreendem as
hexoses (glucose, manose e galactose), pentoses (arabinose e xilose),
podendo ainda apresentar quantidades variaveis de acido D-glucurénico, acido
D-4-O-metilglucuronico, acido D-galacturénico e ainda os grupos O-acetil ou
ésteres de acido ferulico e p-cumarico ligados através de unidades de L-

arabinose a cadeia principal (SAHA, 2003).
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Figura 05 - Representacbes de alguns monossacarideos comuns das hemiceluloses
(SJOBERG, 2002).

As hemiceluloses ndo aparecem de uma forma organizada como a celulose
(formando estruturas cristalinas), mas, posicionam-se de uma forma paralela as
microfibrilas de celulose e liga-se a estas por pontes de hidrogénio, originando
uma intrincada e complexa malha de polissacarideos. Alem disso, as
hemiceluloses possuem a propriedade de serem solUveis em solucdes basicas
diluidas classificadas em xilanos, mananos, galactoglucomananos, arabinanos,
galactanos e xiloglucanos (Figura 06) (CARPITA e MACCANN, 2000).
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Figura 06 - Representacdo de um segmento de uma cadeia de xiloglucano. Glucose (G), xilose
(X), galactose (L) e fucose (F) (PETKOWICZ et al., 2006).
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As funcdes atribuidas as hemiceluloses sdo principalmente de equilibrio das
forcas de tensdo da parede celular e o controle do crescimento celular
(BUCKERIDGE et al., 2008). Na parede celular priméaria das angiospermas as
duas principais hemiceluloses sdo o xiloglucano (XG) e o
glucoronoarabinoxilano (GAX), sendo o primeiro presente em todas as
eudicotiledéneas e o segundo aparecendo na maioria das monocotiledoneas
(CARPITA e MACCANN, 2000).

A lignina (Figura 07) é considerada um poderoso agente cimentante da parede
celular, caracteristico de tecidos de plantas lenhosas. Funciona como barreira
quimica e fisica, responséavel pela conducdo de agua nos tubos condutorese de
elevado peso molecular (LATORRACA e ABREU, 1997) proveniente da
oxidacdo desidrogenerativa de trés monoligndis alcoois precursores: p-
cumarilico, trans-coniferilico e trans-sinapilico. Quando estes monoligndis sédo
incorporados a lignina, sdo chamados trivialmente de phidroxifenil, guaiacil e

siringilpropano, respectivamente (RAES et al., 2003).
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Figura 07. Representacdo esquematica da lignina de eucalipto (SANTOS et al., 2012)
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Durante o desenvolvimento celular, a lignina € incorporada como ultimo
componente da parede celular, interpenetrando nas fibrilas e fortalecendo a
parede (TENORIO, 2010) no processode lignificacdo. A deposicdo de lignina
proporciona a parede celular consideravel resisténcia e rigidez. Essa
lignificacdo, também, pode ser induzida por uma infeccdo ou ferida, para
proteger os tecidos contra o ataque de patdégenos (RAES et al., 2003). A lignina
é indispensavel em diversos processos bhioldgicos como assegurar a existéncia
de vias rapidas de circulacdo de agua e minerais e conferir rigidez necessaria a
manutencdo da verticalidade do caule principal a varios metros de altura, ndo
apresentando mobilidade entre paredes celulares, o0 que torna compreensivel a
preservacao desse material ao longo de milhares de anos sob a face da terra,

em condi¢des rigorosas de alteracdo ambiental (ABREU et al., 1999).

A composicdo da lignina varia entre as espécies, dentro da espécie e também
na mesma planta, pois ha variacdes de célula para célula de acordo com a
localizagéo da parede celular, conforme a fase de desenvolvimento e, ainda,
com a influéncia de estresses ambientais (STUDART-GUIMARAES et al.,
2003). Sua arquitetura molecular difere entre os taxons, entre células e até
mesmo dentro da parede celular, respondendo aos efeitos abidticos e
biéticos(LARROQUE e PLANCHON, 1990; KITAYAMA et al., 2004). Ela ocorre
na parede celular de plantas superiores em diferentes concentragdes podendo
variarde 25 a 35% em madeiras duras e de 18 a 25% em madeiras macias
(BONONI, 1999; LARS, 2000).

29



3. OBJETIVOS
3.1 - Objetivo geral

Caracterizar alguns aspectos morfologicos e fisiolégicos de Caesalpinia
echinata Lam. do morfotipo folha média nossas fases juvenil, jovem e adulto da

ontogenia em condi¢des naturais em um fragmento da Floresta Atlantica.

3.2 - Objetivos especificos

1) Analisar aspectos biométricos como altura, diametro do caule, area foliar
especifica, massa foliar especifica e teor de agua nos foli6lulos de individuos

de C. echinata nas fases juvenil, jovem e adulto

2) Analisar caracteristicas anatdmicas dos folidlulos como espessura da folha,
espessura dos tecidos epidérmicos, densidade estomética, espessura dos
parénquimas e espessura da cuticula dos individuos de C. echinata nas

diferentes fases ontogenéticas.

3) Analisar as caracteristicas anatémicas do caule como espessura e tamanho
das fibras e elementos de vasos do xilema dos individuos de C. echinata nas

diferentes fases de desenvolvimento.

4) Determinar os teores de pigmentos cloroplastidicos e as razdes clorofila a/b
e clorofila total/carotenoides dos folidlulos dos individuos de C. echinata nas

diferentes fases ontogenéticas.

5) Determinar os teores de celulose e lignina bem como possiveis alteractes
qualitativas das hemiceluloses do caule e folidlulos dos individuos de C.

echinata da fase juvenil até a fase adulta.
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4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 - Area de estudo e espécie

O fragmento florestal onde foi realizado o estudo esta situado no municipio de
Aracruz, distrito de Barra Riacho, na mesorregido Litoral Norte do Espirito
Santo, nas coordenadas 19°40’30"S e 40°09’10"W (Figura 08). A area é
propriedade da empresa Fibria e é identificada como Al do Lim&o (area de

identificacdo utilizada pela proprietaria da area de estudo).

Figura 08. Localizacdo do municipio de Aracruz em cinza e em destaque a area de estudo
(ZANI et al., 2012; Google Eath).

O fragmento analisado possui aproximadamente 30 ha, com altitude variando
entre 30 m e 45 m. A éarea j4 teve, na sua porcao anterior, uma grande area
destinada ao plantio de limdo, mas hoje essa plantagcdo deu lugar a uma
pastagem (ZANI et al., 2012).

