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RESUMO

A classificacdo sucessional & baseada em critérios qualitativos bastante
inconsistentes. O presente estudo foi realizado com o objetivo de quantificar
alguns aspectos fenotipicos em arbdreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta
Atlantica do Espirito Santo. Foram realizadas analises anatdémicas, de pigmentos
cloroplastidicos e de carboidratos solUveis e estruturais em folhas e caule de trés
espécies arboreas pioneiras (Senna multijuga var. verrucosa, Miconia
cinnamomifolia e Bixa arborea) e trés n&do pioneiras (Melanoxylon brauna,
Carpotroche brasiliensis e Neoraputia alba). As espécies pioneiras mostraram
maior teor de pigmentos cloroplastidicos, densidade estomatica, diametro dos
elementos de vaso e de glicose (6% da massa seca — MS), frutose (2,3% da MS)
e sacarose (7,9% da MS) do caule. As espécies ndo pioneiras se destacaram
pela maior espessura do limbo foliar, maior teor de amido (2,8% da MS) e
polimeros de parede celular foliar (10% de celulose, 15% de hemicelulose e 4%
de lignina da MS). No caule, o teor desses polimeros em néo pioneiras (33% de
celulose, 24% de hemicelulose e 22% de lignina da MS) foram superiores em
relacdo as pioneiras. As hemiceluloses dos dois grupos funcionais sugerem ser
do tipo xilano (caule) e arabinogalactano (folhas). Considerando que o0s
carboidratos solUveis, 0 amido e os pigmentos sdo moléculas instaveis sujeitas
as variagdes ambientais, concluimos que os polimeros de parede celular sejam
0S mais seguros para caracterizar as classes funcionais. Contudo, a lignina foi o
composto que mais variou entre os dois grupos funcionais (>100%) indicando
que o teor desse polimero seja o atributo quantitativo mais confiavel para

identificar espécies pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica.

Palavras-chave: Sucessao florestal, pioneiras, nao pioneiras, atributos

guantitativos, carboidratos néo estruturais, polimeros de parede celular.
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ABSTRACT

The succession classification is based on very inconsistent quality
attributes. The present study aimed to quantify some phenotypic aspects in
pioneer and non-pioneer tree species of the Atlantic Forest in the state of Espirito
Santo. Leaves and stem segments of three pioneer species (Senna multijuga var.
verrucosa, Miconia cinnamomifolia and Bixa arborea) and three non-pioneer
species (Melanoxylon brauna, Carpotroche brasiliensis and Neoraputia alba)
were analyzed. The pioneer species showed higher chloroplastid pigments;
higher stomatal density and vessels elements diameters; higher glucose (6% of
the dry mass — DM), fructose (2.3% DM) and sucrose contents (7.9% DM) found
on the stem. Non-pioneer species showed higher leaf thickness, higher starch
(2.8% DM) and cell wall polymers contents in their leaves (10% cellulose, 15%
hemicellulose and 4% lignin DM). In the stem, the wall cell polymers contents in
non-pioneer species (33% cellulose, 24% hemicellulose and 22% lignin DM)
were higher than the pioneer species. The hemicellulose for both functional
groups suggest that xylan (stem) and arabinogalactan (leaves) type. Whereas
the soluble carbohydrates, starch and pigments are unstable molecules subject
to environmental variations, we conclude that cell wall polymers are safer to
characterize the functional classes. However, the lignin compound that was more
varied between two functional groups (>100%) indicating that the content of
polymer is more reliable quantitative attribute to identify pioneer and non-pioneer

species from Atlantic Forest.

Keywords: Forest succession, pioneer, non-pioneer, quantitative attributes, non-

structural carbohydrates, cell wall polymers.
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1. INTRODUCAO

A conservacao da biodiversidade dos ecossistemas florestais tem sido
uma das principais preocupacdes da humanidade nas ultimas décadas. O plantio
de arboreas nativas tropicais encontra-se em ascensdo e essa atividade
depende de informacdes sobre a aptidao ecologica das espécies florestais em

suas diferentes classes funcionais (DUZ et al., 2004).

No entanto, a caracterizacdo das espécies pioneiras, ndo pioneiras e as
intermediarias ndo é tarefa tdo simples, pois essa classificacdo leva em
consideracao apenas os atributos qualitativos pouco precisos (Tabela 01). A falta
de atributos quantitativos tem criado muitas contradigcdes de informacgdes pois,
nem sempre a posicdo das espécies na floresta € confirmada pelos resultados
em condicdes de irradiancia controlada. Dessa forma, algumas espécies
consideradas ombréfitas da floresta tropical mostraram elevada sobrevivéncia e
capacidade de crescer em pleno sol na fase juvenil (FRIGERI, 2007;
MENGARDA et al., 2009). Tais contradicbes podem ser atribuidas a grande
plasticidade fenotipica de algumas espécies possibilitando que ela mesma seja
incluida em mais de uma classe ecolégica (MACIEL et al., 2003, PAULA et al.,
2004).

Existem varias propostas para definir as classes sucessionais. De
maneira geral, dois grupos extremos sao distinguidos: a) espécies da categoria
inicial de sucesséo (pioneiras), que germinam, sobrevivem e crescem somente
em clareiras e sdo, portanto, mais tolerantes a intensa irradiancia e, b) espécies
da categoria final ou tardia de sucessao (nao pioneiras), que exigem ambientes
sombreados do sub-bosque para se estabelecer (FINEGAN, 1984). Entretanto,
entre essas duas classes, ja se reconhece um grande namero de espécies
ocupando posi¢cdes intermediarias. Budowski (1965) propds uma divisdo
baseado nos locais de preferéncia para crescimento, adotando a seguinte

terminologia: pioneiras, secundarias iniciais, secundarias tardias e climacicas.
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Tabela 01: Atributos qualitativos de espécies arboreas pioneiras e ndo pioneiras
(adaptado; BUDOWSKI, 1965; FINEGAN, 1984; WHITMORE, 1990).

Atributos (funcdes)

Pioneiras

Nao Pioneiras

Semente

Amplitude da dispersao

Longas distancias

Curtas distancias

Vetores de dispersao Vento, aves Roedores, aves, nenhum
Massa Leve, pesada Pesada
Germinacao

Estimulos pela luz Sim Nao

Inibicdo por vermelho extremo Sim N&o

Planta

Longevidade

Tempo para maturidade reprodutiva
Crescimento

Madeira

Folhas

Raizes

Altura na maturidade

Taxas de aquisi¢éo de recursos

Taxa fotossintética

Recuperacdo apds escassez de recursos

Platicidade fenotipica

Baixa (<10 anos)
Curto
Muito rapido
Baixa densidade
Vida curta
Superficiais
Baixa
Alta
Alta
Rapida
Alta

Alta (>100 anos)
Longo
Lento ou muito lento
Alta densidade
Vida longa
Algumas profundas
Alta
Baixa
Baixa
Lenta