De acordo com a classificacdo de Képpen (KOPPEN; GEIGER, 1928) o clima
da regido é tropical umido (Aw), com estacdo chuvosa no verdo e seca no
inverno e a temperatura média anual é de 23°C (EMBRAPA, 2000).
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A vegetacdo do fragmento pode ser classificada como Floresta Ombrdfila
Densa das Terras Baixas, mas também €& conhecida como Florestas de
Tabuleiros (ZANI et al., 2012).

A espécie estudada, C. echinata, ocorre naturalmente nesse fragmento florestal
e atualmente encontra-se bem preservada e em vias de regeneracdo na area
(ZANI et al., 2012).

4.2 - Material vegetal

Foram utilizados foli6lulos e segmentos do caule de individuos de C. echinata,
do morfotipo folha média em trés diferentes fases: juvenil, jovem e adulto
(Tabela 01). Para cada fase foi demarcada uma populacdo amostral de cinco

individuos.

Tabela 01. Classificacdo dos individuos de C. echinata em diferentes fases
ontogenéticas.

Parametro de classificacéo

Estadios
Altura Ocorréncia no estrato florestal
Juvenil 0,20malm Sub-bosque sombreado
Jovem 2ma3m Sub-bosque sombreado
Adulto Acimade 5m Dossel

Em campo foram medidas a altura e, com auxilio de uma fita métrica, a
circunferéncia a altura do peito (CAP) dos individuos jovens e adultos. J& para
os individuos juvenis foram medidas a altura, com auxilio de uma fita métrica, e

a circunferéncia do caule, com um paquimetro digital.

Folidlulos da regido mediana da folha completamente expandida foram
coletados com o auxilio de um podéao aéreo e tesoura de poda. Fragmentos do
caule dos individuos jovens e adultos foram coletados da regido a altura do
peito com auxilio de um trado manual. Ja dos individuos juvenis essa operacao

foi realizada com o auxilio de tesoura de poda.

Amostras de folidlulos e fragmentos do caule coletadas em campo foram, parte
congelados em nitrogénio liquido e parte armazenados em caixa térmica com

gelo e ambos transportados para o Laboratorio de Fisiologia Vegetal do
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Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Espirito

Santo onde foram armazenados em ultrafreezer (-80 °C).
4.3 - Analises quimicas dos folidlulos

Para as analises quimicas foliares, foram utilizados 5 g de massa seca de
folidlulos secados em estufa a 60°C até obtencdo da massa constante e
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados.

As amostras foram enviadas ao Laboratério de Analise Agronbmica e
Ambiental - Fullin S/A localizado no municipio de Linhares-ES onde foram
analisadas de acordo com métodos analiticos para fins agronémicos
pormenorizadamente descrito por Malavolta et al. (1997). Foi utilizado o
método semi-micro-Kjeldahl para a quantificacdo de N, o método de
colorimetria do metavanadato para a quantificacdo de P, o método de
turbidimetria do sulfato de béario para a quantificacdo de S, a fotometria de
chama de emissao para a quantificacdo de K (B462, Micronal, Brasil), 0 método
de colorimetria da curcumina para quantificacdo de B e espectrofotometria de
absorcdo atdbmica para a quantificacdo de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn (Spectraa
55 B, Varian Inc., EUA).

4.4 - Medidas biométricas dos folidlulos

Os foli6lulos coletados em campo e armazenados em caixa térmica com gelo
foram pesados para obtencdo da massa fresca e levados para estufa a 60°C
para secagem. Apos a secagem, os foli6lulos foram pesados novamente para

obtencdo da massa seca.

A medida da area foliar foi realizada com auxilio de um medidor de area foliar
(Area Meter, LI-COR 3100). Com esses dados, foram calculados a massa foliar
especifica (MFE=MFF/AF) segundo Hunt (1982) e o teor de agua ou suculéncia
da folha (Teor H,O = MFF-MSF/AF) de acordo com Parida et al. (2004). Sendo
MFF = massa fresca do folidlulo; AF = area do folidlulo e MSF = massa seca do

foliélulo.
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4.5 - Extracédo e quantificacdo de pigmentos cloroplastidicos

A avaliacdo de possiveis relacbes da ontogenia com o0 metabolismo
fotossintético de C. echinata foi realizada por meio de dosagens dos pigmentos
cloroplastidicos em foliélulos da regido mediana da folha totalmente expandida
segundo o protocolo de Hiscox e Israeltam (1979). Para isso, retirou-se quatro
discos foliares de 0,45 cm de didametro na regido mediana do folidlulo com o

auxilio de um perfurador metalico de folha desprezando a nervura central.

Os discos foram imediatamente transferidospara tubos de ensaio com tampa
contendo 7 mL de dimetil sulféxido (DMSO) e incubados no escuro em banho-
maria a 65 °C por 24 horas. Apdés esse periodo, o volume de DMSO foi
completado para 10 ml nos tubos de ensaio para a realiza¢do das leituras das
absorbancias. As leituras foram feitas nos comprimentos de onda de 470, 645,
663 nm em espectofotbmetro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis
Spectrophotometer, e calculados as concentragbes dos pigmentos segundo

Lichtenthaler e Welbum (1983) pelas seguintes férmulas:

Clorofila a = [(12,7.Ass3) — (2,69.A645)].V/(1000.MS) (mg.g™* MS);

Clorofila b = [(22,9.Ae4s) — (4,68.A663)].V/(1000.MS) (mg.g™ MS);

Clorofila Total = [(20,2.A¢s3) — (2,69.A645)].V/(1000.MS) (mg.g™* MS)
Carotendides = [(1000.A470) — (1,82.Chl a — 85,02.Chl b)].V/(198.1000.MS)
(mg.g™* MS).

Onde: Chl e Carot. significam clorofila e carotenoides, respectivamente. As7o =
absorbancia a 470 nm; Agsz = absorbancia a 663 nm; Agss = absorbancia a 645
nm; V= volume da amostra (mL); MS = massa seca da amostra (g). Também
foi calculada a razao clorofila a/b e razdo clorofila total/carotenoides
(Chlroa/Carot). Para a obtencdo da massa seca, os discos foram secados em

estufa a 70°C até obtengédo de massa constante.
4.6 - Andlises anatémicas dos foliolulos

Os folidlulos coletados foram armazenados em alcool 70% (v/v). Amostras do
terco mediano do limbo, nas regibes da nervura central foram cortadas e

desidratadas em série etandlica crescente (70%, 90%, e 100%) e incluidas em
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resina glicol-metacrilato (Leica Historesin®), segundo recomendacdes do
fabricante. Ap6s secagem da resina o material incluso foi colado em blocos de
madeira com o auxilio de adesivo instantaneo. Foram feitas seccdes
transversais de 10um de espessura com o microtomo rotativo Jung® e corados
com Azul de Toluidina (O’BRIEN et al., 1964). A analise anatdbmica quantitativa
foi realizada por meio de medi¢Bes da espessura total do limbo, da cuticula, da
epiderme de ambas as faces do foliélulo, e dos parénquimas palicadico e

lacunoso.

Para a determinacéo da densidade estomatica (mm?) foi feita a impressdo da

epiderme foliar abaxial em lamina de vidro, com adesivo instantaneo.

As medicbes foram realizadas com auxilio do software analisador de imagens
TSview. Os valores médios foram obtidos a partir de 25 medi¢des/tratamento.
As observacbes e a documentacdo fotografica foram realizadas em
fotomicroscopio (Nikon, Eclipse E200, Tokio, Japao).

4.7 - Andlises anatomicas do caule

Para as andlises anatdomicas do caule foram utilizados fragmentos do caule
para a maceracdo do xilema. A maceracdo consiste em dissolver a lamela
média para obtencdo de células dissociadas. O método utilizado foi o de

Franklin modificado por Kraus e Arduin (1997).

Com o auxilio de uma lamina retirou-se a casca e utilizou-se somente o xilema.
O xilema foi fragmentado formando tiras no sentido longitudinal do caule.
Posteriormente os fragmentos foram colocados em tubos com tampa contento
20 mL de solugédo de agua oxigenada e acido acético na proporcdo de 1:1 e
levados a estufa a 60 °C por 3 dias para a dissociagdo completa. O material foi

lavado em agua comum e armazenado em geladeira com alcool 70%.

A partir do material macerado e corado com Safrablau foram feitas 25
medidas/tratamento do comprimento do elemento de vaso (CEV), diametro do
[imen do elemento de vaso (DEV), parede do elemento de vaso (PEV),
comprimento da fibra (CFl) e diametro da fibra (DFI). As medi¢cdes foram

realizadas com auxilio do software analisador de imagens TSview. As
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observacbes e a documentacdo fotogréfica foram realizadas em
fotomicroscopio (Nikon, Eclipse E200, Tokio, Japao).

4.8 - Determinacéao de celulose e lignina dos foli6lulos

Amostras de foliélulos congeladas em ultrafreezer (-80 °C) foram liofilizadas e,
posteriormente, maceradas em nitrogénio liquido até a obtencdo de um poé

uniforme.
4.8.1- Determinacao de celulose dos folidlulos

A determinacdo de celulose das amostras de folidlulos foi realizada segundo
Brendel et al. (2000). Pesou-se 100 mg de amostras maceradas, em tubos de
vidro com tampa. Adicionou-se 2 mL de &cido acético (80% v/v) e 200 pL de
acido nitrico concentrado (69% v/v). Os tubos foram fechados, as amostras
misturadas com cuidado, e autoclavados por 25 minutos a 120 °C. Apds esfriar,
as amostras foram transferidas para tubos falcons de 15 mL, previamente
pesados, e logo apds adicionado 2,5 mL de etanol (99% v/v). As amostras
foram misturadas com agitador do tipo vortex, centrifugadas (6000 rpm por 10
minutos) e o sobrenadante descartado cuidadosamente. Em seguida, as
amostras foram lavadas sequencialmente da seguinte forma: (1) com 5 mL de
etanol (99% v/v) para remover os produtos degradados na extracdo; (2) com 5
mL de H,O deionizada para remover o0s vestigios do &cido nitrico; (3) com 5 mL
de NaOH (17% v/v) deixando em temperatura ambiente por 10 minutos; (4)
com 5 mL de H,O deionizada; (5) com 2,2 mL de H,O deionizada e 600 pL de
acido acético, misturou, adicionou mais 2,2 mL de H,O deionizada para retirada
de material ndo celulésico ainda persistente e (6) com 5 mL de H,O
deionizada. Entre cada lavagem (1 a 6), as amostras foram sedimentadas por
centrifugacéo (6000 rpm por 10 minutos) e o sobrenadante descartado. Por fim
as amostras foram secadas em estufa e pesadas para determinacdo da

porcentagem de celulose das amostras de folidlulos.
4.8.2 - Determinacgdo de lignina dos foliélulos

A determinacdo de lignina da folha foi realizada segundo Dos Santos et al.

(2008). Foi pesado 150 mg de amostra de folha em p6 em tubos de vidro e
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homogeneizado em 10 mL de tampéo fosfato de sodio e potassio 50 mM pH 7.
As amostras foram transferidas para tubos falcons de 15 mL e lavadas
sequencialmente com centrifugacdo (6000 rpm por 10 minutos) e descarte do
sobrenadante: trés vezes com 7 mL de tampéao fosfato; trés vezes com 7 mL de
TRITON X-100 (1% v/v) em tampéao fosfato; duas vezes com 7 mL de NaCl 1M
em tampdo fosfato; duas vezes com 7 mL de agua destilada; duas vezes com 7

mL de acetona.

Apés os procedimentos citados o precipitado foi secado em estufa a 60 °C por
24 horas. Do precipitado seco obtido, pesou-se 50 mg em tubos de 15 mL,
adicionou-se 1,2 mL de acido tioglicélico e 6 mL de HCI 2M. Incubou-se a 95 °C
por 4 horas. ApGs esse tempo as amostras foram centrifugadas por 15 minutos
e lavadas trés vezes com agua destilada. Adicionou-se 7 mL de NaOH 0,5M e
incubou a 30 °C por 18 horas sob agitagdo em agitador magnético. Depois as
amostras foram centrifugadas e reservou-se o sobrenadante. O precipitado foi
lavado com 3 mL de NaOH 0,5M e centrifugado. O sobrenadante resultante foi
unido ao anterior, acidificado com 1,8 mL de HCI e acondicionadoem 4 °C por
12 horas para precipitagdo. Apos esse periodo, foi lavado duas vezes com
adgua destilada (centrifugado e descartado o sobrenadante). O precipitado

obtido foi secado a 60 °C por 24 horas e ressuspendido em 1 mL NaOH 0,5M.

A determinacdo do conteudo de lignina foi realiza por espectrofotometria,
sendo as leituras a 280 nm. Foi utilizada a solugcdo de lignina padrdo para
criacao da curva padrao.

49 - Analise da celulose, lignina e dos monossacarideos das

hemiceluloses do caule

As extracbes dos componentes das hemiceluloses (fucose, ramnose,
arabinose, galactose, glucose e xilose), lignina total, lignina solavel e lignina
insolivel do caule foram realizadas seguindo referéncias normativas do
Laboratério de Andlises Quimicas do Centro Tecnoldgico da empresa Fibria
S/A localizada no municipio de Aracruz - ES onde o procedimento foi

conduzido. A extracdo e quantificacdo da celulose foram realizadas no
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Laboratdrio de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal do Espirito Santo-
UFES conforme metodologia descrita detalhadamente no item 3.9.1.