Baixa

A distincdo mais concisa entre as classes sucessionais deve levar em

consideracao caracteristicas ecofisiolégicas que permitam ou ndo as espécies
ocuparem um determinado ambiente (LUTTGE e SCARANO, 2007; RIBEIRO et

al., 2009). Um dos aspectos mais importantes sobre a ecofisiologia das espécies

florestais esta na sua capacidade de responder as variagées da luminosidade. A

disponibilidade de luz € uma das condicionantes ambientais mais importantes no

estabelecimento da vegetacdo e na sucessao florestal (GONCALVES et al.,

2005), pois regula desde os processos morfogenéticos da germinacado, até os

padrées morfofisiologicos do crescimento vegetal nas diferentes classes
funcionais (CUZZUOL e MILANEZ, 2012).
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As andlises ecofisioldgicas mais utilizadas para a distincdo das espécies
quanto ao seu posicionamento na dinamica florestal sdo as medidas de
crescimento. No entanto, ainda ndo h& um critério confiavel que estabeleca um
consenso da relacdo das analises de crescimento com as classes sucessionais
(ELLIS et al.,, 2000). Buscando relacionar espécies tropicais de diferentes
classes sucessionais com as medidas de crescimento, Souza e Valio (2003)
constataram que as pioneiras apresentam maior taxa de crescimento tanto em
pleno sol como na sombra. No entanto, Mengarda et al. (2009) verificaram que
a espécie Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae - Caesalpinioideae)
considerada moderadamente tolerante a sombra (intermediaria inicial) de
floresta tropical, apresenta maior velocidade de crescimento em pleno sol.
Somado a isso, Frigeri (2007), trabalhando com espécies tropicais de diferentes
classes funcionais, observou maiores taxas de crescimento em sombreamento
intermediario. 1sso mostra que nem sempre as taxas de crescimento seguem
valores decrescentes das espécies pioneiras para as nao pioneiras na fase de
crescimento inicial. Essa falta de consisténcia nos padrdes de crescimento com
a posicao da sucessao florestal tem sido atribuida a ontogenia. Dai o cuidado
em nao extrapolar os resultados obtidos na fase juvenil para a fase adulta
(CUZZUOL e MILANEZ, 2012; ZANI, 2014).

As analises ecofisioldégicas com espécies arboreas sob influéncia de baixa
e elevada irradiancia tém se concentrado na fase juvenil do desenvolvimento e
em condi¢cdes ambientais controladas, havendo poucas informacfes sobre as
caracteristicas ecofisiologicas na fase adulta e in loco. Os fatores mais
estudados in loco com espécies tropicais € a sazonalidade da precipitacédo
(VIEIRA et al., 2005). A precipitagédo é a variavel climatoloégica mais importante
na regido tropical e fundamental para a caracterizacao climatica. Conhecer a sua
distribuicdo sazonal é essencial para a compreensdo da dinamica florestal
(BRITTO et al., 2006). O estudo da distribuicdo sazonal da precipitacao se torna
interessante sob diversos aspectos, mas principalmente aqueles relacionados a
gestao e planejamento dos recursos hidricos e a dinamica ambiental (ANDRADE
e NERY, 2011). Uma caracterizacdo precisa das espécies florestais e sua
relacdo com os principais fatores do ambiente s&o essenciais para a construcao

de modelos que permitam prognosticar com precisao a dinamica florestal. Isto
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demostra a importancia dos trabalhos realizados com espécies in loco,
compreendendo medi¢bes e analises em arvores individuais, nos estudos
ecofisiologicos que visam avaliar os efeitos dos fatores ambientais na fisiologia
da planta (MENDES, 2009).

Diante do exposto, foi elaborado esse estudo visando determinar valores
quantitativos de algumas caracteristicas ecofisiolégicas como dados
biométricos, anatomia foliar e caulinar, quantificacdo de pigmentos e
concentracdo de carboidratos ndo estruturais, estruturais e lignina em folhas e
caule de algumas espécies pioneiras e nao pioneiras bem representativas na
Floresta Atlantica da Reserva Natural Vale, localizada no norte do Espirito Santo.
A Reserva Natural Vale estd inserida em uma das areas mais importantes a
conservacao da biodiversidade da Floresta Atlantica, fazendo parte do Corredor
Central da Floresta Atlantica, representando uma parcela significativa da
Floresta Atlantica Primaria remanescentes do estado do Espirito Santo (JESUS
e ROLIM, 2005). Neste contexto, a realizacdo da caracterizagdo ecofisiol6gica
destas arboreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica em condi¢bes
naturais torna-se necessaria para gue seja proposto atributos quantitativos que
permitam identificar, com maior precisdo, as espécies em suas respectivas

classes funcionais.

Baseando-se nos atributos qualitativos da Tabela 01 propostos pelos
autores Budowski (1965), Finegan (1984) e Whitmore (1990) e em trabalhos de
ecofisiologia ja realizados com espécies arbdlreas tropicais em condi¢des de
campo e de irradiancias contrastantes, estabeleceram-se as seguintes hipoteses
a serem testadas neste estudo com espécies arblreas pioneiras e nao pioneiras

da Floresta Atlantica:

1. Considerando que as espécies arboreas pioneiras tém a sua parte aérea,
caule e folhas, mais exposta a irradiancia solar direta desde a fase inicial do seu
crescimento e desenvolvimento, ha indicagbes de que estas espécies
apresentem atributos fenotipicos a esta condicdo ambiental imposta (POORTER
e BONGERS, 2006; POORTER et al., 2008; 2010; PORTES et al., 2010);
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2. Partindo do pressuposto de que as espécies arbdéreas ndo pioneiras
apresentam um crescimento mais lento do que as espécies arbdreas pioneiras
(KING et al., 2005; POORTER et al., 2008; 2010), podemos especular que estas
espécies exibem maior propor¢cdo de componentes estruturais de parede celular
(celulose, hemiceluloses e lignina) nas folhas e células do xilema secundario

caulinar.

Espera-se que a confirmacdo ou rejeicdo destas hipdteses tenham
aplicacdo nas metodologias de classificacdo ecoldgica de espécies arboreas
tropicais, além de auxiliar na avaliacdo das espécies nativas tropicais Uteis em
projetos ambientais de reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas sob
o dominio da Floresta Atlantica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Quantificar alguns aspectos fenotipicos em algumas espécies arbéreas
pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica em condi¢des naturais, visando
propor atributos quantitativos que possa ser utilizado na identificacdo das

espécies em suas diferentes classes sucessionais.

2.2 Objetivos Especificos

1) Determinar a biometria foliar;

2) Investigar a anatomia foliar e caulinar;

3) Calcular a concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos;

4) Determinar os teores dos carboidratos nédo estruturais (glicose, frutose,
sacarose e amido), os carboidratos estruturais (celulose e hemiceluloses) e

lignina foliar e caulinar;

5) Analisar as proporcdes dos monossacarideos das hemiceluloses de parede

celular foliar e caulinar.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Sucesséo Ecoldgica

Para Finegan (1984) a sucesséao pode ser definida como uma mudancga,
ao longo de um periodo de tempo, da composicao de espécies e da fisionomia
da vegetacdo de uma determinada area onde as condi¢cdes climaticas se
mantém constante. De acordo com esse autor, entender a sucessao € importante
para o desenvolvimento de programas de conservacdo e exploracdo dos
recursos bioldgicos.