4.9.1- Preparacdo de amostras livres de extrativos solUveis do caule

Os extrativos da madeira sdo compostos quimicos e representam apenas uma
pequena parte da madeira. Sdo solGveis em constituintes menores, em agua

ou ainda em ambos.

As amostras foram secas em estufa a 50 °C, trituradas com o auxilio de tesoura
e logo em seguida moidas em moinho de facas Ciclone Sample Mill©
utilizando-se peneira de 1 mm. Foram pesados aproximadamente 3 g das
amostras moidas em cartuchos de extracdo de 25 X 80 mm UNIFIL e
acrescentados 60 mL de solvente (etanol/tolueno na proporgéo de 1:2). Os
copos foram fixados no suporte da unidade de extracdo Soxtec™ com os

cartuchos de extracdo na posicao ebulicdo a 100 °C por 1,5 hora.

ApOs a extragdo os cartuchos de extragdo foram removidos e secados em

estufa a 105 °C até peso constante.
4.9.2- Determinacao dos monossacarideos das hemiceluloses do caule

A analise dos componentes das hemiceluloses (fucose, ramnose, arabinose,
galactose, glucose e xilose) foi realizada segundo American Society for Testing
and Materials (2001b). Foram pesados 100 mg da amostra livre de extrativos
em baldo volumétrico de 100 mL e em seguida foi determinado a consisténcia
da amostra. Adicionou-se 2 mL de acido sulfarico 2N gota a gota a amostra
com o baldo volumétrico em banho-maria de &agua gelada para evitar o
superaquecimento da mesma. Feito isso, a amostra foi levada a banho-maria
por 1 hora a 30 °C e logo apos diluida com 56 mL de agua ultra-pura e levada a
autoclave regulada em 1 atm de pressdo por 1 hora. As amostras foram
transferidas para um becker e homogeneizadas com ajuda de agitador
magneético e durante a agitacao foi adicionado uma solucdo de hidroxido de
bario saturada até ajuste do pH 4. Centrifugou-se a amostra neutralizada por
10 minutos e transferiu-se o sobrenadante para um baldo de 250 mL onde o

volume foi completado com agua ultra-pura.
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As determinagdes de fucose, ramnose, arabinose, galactose, glucose e xilose
foram realizadas em cromatéfrago de ions DX-600 DIONEX®, programado
automaticamente utilizando o amostrador AS50. O eluente de arraste utilizado
foi 60 mM de NaOH e o eluente de limpeza foi de 200 mM de NaOH, com fluxo
de 1 mL.min?, pressdo no sistema de aproximadamente 1500 psi. A coluna
utilizada foi a de troca anibnica Dionex® CarboPac PAl (4 x 250 mm) com
coluna-guarda CarboPac PA1(4 x 50mm) e o detector amperométrico
associado ao eletrédo de ouro foi ajustado de acordo com a metodologia
descrita por Bragatto (2007). Foram utilizadas amostras concentradas para
quantificacdo de acucares de menor concentracdo e amostras diluidas (25
vezes) para quantificacdo de acgUcares de maior concentracdo, assegurando

assim que a amostra encontrava-se dentro da curva de calibracao.

As curvas de concentracdo para cada carboidrato foram construidas de acordo
com o perfil cromatografico das amostras com os referidos padrdes de fucose,
galactose e xilose da Sigma® e ramnose, arabinose, galactose e glucose da
Fluka®.

4.9.3 - Determinacéo de lignina do caule

A andlise dos teores de lignina foi realizada segundo American society for
Testing and Materials (2001a) e Technical Association of the Pulp and Paper
Industry (1998). Pesou-se 1 g de amostra livre de extrativos em um becker com
2 repeticbes e em paralelo foi determinado a consisténcia da amostra.
Adicionou-se aos beckers 15 mL de acido sulfurico 2 N, macerou-se o material
com um bastédo de vidro seguido de em banho-maria a 20 °C sob agitagcéo
frequente para completa impregnacao. O material do becker foi transferido para
frasco e lavado com agua destilada quente completando o volume para 575
mL. A solucéo foi fervida por 4 horas em capela, mantendo constante o volume
com frequente adicdo de agua destilada quente. Terminado o tempo de
ebulicdo, o material foi esfriado e deixado precipitar a lignina insoltvel por 12
horas. Com o peso do precipitado foi determinada a porcentagem da lignina

insollvel através da férmula:

% lignina = (A/W) x 100
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Onde: A= peso de lignina em gramas e W= peso seco da amostra em gramas

ApoOs esse tempo, sem ter agitado o precipitado, a solucdo sobrenadante foi
sifonada através de um cadinho filtrante com porosidade média previamente
tarado. Do filtrado foi retirado uma parte para determinacéo da lignina soltvel

em acido.

A lignina foi lavada com agua quente até ficar livre de acido verificando a
medida do pH com papel indicador até o momento que o filtrado ficou com o
mesmo valor de pH da agua da lavagem. O cadinho filtrante foi secado em
estufa a 105 °C até obtencdo da massa constante, resfriado em dessecador e
pesado para obtencdo da lignina insoluvel.

Com a solucéo sobrenadante foi realizado a leitura em espectrofotdmetro a 206
e 246 nm. Com os dados das absorbancias foram calculados as concentracdes

de lignina soltvel através da formula:
C].:[(3,595 X Azoe) - A256] / 339,5

Onde: C1= concentracdo de lignina, Ajps=absorbancia a 206nm, A=
absorbancia a 256nm. Com o calculo da concentracdo de lignina soltvel foi

possivel determinar a porcentagem de lignina através da seguinte formula:
% lignina soluvel [(C1 x dilui¢cdo) / peso seco da amostra] x 100

O fator de diluicéo utilizado foi de 25%=2,30. ApGs o calculo da porcentagem
de lignina soluvel e insoluvel foi determinado o a porcentagem total de lignina

atraves da formula:
Lignina total = lignina soltvel + lignina insoluvel

4.10 - Andlises estatisticas e delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Para todos
os dados foram feitas analises de variancia ANOVA seguida do teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade pelo Programa Assistat 7.5 beta (2008),
UAEG-CTRN-UFCG, Campina Grande — PB e a organizacdo, normalizacao e

tabulacédo dos dados, executados pelo programa Microsoft Office Excel (2007).
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5 - Resultados e Discusséao
5.1 - Nutrientes dos foli6lulos

Diferencas significativas nas concentragcbes dos macronutrientes ocorreram
somente para o P, K e Ca (Tabela 02). Enquanto o P aumentou com o avanco
das fases ontogenéticas alcancando maior valor nos individuos adultos, o
inverso foi observado para o K e Ca sem diferenca significativa na
concentracdo do K entre individuos juvenis e jovens.

Tabela 02 - Concentracfes de macronutrientes nos folidlulos de individuos de

C. echinata em diferentes fases ontogenéticas. Valores dados em peso do
nutriente/peso de massa seca de folidlulos (g/KQg). £ erro padrédo da média.

Fases Ontogenéticas

Nutrientes (g/Kg)

Juvenil Jovem Adulto
N 22,820°+ 0,431  21,052°+1,112  21,938%+0,631
P 0,802° + 0,072 0,966%" + 0,128 1,202% + 0,064
K 11,752+ 0,459  12,502°+ 1,234 8,130° + 0,884
Ca 7,541%+1,167 4,55% + 0,727 3,918" + 0,152
Mg 1,788% + 0,197 1,704% + 0,242 1,176% + 0,066
S 3,618 + 0,298 3,520% + 0,128 2,816% + 0,231

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=5).

A concentragdo dos macronutrientes seguiu a ordem decrescente: N > K > Ca
> S > Mg > P para os individuos juvenis e jovens,e N>K >Ca>S >P > Mg
para os individuos adultos. Estas relagcbes demonstraram a maior proporcao de
P e menor de Mg nos individuos adultos em relacdo aos individuos juvenis e

jovens.

Os nutrientes nas folhas estdo diretamente relacionados com o
desenvolvimento e producdo da planta (SILVEIRA et al., 2004). Assim, a
absorcado dos nutrientes pode ser mais elevada no periodo em que as plantas
encontram-se no estadio juvenil, o qual corresponde ao periodo de maior
produtividade do individuo (PINTO, 2007). Logo, observa-se uma diminui¢do na
concentracdo de K e Ca a medida que C. echinata avanca do estadio juvenil
para o adulto. Esse resultado ndo era esperado uma vez que esses elementos

estdo intimamente relacionados com mecanismos de osmoregulacdo mais
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intensos nas folhas dos individuos adultos expostas ao pleno sol onde a
turgescéncia foliar foi maior, indicando uma caracteristica interespecifica. As
maiores concentracdes de P nos individuos adultos sugere maior necessidade
de moléculas rica em energia como o ATP para sintese de componentes de

parede celular como a lignina mais representativa em individuos adultos.

Entre os micronutrientes, o B foi Unico elemento que apresentou diferenca
significativa com maior concentragdo nos foliélulos dos individuos adultos sem
diferenca entre os individuos e sem diferenca significativa entre os individuos
juvenis e jovens (Tabela 03).

Tabela 03 - ConcentragBes de micronutrientes nos folidlulos de individuos de

C. echinata em diferentes fasesontogenéticas. Valores dados em peso do
nutriente/peso de massa seca de folidlulos (mg/Kg). + erro padrao da média.

Fases ontogenéticas

Nutrientes (mg/Kg)

Juvenil Jovem Adulto
Fe 103,00%+ 7,021  107,200% + 9,297 90,400% + 3,311
Zn 19,600% + 1,327  23,400% + 1,860 16,000 + 3,194
Cu 8,400% + 0,748 8,600% + 1,400 8,800% + 2,354
Mn 89,000% + 14,963 74,400% + 10,633 52,800% + 2,782
B 29,600% + 2,421 39,400 + 5,997 20,600 + 0,812

Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=5).

O B é importante na formacdo da parede celular, mais especificamente na
sintese de seus componentes como pectina, celulose e lignina (MORAES,
2002). A maior concentracdo de B observado nos individuos jovens pode estar
relacionado tanto a intensa atividade da uridina difosfato (UDP) formando
celulose e pectinas quanto a formacdo de complexos de boratos com certos
fendis, regulando a taxa de fendis livres e aumentando os precursores da

sintese de lignina.
5.2 - Medidas biométricas

Os individuos juvenis de C. echinata apresentaram altura média de 0,56 m e
7,05 cm de diametro do caule, ja os individuos jovens apresentaram altura
média de 4,20 m e 13,10 cm de didmetro do caule e os individuos adultos

apresentaram altura média de 9,04 m e 55,30 cm de didmetro do caule (Tabela
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04). Sabe-se que C. echinata € uma espécie arbdrea que pode atingir até 30 m
de altura e 1 m de diametro, sendo capaz de se regenerar no sub-bosque das
florestas tropicais (SANCHES, 2009). Os individuos juvenis apresentaram 0s
maiores valores de area foliar especifica (AFE), enquanto que os individuos
adultos apresentaram o0s maiores valores de teor de agua e massa foliar
especifica (MFE) (Tabela 04).

Tabela 04 - Medidas de altura (m), diametro do caule (cm), teor de agua foliar
(mg H,O cm??), area foliar especifica (AFE) (cm?) e massa foliar especifica
(MFE) (mg MF cm?’) de individuos de C. echinata em diferentes fases
ontogenéticas. + erro padrao da média.

Fases ontogenéticas

Medidas
Juvenil Jovem Adulto
Altura 0,560° + 0,109 4,200° + 0,406  9,040% + 1,631
Diametro caule 7,050°+1,023  13,100°+ 0,640 55,300% + 8,635
Teor H,0 0,010° + 0,003 0,011°+0,001  0,017%+ 0,002
AFE 67,190%+ 11,515 58,750% + 5,848 36,995" + 1,093
MFE 0,016° + 0,001 0,017°+0,001  0,023%+ 0,001

Médias seguidas da mesma letra na linha nédo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=5).

Os individuos juvenis e jovens de C. echinata estavam localizados
respectivamente, no estrato inferior e no sub-bosque sombreado do fragmento
florestal, enquanto que as copas dos individuos adultos, que alcangcavam o
dossel, estavam expostas ao pleno sol. Assim, as condicBes microclimaticas
distintas do estrato florestal influenciaram varias caracteristicas morfologicas

analisadas.

Os maiores valores de MFE observados nos foliolulos dos individuos adultos
também encontrados em outras espécies arboreas em dosséis de florestas
tropicais (RIJKERS et al., 2000; THOMAS e WINNER, 2002; SANTIAGO et al.,
2004, SANCHES et al, 2009; HOUTER e PONS, 2012) demonstram a elevada
capacidade de C. echinata em se adaptar ao gradiente de irradiancia
(BOEGER e WISNIEWSKI, 2003) indicando elevado grau de esclerofilia dos
individuos dessa populacdo como parte de suas estratégias adaptativas (LIMA
et al.,, 2008; MENGARDA et al., 2009; KWAK et al., 2011; PORTELA, 2012;

GAMA, 2013). Essa adaptacao eleva a resisténcia a perda de agua por
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transpiragéo e controle de foto-danos (MENDES et al., 2001; DUZ et al., 2004,
PORTELA, 2012) sem comprometer a atividade fotossintética (NAKAZONO et

al., 2001) e minimiza os efeitos do aquecimento (FINI et al., 2010).