A divisdo das espécies em grupos sucessionais é um artificio utilizado
para facilitar a compreensdo sobre a dinamica das florestas (KAGEYAMA e
GANDARA, 2000). A classificagdo baseada na sucesséao florestal foi sugerida
por diversos autores. Porém, cada classificacdo implica em uma simplificacdo
que reduz o grau de informacdes, tornando-se dificil formular um modelo de
aceitacao geral (FERRAZ et al., 2004). Budowski (1965) propds uma divisao das
espécies para florestas tropicais baseada nos locais preferenciais para
crescimento. Esse autor identificou quatro classes: pioneiras, secundarias
iniciais, secundarias tardias e climacicas. Para Whitmore (1978), as espécies
estdo distribuidas em dois grupos ecolégicos: espécies pioneiras e hao pioneiras

ou tardias.

A existéncia de grupos ecoldgicos baseia-se na premissa de que as
caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas e comportamentais observadas em
determinadas espécies devem ser consideradas como adapta¢cdes decorrentes
de sua historia evolutiva (FERRAZ et al., 2004). A classificacdo ecoldgica
representa uma ferramenta eficaz na descricdo das caracteristicas biologicas e
dos mecanismos adaptativos relacionados as respostas das plantas aos
diversos tipos de disturbios, especialmente a disponibilidade de luminosidade
(McINTYRE et al., 1999).

O principal recurso para a determinacdo do comportamento das espécies
na dindmica de sucessédo é a luminosidade (MACIEL et al., 2003). A luz é um
dos fatores fisicos mais critico no estabelecimento e crescimento de espécies

arboreas em florestas tropicais (LAMBERS et al., 2008). Deste modo, a
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distribuicdo das plantas na dinamica florestal esta relacionada a sua capacidade
de sobreviver em diferentes niveis de radiacdo solar (OSUNKOYA et al., 1994).
Muitas das caracteristicas adaptativas de crescimento e desenvolvimento de
espécies arbdreas sao influenciadas pela exposi¢do da planta as variacées da
intensidade de irradiancia (GONCALVES et al., 2007).

Denslow (1996), analisando a influéncia do dossel, observou que as
espécies arboreas com grande porte e maior sobrevivéncia apresentam um
papel seletivo nos ambientes recobertos por elas, atuando como filtros de
diversidade, de forma que a utilizacdo fotossintética da luz é um componente
fundamental para a distribuicdo das diferentes espécies nas florestas. Para
Luttge (1997), os feixes de luz projetam uma dinamica dentro da floresta. A luz,
ao atravessar o dossel, pode ser importante para estimular a taxa de fotossintese

para as plantas estabelecidas nos ambientes sombreados do sub-bosque.

As espécies pioneiras sdo definidas como espécies que germinam e se
desenvolvem em clareiras e que completam seu ciclo de vida sem a interferéncia
da luz pelas espécies arboreas vizinhas (ACKERLY, 1996). Muitos trabalhos
procuram explicar as relagcdes de crescimento das espécies arbdéreas em
florestas, porém ndo ha ainda um critério confiavel que estabeleca um consenso
em relacdo a sucessao das espécies na dinamica de clareiras e também nao é
clara a maneira como as espécies de diferentes grupos sucessionais respondem

as variacdes ambientais (ELLIS et al., 2000).

3.2 — Relagdo da Luminosidade com as Caracteristicas Ecofisiologicas de
Espécies Arboreas

3.2.1 Morfologia Foliar e Caulinar

O estudo da morfologia e anatomia vegetal é extensivamente utilizado
para estudos taxondmicos e ecoldgicos, pois fornece informagdes valiosas a
respeito das adaptagbes em funcdo de variaveis ambientais (CUTLER et al.,
2011). A avaliagéo das alteracdes na morfologia foliar em resposta as variagfes
ambientais proporciona critérios importantes para analisar a plasticidade
morfoldgica e fisiolégica em relacéo as adaptacdes ao sol ou sombra, bem como

gerar informacdes referentes ao entendimento dos aspectos ecofisiologicos
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relacionados com a regeneracao natural e a reintroducdo de espécies arboreas
nativas no seu habitat (SANCHES et al., 2009).

A folha € o érgao vegetal de maior exposicéo as variacbes do ambiente e,
por essa razdo, alteracdes nas suas caracteristicas em diversos niveis podem
ser observadas (CASTRO et al., 2009). Dessa forma, as caracteristicas
anatdmicas verificadas em folhas de espécies arboéreas sujeitas a elevada
irradiancia, como € o caso das espécies pioneiras, podem ocorrer no sentido de
reduzir os efeitos da fotoinibicdo que eventualmente pode causar danos as folhas
pré-existentes (YAMASHITA et al., 2000). As folhas dessa categoria sucessional
sd0 comumente mais espessas, possuem menor area foliar especifica e maior
densidade estomatica (BOEGER et al., 2009; MATOS et al., 2009). As células
epidérmicas, do mesmo modo que a cuticula, aumentam em espessura, e
consequentemente, dificultam a perda de agua e o aumento da temperatura foliar
sob elevada irradiancia (CASTRO et al., 2009; ROSSATO e KOLB, 2010; SABBI
et al., 2010).

Em folhas expostas a baixas intensidades de irradiancia, como é o caso
das espécies ndo pioneiras em seu estagio inicial de crescimento, pode ocorrer
alongamento significativo do parénquima lacunoso. E, também, aumento na
sintese de clorofila b e pigmentos fotossintéticos acessorios, como 0s
carotenoides, intensificando a capacidade de absorcdo de luz no ambiente
sombreado (REGO e POSSAMAI, 2006; MARTINAZZO et al., 2007;
MENGARDA et al., 2012). Estes ajustes verificados em espécies pioneiras e nao
pioneiras sob condi¢des de irradiancia constrastante otimizam a sobrevivéncia
das espécies por resultarem em melhor uso da radiacdo disponivel tanto em
ambientes com elevada irradidncia quanto em ambientes sombreados
(ALVARENGA et al., 2003; CARVALHO et al., 2006).

Apesar da maioria dos estudos serem focados na estrutura foliar, a
anatomia do caule tem sido utilizada para a compreenséao dos efeitos dos fatores
ambientais na estrutura anatdbmica do lenho (ALVES e ANGYALOSSY-
ALFONSO, 2000; DICKISON, 2000). Fatores como intensidade luminosa, seca,

inundacao, altitude, latitude, constituicdo do solo e poluicdo podem alterar
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significativamente a estrutura anatdmica do xilema secundario (COSTA et al.,
2009).