Assim, além da alta densidade de fluxo de fétons, outros fatores ambientais
como temperaturas elevadas e maiores déficits de pressao de vapor d’agua

podem intervir nas caracteristicas morfofisiologicas foliares (LUTTGE, 1997).

Além das variaveis atmosféricas, cabe ressaltar que C. echinata ocorre
preferencialmente na parte baixa da floresta, sujeita a seca sazonal sugerindo
o envolvimento das relagBes hidricas nos ajustes fisiolégicos (SANCHES,
2004).

Os folidlulos de individuos juvenis e jovens expostos a baixas densidades de
fluxo de fétons mostraram maior AFE em relacdo aos individuos adultos,
caracteristica essa que pode contribuir para 0 aumento da absorcao de luz em
um ambiente onde esse recurso é limitante (POORTER e NAGEL, 2000).

Embora as variaveis ambientais tenham grande influéncia na morfologia foliar,
ndo podemos descartar o controle enddgeno das mudancas ontogenéticas
(ISHIDA et al., 2005). Alguns estudos tém demonstrado que folhas de
individuos adultos apresentam maior MFE independente do regime de
luminosidade (RIJKERS et al., 2000; THOMAS e WINNER, 2002).

5.3 - Pigmentos cloroplastidicos

Os teores de pigmentos cloroplastidicos dos individuos de C. echinata
apresentaram diferencas entre as fases ontogenéticas (Tabela 05). Os
individuos juvenis apresentaram os maiores valores de Chl a, de Chlrqa € de

Carot.

44



Tabela 05 - Concentracdes de pigmentos cloroplastidicos de individuos de C.
echinata em diferentes fases ontogenéticas. Clorofila a (Chl a); clorofila b (Chl
b): clorofila total (Chlrew); carotenoides (Carot) ambos em mg.g MS™; relacéo
entre clorofila a e clorofila b (Chl a/b) e relacdo entre clorofila total e
carotendide (Chlyqa/Carot). + erro padrao da média.

Fases ontogenéticas

Pigmentos :
Juvenil Jovem Adulto

Chla(mg.gMS™)  16,192*+1,111  10,635°+1,235  7,522° + 1,264
Chlb (mg.gMS?)  125372+1,664  6,915°+0,718 8,053% + 2,362
Chlrota (Mg.g MS™) 27,0962 +1,917  17,702°+2,026  12,740° + 2,195
Carot (mg.g MS™)  27,519%°+4560 12,805°+ 1,156  10,237° + 2,436
Chl a/b 1,343% + 0,102 1,564% + 0,147 1,112% + 0,202
Chlro/Carot 0,984 + 0,109 1,382% + 0,079 1,245% + 0,140

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=5).

De acordo com Laisk et al. (2005), as plantas quando alcangam o dossel onde
a irradiancia é elevada, investem menos em complexos coletores de luz, isso
porque em alta irradiancia, as folhas absorvem mais energia radiante que a
capacidade de processamento do aparato fotossintético, e 0 excesso de
energia pode levar a fotoinibicdo da fotossintese. Assim, a diminuicdo da
antena coletora de luz, ou seja, a reducdo dos teores de clorofila pode ser
interpretada como mecanismo eficiente para reduzir o aporte de energia para
os fotossistemas (MAGALHAES et al., 2009) e controlar a fotoinibicdo
(FERMINO-JR, 2004). Em presenca de luz, a clorofila & constantemente
sintetizada e degradada, mas sob alta irradiancia a taxa de degradacéao € maior
e, assim, um ajuste fisiolégico € estabelecido com a baixa concentracdo de
clorofila (TAN et al., 2000).

Tanto a concentracdo total de clorofila, quanto a proporcéo entre a Chl a e Chl
b mudam em funcédo da intensidade luminosa (RIBASKI e MARTINS, 2001). A
Chl b e os Carot sdo considerados pigmentos acessérios do processo
fotossintético, pois, embora nao estejam relacionados a captura da energia
luminosa nos centros de reacao (papel desenvolvido pela Chl a), promovem
fotoprotecdo do sistema (MARENCO e LOPES, 2009). Almeida et al. (2004) e

Fermino-Jr (2004) relataram maior teor de clorofila em folhas sombreadas (sub-
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bosque) e verificaram que folhas expostas ao sol (dossel) apresentaram

reducado da razéao clorofila a/b como observado no presente estudo.

A Chl b em quantidades relativamente maiores nas plantas do sub-bosque é
justificada pelas suas caracteristicas de absor¢cao, cujos picos maximos em 453
e 643 nm aproximam-se mais da regido do verde comparados com a Chl a que
absorve na faixa de 430 e 660 nm (GONCALVES et al., 2001).

O teor de Carot também foi maior nas plantas do sub-bosque, pois no
sombreamento, a concentracdo de Carot pode aumentar otimizando a
absorcdo de luz na faixa do azul (400-500 nm) e transferéncia da energia
luminosa para os centros de reacdo na tentativa de melhorar o desempenho
fotossintético (Lichtenthaler et al. 2007, Lima et al. 2010).

5.4 - Andlises anatdomicas do foliélulo e do caule

Os folidlulos de C. echinata de individuos adultos apresentam maior espessura
total do limbo, cuticula, parénquima lacunoso e relagcdo parénquima
lacunoso/parénquima palicadico (Tabela 06). De acordo com Boeger et al.
(2006), a alteracdo da espessura do mesofilo est4 diretamente relacionada a
espessura dos parénquimas e, no caso de C. echinata, o0 maior espessamento
do limbo dos individuos adultos € devido, principalmente, ao alongamento do
parénquima lacunoso devido a entrada de moléculas de agua indicada pelo
maior teor de &gua (Tabela 4) em resposta a possivel aumento na
concentracdo de moléculas osmorreguladoras como os carboidratos solluveis ja
observado em folhas de C. echinata quando expostas ao pleno sol
(MENGARDA et al. 2012).
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Tabela 06 - Dados anatémicos quantitativos de individuos de C. echinata em
diferentes fases ontogenéticas. Espessuras do limbo, cuticula, epiderme
adaxial e abaxial, parénquimas palicadico e lacunoso todos em pm. Densidade
estomatica em mm? e razdo entre as espessuras dos parénquimas lacunoso e
palicadico (PL/PP).

- Fases ontogenéticas
Dados anatomicos

Juvenil

Jovem

Adulto

Limbo (um)
Cuticula (um)

Epiderme adaxial

171,922+ 5,221
9,930° + 0,332

21,710%+ 1,181

211,270° + 8,985
12,650% + 1,552

20,870%+ 1,190

241,450 + 8,889
15,820%+ 0,308

22,430%+ 1,421

(kM)

Parénquima

36,900%+ 1,257 41,580%+ 2,078 41,920%+ 2,095

palicadico (um)

Parénquima

101,500+ 6,553  137,270%°+ 8,141  154,880%+ 7,491

lacunoso (um)
Epiderme abaxial

(um)
Densidade

13,050%+ 0,607 13,660%+ 0,246 15,080+ 0,728

39,200° + 1,772 54,000% + 2,302 60,000% + 2,168

estomatica (mm?)
PL/PP 2,756° + 0,254 3,304%° + 0,220 3,650%+ 0,146

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=25).

Foi observada maior espessura do limbo nas plantas adultas, possivelmente
devido ao maior conteddo de agua (Tabela 04 e Figura 09), especialmente no
parénquima lacunoso que foi mais espesso nesses individuos. Essas
alteracbes na estrutura interna da folha sugerem melhor desempenho no

processo de captura de luz através da lamina foliar (MENDES et al., 2007).

Nos folidlulos de C. echinata a razdo entre parénquima lacunoso e parénquima
palicddico (PL/PP) foi maior nas plantas adultas expostas a alta irradiancia
indicando uma resposta fisiolégica adaptativa dos individuos adultos em reduzir
a chegada de luz aos cloroplastos, evitando danos pelo excesso de luz
(BOEGER et al., 2009).

Variagbes na espessura dos tecidos foliares sao amplamente relatadas na
literatura (PAIVA et al.,, 2003; LIMA JR et al., 2006; CRAVEN et al., 2010;
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SABBI et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2010; MARCH e CLARK, 2011) e sé&o
associadas a mudancas estruturais para a manutencdo do processo
fotossintético e maior eficiéncia no uso da agua, uma vez que aumentam as
taxas fotossintéticas por unidade de area foliar (ROSSATO e KOLBI, 2010).

A espessura da cuticula nos individuos adultos, também foi maior em relagéo
as plantas juvenis. De acordo com Gurevitch et al. (2009), o espessamento da
cuticula € uma resposta observada em plantas submetidas a condicdo de
elevada irradiancia, pois aumenta a resisténcia cuticular a transpiracao,
evitando a perda de agua mesmo quando os estbmatos estdo fechados, e
também auxilia na reflexao de parte da luz que incide sobre as folhas. Assim, o
aumento na espessura da cuticula pode desempenhar importante papel na
manutencdo dos niveis 6timos de temperatura foliar, mantendo a efetividade
dos processos fotossintéticos em elevada irradiancia (DICKISON, 2000). Isso
também foi observado no trabalho de Cao (2000) que, comparando a anatomia
foliar de doze arbdreas tropicais em diferentes condicbes de luminosidade,
verificou maior espessura da cuticula nas plantas exposta a elevada

irradiancia.

A densidade estomatica foi maior nos individuos adultos expostos a alta
irradiancia (Tabela 06 e Figura 09). Este resultado também foi verificado em
espécies dediversas fitofisionomias da Mata Atlantica como o cerrado
(MARQUES et al., 2000), Floresta Ombréfila Densa (SANTIAGO et al., 2001),
restinga (FERMINO-JR., 2004), Floreta Ombdfila Mista e Alto Montana
(BOEGER et al., 2006) sob diferentes regimes de irradiancia. Duz et al. (2004)
também constataram que o aumento da intensidade da irradiancia eleva o
namero de estdmatos por area em arboéreas da Floresta Ombroéfila Densa.
Gurevitch et al. (2009) ressaltam que, geralmente, associado a maior
densidade estomatica, as plantas podem apresentar reducédo da area da fenda
estomatica. A condicdo de maior irradidncia geralmente € associada a menor
umidade relativa do ar e, nesta condi¢cdo, menor area de abertura da fenda e a
maior densidade de estdmatos permitem que, quando abertos, haja a formacao
de uma camada de vapor de agua envolvendo a epiderme foliar, aumentando a

resisténcia da folha a perda de agua e, ainda, reduzindo a difusdo do CO; nas
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células fotossintetizantes, maximizando o ganho de carbono (MARQUES et al.,
2000; MENDES et al., 2001; GUREVITCH et al., 2009). Foi possivel observar
também uma relacéo inversa entre a densidade estomatica e o tamanho das
células guardas entre os individuos de C. echinata. Nos individuos juvenis, que
apresentaram as menores densidades estomaticas, foi possivel observar
células guardas maiores (Figura 09D) possivelmente associado a maior
concentracdo de K e Ca que funcionam como osmorreguladores facilitandoa
entrada de 4gua na célula guarda no processo de abertura dos estdmatos. A
densidade estomatica pode, também, estar ligada ao grau de esclerofilia de
uma planta, sendo que células guardas menores e maiores densidades
estomaticas geralmente estdo associadas as folhas expostas a alta irradiancia
(BOERGER e WISNIEWSKI, 2003).

Além disso, Dickison (2000) e Fermino-Jr (2004) afirmam que espécies com
folhas hipoestomaticas como C. echinata podem ter vantagens na ocupacéao de
diferentes ambientes, pois este padrao estomatico pode minimizar a perda de
agua para a atmosfera, permitindo que essa espécie ocupe ambientes de maior

temperatura e incidéncia luminosa.
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Figura 09 - SeccOes transversais do limbo e impresséo epidérmica mostrando a
relagdo inversa entre densidade estomatica e o tamanho das células guardas
nos individuos de C. echinata em diferentes fases ontogenéticas. A - Corte
transversal do limbo mediano de folidlulos de individuos juvenis. B - Jovens. C -
Adultos. D - Densidade estomatica da epiderme da face abaxial de folidlulos de
individuos juvenis. B - Jovens. C - Adultos. As barras horizontais s&o
equivalentes 100 um.
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Com relacdo aos elementos de vasos do xilema foi possivel observar
diferencas significativas em todas as medidas. O comprimento do elemento de
vaso (CEV), o diametro do elemento de vaso (DEV), o diametro do limem do
elemento de vaso (DLEV) e a espessura da parede do elemento de vaso (PEV)

aumentaram com o avanco das fases ontogenéticas (Tabela 07).

Com relagéo as fibras do xilema foi possivel observar diferencas significativas
apenas entre os valores do comprimento das fibras (CFl) que foi maior nos
individuos jovens e adultos (Tabela 07). O diametro da fibra (DFI) néo variou

entre as fases ontogenéticas.

Tabela 07 - Caracteristicas quantitativas da madeira de individuos de C.
echinata de diferentes fases ontogenéticas. Comprimento do elemento de vaso
(CEV), diametro do elemento de vaso (DEV), didmetro do Ilimen do elemento
de vaso (DLEV), espessura da parede do elemento de vaso (PEV),
comprimento da fibra (CFI) e diametro da fibra (DFI) do xilema. = erro padrao
da média.