O crescimento do caule de uma espécie arborea é influenciado por dois
principais fatores: o fluxo de &gua e a sustentacao da planta (ANGYALOSSY et
al., 2005). De acordo com Poorter et al. (2010), o xilema é constituido pelo
desenvolvimento de elementos de vaso que promovem o fluxo axial da agua; do
parénquima com células vivas que armazenam carboidratos, promovem
transporte radial de substancias; e de fibras relacionadas a sustentacdo. O
padréao de investimento nesses trés tipos de tecido pode variar de acordo com a

necessidade da planta sob influéncia de fatores ambientais.

As respostas das espécies vegetais sujeitas a diferentes niveis de
luminosidade proporcionam modificagdes ha estrutura morfolégica e anatdémica
do caule, especialmente no tecido xilematico (HOFFMAN e SCHWEINGRUBER,
2002; CAQUET et al., 2009; RAIMONDO et al., 2009). Estudos relacionados a
anatomia do lenho mostram que as principais modificacdes ocorrem na
densidade, diametro e comprimento de vasos, comprimento e espessura da
parede das fibras e composicdo do parénquima axial (HOFFMAN e
SCHWINGRUBER, 2002; RAIMONDO et al., 2009). Como a principal funcdo do
tecido xilematico é a conducao de 4gua até as folhas, é necessario que o tecido
apresente mecanismos que permitam a sua eficiéncia e ainda, que evitem a
interrupcao do fluxo por embolia (LINDORF, 1994). Plantas em ambientes secos,
muito ensolarados ou muito frios sdo sujeitas ao embolismo, 0 que esta
diretamente relacionado a disponibilidade hidrica (COSTA et al., 2009; CAQUET
et al., 2009; CHOAT et al., 2011).

3.2.2 Pigmentos Cloroplastidicos

Os pigmentos cloroplastidicos estdo relacionados com a eficiéncia
fotossintética dos vegetais e, deste modo, sdo essenciais para o crescimento da
planta, além de estarem envolvidos com a adaptacdo das plantas a diversos
ambientes (SOUZA et al.,, 2011). As concentracbes de clorofila e de
carotenoides, assim como a proporcao entre as clorofilas a e b, podem variar

significativamente em funcdo da intensidade de irradiancia (CARVALHO et al.,
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2006; BOEGER et al., 2009). No entanto, a maioria dos estudos associados com
a concentracdo de pigmentos cloroplastidicos enfoca apenas a plasticidade das
espécies de diferentes grupos funcionais quanto a aclimatacdo em resposta a
alteracdes na intensidade da luz incidente (LICHTENTHALER e BABANI, 2007;
LAGE-PINTO et al., 2012), havendo uma certa caréncia de trabalhos que facam
a distincdo precisa das concentracdes dos pigmentos cloroplastidicos entre

espécies pioneiras e ndo pioneiras.

Rego e Possamai (2006), em um estudo do efeito do sombreamento sobre
a espécie ndo pioneira Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae),
observaram maiores teores de clorofila a e b no sombreamento intenso.
Martinazzo et al. (2007) verificaram na espécie nao pioneira Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) maiores teores de clorofila em sombreamento moderado, como um
mecanismo compensatério a menor disponibilidade de luminosidade. Essa
diferenca na concentracdo desses pigmentos se deve a um ajuste fisiol6gico das
plantas ao sombreamento intenso, o que amplia a eficiéncia da captura de luz
(SCALON et al., 2002; MARENCO e LOPES; 2009; LENHARD et al., 2013). As
folhas expostas a elevada disponibilidade luminosa respondem a esta condi¢céo
geralmente reduzindo a quantidade de clorofila que compde o complexo antena
(LICHTENTHALER e BABANI, 2007; SARIJEVA et al., 2007).

A relacdo entre as clorofilas a e b € amplamente utilizada na avaliagéo da
quantidade de luz absorvida pelos complexos coletores de luz (BAOLI et al.,
2005) e, segundo Lichtenthaler et al. (1981) esta relacdo € um indicador de
adaptacao a diferentes condi¢des de disponibilidade luminosa. Essa razao entre
as clorofilas a e b é normalmente superior em folhas sujeitas a elevada
irradiancia (PORTES et al., 2010). Respostas semelhantes foram verificadas em
outros trabalhos com espécies arboreas pioneiras e ndo pioneiras (MENGARDA
et al., 2012; SOARES, 2012; PORTELA, 2012).

Diversos trabalhos tém demonstrado aumento nos teores de carotenoides
em funcdo da elevada disponibilidade luminosa. Gongalves et al. (2001)
verificaram aumento dos teores de carotenoides em espécies tropicais, bem
como diminui¢do da relagéo entre o teor de clorofila total e carotenoides, em

ambientes sob elevada incidéncia luminosa. Essa resposta também foi
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encontrada em outros estudos, indicando que a diminuicao desta relacdo pode
ser um indicativo de estresse (LICHTENTHALER et al., 2007).

Como os pigmentos cloroplastidicos sédo os responsaveis em intermediar
a captacao de luz externa e utiliza-la como principal fonte de energia nas reacdes
fotoquimicas primarias da fotossintese, as diferentes condi¢cfes de luminosidade
podem provocar alteracdes desses compostos, e consequentemente, prejudicar

ou intensificar o aproveitamento na captacdo de luz (MARTINAZZO et al., 2007).
3.2.3 Carboidratos N&o Estruturais

O ciclo de reducao do carbono resulta na producéo de carboidratos, que
possuem diversas fungcdes nos vegetais, como 0 armazenamento e translocacao
de carbono. Os carboidratos também excercem protecdo contra varios tipos de
condicBes ambientais adversas, como temperaturas extremas, restricdo hidrica,
alta salinidade (SOUZA et al., 2005) e elevada irradiancia (PRICE et al., 2004;
NISHIKAWA et al., 2005; COUEE et al., 2006).

Além de compostos protetores contra diferentes estresses, quando uma
planta entra em crescimento ativo, 0 metabolismo de carboidratos se torna mais
intenso (BORBA et al., 2005). Neste sentido, o aumento do contetudo de
carboidratos em espécies sujeitas a elevada disponibilidade luminosa, como é o
caso das espécies pioneiras, pode acontecer pelo aspecto protetor que estes
compostos exercem na planta (COUEE et al., 2006; MENGARDA et al., 2012).

Os vegetais apresentam dois diferentes tipos de carboidratos né&o
estruturais: sollveis e insolUveis. A estrutura quimica e a concentracdo desses
compostos variam entre espécies, 0rgaos, tecidos e células, assim como ao
longo do dia, e nas diferentes estacbes do ano (SOUZA et al., 2005). Os
principais carboidratos néo estruturais acumulados em caules, folhas e frutos
das plantas s&o o amido e os agucares soluveis redutores e nao redutores. Entre
0S acgucares redutores, os principais sdo a glicose e a frutose, enquanto o
principal acucar ndo redutor é a sacarose. Os agucares redutores e a sacarose
formam os acucares sollveis totais. O amido, por ser um carboidrato insoltvel,
€ a reserva mais rica em carbono armazenada nas plantas (TAIZ e ZEIGER,
2009).
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Os monossacarideos glicose e frutose ocorrem em todas as plantas
vasculares, sendo produtos de hidrdlise de seus ésteres fosfato, como também
do dissacarideo sacarose, podendo ainda derivar da hidrolise de seus polimeros
de glicose e frutose, dependendo da espécie. Compdem os principais esqueletos
de carbono para a sintese de intermediarios dessas vias, e ainda sdo unidades
para a sintese de oligo e polissacarideos (SOUZA et al., 2005). A Figura 01
apresenta a estrutura quimica de alguns dos principais carboidratos nédo

estruturais encontrados em plantas superiores.

sacarose

rafinose
=9 HOCH, -0
OH OH
glicose frutose
OH OH
CH,OH OH
OH H
OH
H OH OH
amido (amilose) myo-inositol

Figura 01: Estrutura quimica de alguns dos principais carboidratos nao
estruturais encontrados em plantas superiores (adaptado; SOUZA et al. 2005).

Os carboidratos séo importantes constituintes da massa seca e substrato
para a respiracdo (LEGROS et al.,, 2009), e seu metabolismo exerce papel
fundamental no estabelecimento das espécies (SOUZA et al., 2004). Esses
compostos participam intensamente do metabolismo celular, podendo ser
utilizados com finalidade de reserva e de geracdo de energia para as plantas.
Além disso, os carboidratos estdo relacionados com as caracteristicas do
ambiente em que as plantas se estabeleceram ou com determinado tipo de
estresse ocorrendo, pelo menos, em uma fase do desenvolvimento vegetal
(SOUZA et al., 2005).
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Alguns trabalhos demonstram que a maior disponibilidade de
luminosidade estimula o aumento da concentracdo dos carboidratos né&o
estruturais. Nos trabalhos de Souza et al. (2004) e Reyes et al. (1996) com
monocotiledéneas foi verificado aumento na concentracdo de amido e acucares
solliveis sob elevada irradiancia. Este mesmo padrdo de aumento da
concentragdo dos carboidratos ndo estruturais em resposta a elevada
disponibilidade luminosa foi também observado em dicotileddneas

(CASAGRANDE JR et al.; 1999; FRANK et al., 2001).

O amido é o carboidrato de reserva mais abundante nas espécies
vegetais em termos de quantidade, universalidade e distribuicdo em diferentes
espécies. Este polissacarideo de reserva € constituido por diferentes polimeros
de glicose arranjados em uma estrutura semicristalina tridimensional, originando
um granulo. Nos cloroplastos, os substratos para a sintese de amido sdo a
glicose 1-fosfato e o ATP, que apés acao da enzima ADP glicose pirofosforilase
originara ADP-glicose. Este residuo de glicose sera adicionado ao final ndo
redutor da cadeia de glicanos via ligagdes a-1,4 e liberando o ADP. As ligacdes
a-1,6 sdo responsaveis pela ramificacdo do polimero de amido e acontecem
guando enzimas de ramificacdo do amido agem sobre a cadeia (TRETHEWEY
e SMITH, 2000).

Os acucares soluveis como glicose, frutose e sacarose sao capazes de
atuar com funcéo antioxidante sob condices ambientais adversas, tais como o
excesso ou escassez de luminosidade (PRICE et al., 2004; NISHIKAWA et al.,
2005; COUEE et al., 2006). A sacarose é um carboidrato com grande facilidade
de circulacéo entre os tecidos da planta, por ser menos susceptivel a quebra
enzimatica devido as suas propriedades fisicas (LAMBERS et al., 2008). Este
acucar € composto por uma molécula de glicose e outra de frutose e, sua sintese
ocorre no citosol. Esse dissacarideo € o principal produto da fotossintese,
respondendo por boa parte do carbono que é fixado nas folhas (DENNIS e

BLAKELEY, 2000).

A sacarose apresenta um importante papel como agucar de transporte de
curta e longa distancia na maioria das espécies arbdreas. Isso ocorre,

principalmente, pela caracteristica ndo redutora que este composto apresenta.
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Os atomos de carbono anomérico da glicose e da frutose estdo envolvidos na
ligacdo glicosidica, impedindo os grupos redutores destes dois agucares de
sofrerem oxidagdo. Duas enzimas-chaves sao encontradas como principais
reguladoras do fluxo de sacarose: frutose 1,6 bifosfatase atuando na formacéao
da frutose 6-fosfato e sacarose fosfato sintase atuando na etapa final da sintese
(MAGEL et al. 2000).

O nucleotideo acucar uridina difosfato glicose (UDP-glicose) € o substrato
para diversas reacdes metabdlicas na planta, como a sintese de sacarose. A
reacao que ocorre entre a glicose 1-fosfato e o nucleotideo uridina trifosfato &
catalisada pela enzima UDP-glicose pirofosforilase, originando a UDP-glicose e
liberando fosfato inorgénico (DENNIS e BLAKELEY, 2000). A UDP-glicose e
frutose 6-fosfato sdo convertidas em sacarose 6-fosfato através da atividade da
sacarose fosfato sintase. Em seguida, a enzima sacarose fosfato fosfatase retira

o fosfato do carbono 6, dando origem a sacarose (MAGEL et al. 2000).

Os teores e a dindmica dos carboidratos solUveis podem ser reconhecidos
como sinalizadores de uma condi¢do de estresse ou ainda serem alterados a
partir da necessidade da planta em se adaptar a uma nova condicdo ambiental
(SMEEKENS, 2000). A variagdo do conteudo caulinar dos carboidratos soluveis
pode indicar que estes compostos estejam relacionados a mecanismos
adaptativos em resposta a determinados tipos de estresses, além de ter o seu
papel como reserva (WURTH et al., 2005; CUZZUOL e CLIPPEL, 2009;
MENGARDA et al., 2012).

3.2.4 Polimeros de Parede Celular

Os polimeros de parede celular de espécies arbdreas pioneiras e nao
pioneiras geralmente é baseado apenas em hipdteses sobre a densidade da
madeira destas espécies, faltando informacdes sobre a proporcédo da
composicao destes constituintes entre estas classes funcionais. Estes estudos
constatam que as espécies pioneiras apresentam menores densidades
associada ao seu acelerado crescimento, enquanto espécies nao pioneiras
apresentam maiores densidades relacionada ao seu crescimento mais lento
(KING et al., 2005; POORTER et al., 2008; 2010).
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A parede celular € uma das principais estruturas que diferencia a célula
vegetal da célula animal. E composta por agrupamentos de macromoléculas de
natureza heterogénea, com composicao quimica muito diversificada (Figura 02).
A combinacéao entre as trés principais fracdes (celulose, hemicelulose e lignina)
€ tanta que impde dificuldades para a recuperacdo dos acucares constituintes
na forma de monémeros. Além dos polissacarideos, existem também
substancias fendlicas, tal como a lignina, e pequenas quantidades de proteinas,
pectinas e extrativos (materiais ndo-estruturais solaveis). O percentual
composicional dos polimeros de parede celular (Tabela 02) pode variar de
espécie para espécie e sao influenciados pelas diferentes fases do
desenvolvimento do ciclo de vida (SUN e CHENG, 2002).