Fases ontogenéticas

Medidas
Juvenil Jovem Adulto
CEV 142,627° + 9,014 191,620% + 5,910 206,027% + 0,970
DEV 36,830° + 3,718 48,576 + 1,619 74,260° + 2,040
DLEV 31,071° + 3,914 39,426° + 1,262 62,737% £1,792
PEV 5,655+ 0,328 9,208" + 0,361 11,632% 0,479
CFlI 242,663 + 16,797  309,692%+ 12,550  281,179* + 15,974
DFI 4,492% + 0,271 4,790% + 0,131 4,573% + 0,225

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% (n=25).

O aumento do CEV, DEV, DLEV, PEV da fase juvenil até a maturidade esta
associado a maior capacidade de sintese e incorporacao de biomassa na fase
adulta de C. echinata e, é influenciado tanto por fatores genéticos, edaficos e
climaticos (JACOBSEN et al., 2005). Dessa forma, a maior espessura da PEV
nos individuos adultos € uma estratégia associada a conducdo da seiva, pois
garante maior resisténcia mecanica (CARLQUIST, 2001; HACKE et al., 2001;
JACOBSEN et al., 2005) dos individuos adultos que requerem maior aporte de
agua e nutrientes para construgdo da arquitetura vegetal. Como o CFI é

diretamente influenciado pelas divisdes longitudinais e tangenciais no cambio

51



que pode se controlado pela ontogenia (SILVA et al., 2007) as células cambiais
passam a produzir elementos com maiores dimensfes até atingir a sua

estabilizacdo em idades mais avancadas (ESTEBAN et al., 2003).
5.5 - Monossacarideos estruturais do caule

No caule foram observadas diferencas significativas apenas entre 0s
monossacarideos menos representativos como a fucose, ramnose, arabinose e
galactose com maiores valores nos individuos juvenis. J& 0s monossacarideos
em maiores propor¢gdes como a xilose e glucose ndo variaram entre as

diferentes fases ontogenéticas (Figura 10).
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Figura 10: Composicdo de monossacarideos estruturais da parede celular do caule de
individuos de C. echinata em diferentes fases ontogenéticas. Valores dados em % do total de
massa seca utilizada no inicio da extragdo (100 mg). Barras seguidas da mesma letra nao

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% (n=5).

A maior representatividade de xilose (x14% MS), galactose (£1% MS) e
arabinose (x1% MS) depois da glicose (x40% MS), indica que o xilano e
xiloglucano sejam as fragbes mais representativas de dominio das
hemiceluloses. A definicdo de qual a hemicelulose seja mais abundante
depende de uma analise por metilacdo ou métodos enzimaticos. A presenca de
ramnose e arabinose pode ser constituinte das pectinas. Sabe-se que o0s
xilanos séo responsaveis por 1/3 de todo carbono organico renovavel
disponivel na terra (PETZOLD, et al., 2006) e perfazem cerca 15-30% do
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contetdo da parede celular de angiospermas localizando-se na parede celular
secundaria (LI et al., 2000; BRUX et al., 2006).

5.6 - Celulose dos folidlulos e do caule

O teor de celulose do caule e das folhas n&o variou nas diferentes fases
ontogenéticas (Figura 11) confirmando observacdes anteriores de que esse
polimero de parede celular se mantém constante ao longo do crescimento da
planta (SALMEN, 2004).
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Figura 11 - Teores de celulose do caule e do folidlulo de individuos de C. echinata em
diferentes fases ontogenéticas. Valores dados em % do total de massa seca utilizada no inicio
da extragcdo (100 mg). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% (n=5).

De fato, a celulose é um polimero que apresenta pouca variacdo ao longo do
desenvolvimento ontogenético. A celulose €é mobilizada somente em
circunstancias singulares como, por exemplo, na degradacdo de paredes
celulares de reservas encontradas em sementes ou ainda na formacéo de

aerénquima durante condi¢des de alagamento (BUCKERIDGE et al., 2008).

5.7 - Lignina dos foliélulos e do caule

Foram observados maiores teores de lignina total e lignina insoltvel no caule
de individuos adultos de C. echinata, enquanto que os valores de lignina
solivel foram maiores nos individuos jovens. Nos foliblulos os individuos

adultos apresentaram a maior porcentagem de lignina (Figura 12).
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Figura 12 - Porcentagem de lignina insoltvel (A), soluvel (B) e total do caule (C) e lignina do
folidlulo (D) de individuos de C. echinata em diferentes fases ontogenéticas. Valores dados em
% do total de massa seca utilizada no inicio da extragédo (100 mg para o caule e 150 mg para o
folidlulo). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% (n=5).

Esses resultados estdo em conformidade com a afirmacdo de que o teor de
lignina é maior em individuos adultos onde o aumento de constituintes fibrosos
e lignificacdo da parede secundaria das células do xilema do caule em
crescimento secundario confere maior resisténcia mecéanica (PEIXE et al.,
2007) como sugere o porte arbéreo dos individuos adultos de C. echinata.
Nessa fase ontogenética, a lignina possibilita o crescimento em altura e a
absorcdo de a&gua e minerais pelo xilema (MESCHEDE et al.,, 2012) para a
producdo de biomassa mais expressivo nas fases mais avancadas do

desenvolvimento.
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6 - CONCLUSAO

Os individuos juvenis e jovens de C. echinata crescendo no estrato inferior e no
sub-bosque da floresta exibiram caracteristicas que aparentemente permitiram
maior absorcdo de luz nesse ambiente sombreado proporcionado pelos
maiores teores de pigmentos cloroplastidicos, maior area foliar especifica e
maiores células guardas e caules menos lignificados que estdo associados ao

crescimento primario.

Ao atingirem o dossel, as plantas adultas desenvolvem caracteristicas
associadas a maior tolerancia ao pleno sol como maior massa foliar especifica,
maior teor de &gua foliar, maior densidade estomatica e maiores teores de
lignina possivelmente estimulada pela maior concentracdo de P foliar. O caule
dos individuos adultos foi caracterizado pelas maiores dimensdes dos
elementos de vasos do xilema secundario tipico de individuos mais avancados

no desenvolvimento ontogenético.

O conteudo de celulose foliar e caulinar ndo apresentou diferencas entre as
fases ontogenéticas. O xilano e o xiloglucano parecem ser as hemiceluloses

mais representativas.

C. echinata apresentou caracteristicas que maximizaram sua sobrevivéncia nas
condi¢cdes ambientais distintas para cada fase do desenvolvimento em cada
nivel do estrato florestal. Compreendendo um pouco mais as estratégias de
ocupagcdo da espécie na floresta em suas diferentes fases ontogenéticas,
indicamos o plantio consorciado de C. echinata como uma das acdes para seu

reflorestamento.
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