Vegetal Célula vegetal

Microfibrilas de
celulose

Parede celular

Figura 02: Arquitetura da parede celular vegetal (adaptado; RITTER, 2008).



32

Tabela 02: Conteudo dos polimeros de parede celular (celulose, hemicelulose e
lignina) em residuos agricolas (SUN e CHENG; 2002).

Material Lignocelulésico Celulose (%) Hemicelulose (%)  Lignina (%)
Caules de arboreas 40 - 55 24 - 40 18- 25
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Espiga de milho 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Palha de trigo 30 50 15
Lixo sortido 60 20 20
Sementes de algodao 15-20 80 - 85

Jornal 80 - 95 5-20

Capim Bermuda 25 36

Muda de grama 45 31 12

Dois tipos diferentes de parede celular podem ser observados: a parede
celular primaria e a secundaria, as quais se distinguem por suas composicfes
quimicas e pelo periodo em que surgem no decorrer do desenvolvimento celular.
A parede celular primaria é originada a partir da divisdo celular e aumenta sua
area de superficie durante a expanséao da célula. A parede celular secundaria é
formada internamente a priméria na diferenciagdo, proporcionando uma
estrutura complexa adaptada a funcéo da célula. A parede primaria esta presente
em todas as células vegetais, enquanto a parede secundaria, a qual se diferencia
pela presenca de lignina, ocorre somente em alguns tipos de células (CARPITA
e McCANN, 2000).

e

A parede primaria em grande parte dos vegetais € composta por
estruturas independentes (CARPITA e GIBEAUT, 1993). A propor¢cao de cada
constituinte em uma parede celular primaria de dicotiledéneas ¢é de,
aproximadamente, 25 a 40% de celulose, 15 a 25% de hemiceluloses, 15 a 40%
de substancias pécticas e 5 a 10% de proteinas e tracos de compostos fendlicos.
Este tipo de parede é produzida por células em expanséao, podendo, assim, se
alongar com crescimento difuso ou orientado (AVIGAD e DEY, 1997). A parede

celular secundaria encontra-se entre a primaria e a membrana plasmatica da
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célula, conferindo rigidez aos tecidos vegetais. A conversao da parede primaria
em secundaria ocorre ap0os o processo de lignificacdo. Este processo interrompe
0 crescimento celular, indicando o amadurecimento celular e a diferenciacéo
terminal da célula (PLOMION et al., 2001). A constituicdo quimica deste tipo de
parede, em dicotiledoneas, passa a ser de 40 a 45% de celulose, 15 a 35% de
hemiceluloses e 15 a 30% de lignina e tragos de pectinas (AVIGAD e DEY,
1997).

Os polissacarideos da parede celular encontram-se localizados em duas
interfases: a microfibrilar e a matricial. A fase microfibrilar diferencia-se da
matricial pelo elevado grau de cristalinidade e por possuir uma composicao
quimica homogénea. Esta estrutura é composta essencialmente por microfibrilas
de celulose, normalmente arranjadas em um padréo helicoidal, organizadas em
estruturas longas e finas, unidas por pontes de hidrogénio (Figura 02) (ROLAND
et al., 1992). Ao longo das microfibrilas de celulose estdo os polissacarideos
hemiceluldsicos, localizados em regifes disformes sem orientagdo regular
(Figura 02). A fase matricial é constituida de polissacarideos, compostos
pécticos, glicoproteinas e substancias fendlicas. A composicado desta estrutura
varia em funcao dos tipos de células, camadas da parede celular e fases do ciclo
celular (CARPITA e GIBEAUT, 1993).

A parede celular € uma estrutura complexa e dinamica presente em quase
todas as células vegetais. Esta estrutura estd relacionada a processos
fisiolégicos como proporcionar forma e tamanho as células, conferir resisténcia
mecanica aos tecidos, controlar a expanséo celular, atuar sobre o transporte
intercelular, participar da sinalizacdo e do reconhecimento entre células,
armazenar compostos de reserva e moléculas reguladoras e sinalizadoras que
controlam variados processos fisiologicos celulares, aléem, também, de participar
dos mecanismos de protecdo contra microrganismos (BUCKERIDGE et al.,
2008). Nos modelos mais recentes, é proposto que os polimeros da parede
celular constituem quatro dominios independentes: celulose-hemicelulose,
pectinas, proteinas (CARPITA e GIBEAUT, 1993) e o complexo lignina-
carboidratos (LAWOKO et al., 2005; 2006). O dominio celulose-hemicelulose
atua sobre a forma celular, enquanto o dominio péctico define o grau de

porosidade da parede, proporcionando o fornecimento de moléculas
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sinalizadoras que emitem mecanismos de defesa e armazenam calcio ao longo
da planta. O dominio proteico, por sua vez, tem um importante papel estrutural
e enzimatico na parede (BUCKERIDGE et al.,, 2008). O complexo lignina-
carboidratos fortalece e enrijece a parede celular, conferindo uma maior
resisténcia mecanica (LAWOKO et al., 2005; 2006).

A celulose é considerada o polimero vegetal mais abundante,
representando cerca de 15 a 30% da massa seca de paredes celulares primarias
e até 40% de massa seca de paredes celulares secundarias (STICKLEN, 2008).
Este polissacarideo é um glucano que apresenta longas cadeias de glicose onde
0s mondmeros sao unidos por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 que necessitam
de mais energia para serem quebradas quando comparadas as liga¢cbes a-1,4
(BUCKERIDGE et al., 2008). Na estrutura quimica da celulose, dois mondmeros
de glicose adjacentes sao ligados pela eliminacdo de uma molécula de agua.
Esta ligacdo quimica da origem a molécula de celubiose, uma unidade repetitiva
da celulose. A molécula de celulose pode conter até 10.000 unidades de glicose
(FENGEL e WEGENER, 1989). A celulose, quando hidrolisada com &cidos ou
enzimas, produz especialmente monémeros de glicose (Figura 03) (KLEMM,
2005).

Celubiose
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? o ¥ o HA M : % H_ 4
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Hidrolise
CH, OH il CH, OH
— -
H H H T H H H
HO N H OH "
Glicose Glicose

Figura 03: Estrutura da fracdo celulésica (adaptado; FENGEL e WEGENER,
1989).
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O polimero de celulose sofre pouca degradacédo ao longo do ciclo de vida
do vegetal, sendo mobilizado apenas em circunstancias especificas como, por
exemplo, na degradacdo de paredes celulares de reserva encontradas em
sementes ou ainda na formacdo de aerénquima durante condicbes de
alagamento (BUCKERIDGE et al., 2008). De acordo com esses autores, ao
contrario do amido, este polissacarideo ndo apresenta ramificagbes em sua
cadeia. A linearidade da molécula, juntamente com a disposicao antiparalela de
duas cadeias de celulose, facilita a formacéo de iniUmeras pontes de hidrogénio
entre as hidroxilas das moléculas de glicose, impedindo fortemente a hidratacdo

do polissacarideo.

A classe de glicanos que apresenta a propriedade de se ligar as
microfibrilas de celulose por meio de pontes de hidrogénio é a das
hemiceluloses. Os glicanos sédo polimeros de glicose com variaveis ligacdes
entre as suas unidades. Estes carboidratos estruturais podem apresentar
diversos niveis de ramificacdo, caracteristica que influencia na solubilidade da
molécula no apoplasto assim como na afinidade com as microfibrilas de celulose.
As funcbes atribuidas as hemiceluloses séo principalmente o equilibrio das
forcas de tensdo sofrida pelas paredes e o controle do crescimento celular
(BUCKERIDGE et al., 2008).

As unidades monossacaridicas constitutivas das hemiceluloses
compreendem: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, acido
4-O-metilglucurdénico, acido D-galacturénico e acido D-glucurdnico, sendo que
eventualmente apresentam grupamentos O-acetil ligados as unidades
pertencentes as cadeias principais e/ou laterais (Figura 04) (FENGEL e
WEGNER, 1989). Estes monossacarideos encontram-se glicosidicamente
ligados, originando diferentes hemiceluloses, sendo as principais classes:
arabinogalactanos, arabinoxilanos, xilanos, galactoglucomananos,
glucuronoxilanos, glucomananos, mananos e xiloglucanos (KAKURAKOVA et
al., 2000).
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Figura 04: Estrutura quimica de alguns monossacarideos constituintes das
hemiceluloses (SJOBERG, 2002).

O componente principal da fracdo hemiceluldsica é o polimero xilano. As
unidades de xilose comp&em este polimero e sao facilmente hidrolisadas com
acidos minerais (EBRINGEROVA e HEINZE, 2000). O xilano apresenta uma
estrutura linear constituida de xilopiranosil unidos por ligagcdes B-1,4 na cadeia
principal e diferentes unidades monossacaridicas, como mostra a Figura 05.
Esta hemicelulose une-se através de ligacdes cruzadas com as microfibrilas de
celulose e lignina, originando o complexo lignina-carboidratos (Lignin-
Carbohydrate Complexes — LCC) (LAWOKO et al., 2005; 2006). Cerca de 5%
dos componentes da parede primaria e 20% da parede secundaria é constituida
de xilanos (AWANO et al., 2001). Nas cadeias de xilanos pode ocorrer algumas
substituicbes em determinadas ramificagbes com grupos de 4-O-
metilglucurdénico, éacido glucurdnico, acetil e arabinose. A natureza desta
substituicdo dos grupos nas cadeias de xilanos é dependente do material
vegetal. Os agrupamentos com carboidratos, no caso arabinose, Sao
preferencialmente encontrados em madeiras de coniferas, e nas madeiras de
folnosas sdo encontrados principalmente grupos de acidos urdnicos
(glucurénico) (EBRINGEROVA e HEINZE, 2000).
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Figura 05: Estrutura quimica dos xilanos (adaptado; GOMES et al. 2007).

Na parede priméria das angiospermas, as duas principais hemiceluloses
encontradas séo o xiloglucano (XG) e o glucoronoarabinoxilano (GAX), sendo o
primeiro presente em todas as eudicotiledéneas e o segundo aparecendo na
maioria das monocotiledéneas (CARPITA e McCANN, 2000). O xiloglucano &
formado por uma cadeia principal de glicoses com ligacéo B-1,4 e ramificagbes
de xiloses com ligacao a-1,6 (FRY et al., 1993). Ocorre também um outro nivel
de organizacdo no polimero ao qual estudiosos da area de parede celular se
referem como estrutura fina. Esta determina o padrdo de distribuicdo das
diversas ramificacbes, conferindo grande complexidade a alguns
polissacarideos. Estudos sobre a estrutura fina dos xiloglucanos mostram que
os polimeros originados de tecidos de eudicotiledbneas possuem uma
distribuicdo de ramificacbes que resultam em unidades oligossacaridicas
especificas quando estes polimeros sédo tratados com endo-B-glucanases. A
acdo desta enzima resulta em quatro unidades oligossacaridicas, que por sua
vez sdo consideradas os blocos constitutivos formadores do xiloglucano: o
XXXG, XLXG, XXLG e XLLG (BUCKERIDGE et al.,, 2000). A chave de
nomenclatura destes oligossacarideos é a seguinte: o G significa que naquela
posicdo ha uma glicose nédo ramificada na cadeia principal; o X significa que a
glicose da cadeia principal possui ramificacédo de xilose e o L indica a presenca
de uma galactose ligada a xilose que é ramificada a partir da cadeia principal de

glicose (Figura 06).
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Figura 06: Oligossacarideos tipicos obtidos através da hidrolise enziméatica de
xiloglucanos com celulase. Cadeia de glicoses (esferas azuis), com ramificacdes
com xiloses (esferas vermelhas) e estas com galactoses terminais (esferas
verdes). A nomenclatura do oligossacarideo sempre se da pelo ultimo sacarideo

em cada subunidade, ou seja, (A) XXXG, (B) XLXG, (C) XXLG e por fim (D)
XLLG, respectivamente (FRY et al., 1993).

As hemiceluloses estdo unidas as microfibrilas de celulose através de
pontes de hidrogénio e promovem a associagdo de microfibrilas de celulose
adjacentes. Esta interacdo esta relacionada com as propriedades mecéanicas da
parede celular (WHITNEY et al., 1999). As cadeias de hemiceluloses expressam
uma maior susceptibilidade a hidrélise acida quando comparado com a celulose.
Os polimeros de hemicelulose apresentam maior acessibilidade aos acidos
minerais. Isso se deve, principalmente, a caracteristica disforme destas
estruturas (FENGEL e WEGENER, 1989). Como as paredes celulares séo
compostas de polimeros que interagem entre si, originando motivos
arquiteturais, € de grande importancia conhecer as estruturas quimicas destes

polimeros. Deste modo, podera ser compreendida melhor as suas interagoes e
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com isto manipula-las para a obtencdo de diversos resultados tecnoldgicos
(BUCKERIDGE et al., 2008).

As pectinas sao polissacarideos &cidos exclusivamente hidratados que se
apresentam embebidos as microfibrilas de celulose e hemiceluloses, no entanto,
nao estando ligadas covalentemente as mesmas. A cadeia central € composta
por residuos de acido galacturdénico unidos por ligacdes a-1,4. Unidades de
ramnose podem interromper esta cadeia, dando origem a longas ramificagbes
com galactanos e arabinanos (BUCKERIDGE et al., 2008). As pectinas
apresentam como principais funcdes a determinacéo da porosidade da parede,
modificacdes de cargas que modulam o pH e o balanco de ions e ainda como
moléculas que identificam a presenca de patdgenos, herbivoros ou de possiveis
relacdes simbidnticas (CARPITA e McCANN, 2000).

Além da presenca de carboidratos e proteinas, na parede celular também
podem ser encontrados compostos fendlicos, como a lignina. A lignina é
encontrada nas paredes celulares de diversos tipos de tecidos de sustentacdo e
vasculares, principalmente em traqueides e elementos de vaso. A lignina é
depositada durante o espessamento da parede secundaria, mas também pode
ocorrer na parede primaria e lamela média, em contato com a celulose e
hemiceluloses ja existentes. Entretanto, a deposicdo deste composto que
confere rigidez a parede é encontrada predominantemente em paredes
secundarias (BUCKERIDGE et al., 2008). Depois da celulose, a lignina € o

composto organico mais abundante na natureza (DOS SANTOS et al., 2008).

A lignina é um biopolimero complexo, com estrutura de natureza
aromatica e alto peso molecular. E composta por varias combinacdes de trés
tipos de residuos: a lignina guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H)
(FENGEL e WEGENER, 1989). E originada a partir da oxidac&o
desidrogenerativa de trés alcoois monoligndis (coniferilico, sinapilico e p-
cumarilico), respectivamente (Figura 07) (RAES et al., 2003). No decorrer do
desenvolvimento da célula, a lignina € incorporada na célula vegetal como um
dos ultimos componentes da parede celular, envolvendo as microfibrilas
celulésicas (Figura 02), fortalecendo e enrijecendo a parede celular, assim
conferindo maior resisténcia mecéanica da parede celular (NOVAES et al., 2010).
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A lignina, também, possui um papel importante, tanto no transporte de agua e
nutrientes das plantas, como protegendo os tecidos dos vegetais da degradacao

guimica e/ou biolégica (CANILHA et al., 2010).
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Figura 07: Esquema estrutural para a lignina da madeira moida de Eucalyptus
grandis (a); estruturas dos alcoois precursores das unidades fenilpropanéides
guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H) (b) (adaptado; PILO-VELOSO et
al., 1993).
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A composicao da lignina varia significativamente entre as espécies, dentro
da espécie e também na mesma planta. Pode ocorrer variagdes de célula para
célula de acordo com a localizacao da parede celular, além de variar conforme
0 estagio de desenvolvimento da célula e do tecido, e ainda com a influéncia de
estresses ambientais (NOVAES et al.,, 2010). A sua arquitetura molecular
diferencia-se segundo a origem botanica dos tdxons, entre células e até mesmo
dentro da parede celular, respondendo aos efeitos abioticos e bibticos do
ambiente (MOURA et al., 2010). Este composto fendélico ocorre na parede celular
de espécies arboreas em diferentes composicdes, como, por exemplo: em
madeiras com maior densidade, de 25 a 35% e em madeiras com menor
densidade, de 18 a 25% (LARS et al., 2000).

Variac¢des nos polimeros de parede celular pode ocorrer devido estresses
abidticos como: baixas temperaturas, luminosidade, radiacdo UV-B, COg2,
ozobnio, deficiéncia hidrica, nutricAo mineral e metais pesados. Assim como
também ocorre variagdes associadas com estresses bidticos: bactérias, fungos
e virus (MOURA et al.,, 2010). Ha indicacbes de que espécies pioneiras
apresentem menores propor¢cdes nos polimeros de parede celular do que
espécies nao pioneiras, principalmente, devido a menor densidade na madeira
presente nestas espécies, proporcionada pelo seu rapido crescimento e
estabelecimento na dinamica florestal (KING et al., 2005; POORTER et al., 2008;
2010).
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4.1 — Area de Estudo
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Este trabalho foi realizado em um fragmento da Floresta Atlantica no

tabuleiro da Reserva Natural Vale, localizado no municipio de Sooretama — ES,

Brasil (Paralelos 19° 06 - 19° 18 de latitude sul e - entre os meridianos 39° 45 -
40° 19 de longitude W Gr.) (Figura 08).

50°0°W

40°0°'W

Z
(=]
¥, »
£ T (=
Briizil D EX
i BP BA -
b apare)
J 3
-\,f\',‘ Df(‘
\."1 -y .\‘(l i
— > =
J’ o S
- 7
=
N 50°0'W 40°0'W
B ' 1:30.000.000
s 0 SO0 1.000 2.000

km

41°0' 0w N 40°0' 0" W
b 3
. - REBIO Soorctama
.
&
-
%
RN Vale
F/
=
1:1,7000,000

0 10 20 40

I

41°0i0"W

1 P aane: 9

Figura 08: Reserva Natural Vale, municipio de Sooretama — ES, Brasil (Paralelos
19° 06’ 18” S e 39° 45’ 19” O) (adaptado; NEMESIO, 2013).

A diversidade do clima na regidao deve-se principalmente a grande

extensdo de baixadas costeiras e diferencas de relevo. De acordo com Peixoto

e Gentry (1990), o clima da regido é classificado como tropical tmido (Am), com

precipitacdo pluviométrica média anual de 1.403 mm e uma estacdo seca de

maio a setembro, chegando a apenas 33 mm de chuva nos meses

correspondentes de julho e agosto. A temperatura média anual é de 23,6°C, com

minima em julho (15,6°C) e maxima em fevereiro (27,4°C). Segundo 0s mesmos

autores, a area estudada esta localizada no limite entre o umido e o levemente

sazonal.
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De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
(2004), a vegetacao presente na regido norte do estado do Espirito Santo ocorre
sob um clima ombrofilo durante o ano, sem periodos biologicamente secos e,
com até dois meses de umidade, devendo ser classificada como Floresta
Ombrdfila Densa. Especificamente com relacédo a area de estudo, a vegetacao
pode ser enquadrada como Floresta Ombrofila Densa de Terras Baixas. Esse
tipo de vegetacdo € comumente chamada de floresta dos tabuleiros. Segundo
Rizzini (1997), esta vegetacdo pode ser definida como o corpo florestal que
ocorre desde Pernambuco até o estado do Rio de Janeiro. O autor caracteriza
sua area central como grandiosa e define sua distribuicdo ocorrendo desde a
regido sul da Bahia até o norte do Espirito Santo. O nome tabuleiro reporta-se a
topografia do lugar, ja que se trata de uma faixa suavemente ondulada ou quase

plana, elevando-se de 20 a 200 m acima do nivel do mar.
4.2 — Delineamento Experimental

Espécies de grande interesse para o reflorestamento e bem definidas
quanto a posicdo na sucessao florestal, conforme indicacdes seguras da
literatura especializada (LORENZI, 1992; 2002; 2008), foram demarcadas na
Reserva Natural Vale, municipio de Sooretama — ES, Brasil. Foram selecionadas
trés espécies arboreas da classe das pioneiras (Figura 09) e trés ndo pioneiras
(Figura 10) bem representativas na Reserva e de facil localizacdo, sendo

demarcada uma populacdo amostral de sete individuos por espécie.

Em campo, foram realizadas as medicdes de altura das arvores e, com
auxilio de uma fita métrica, a circunferéncia a altura do peito (CAP), para
posterior célculo do didmetro a altura do peito (DAP) dos individuos. Folhas
completamente expandidas do terceiro ao quarto né apical do ramo da copa
foram coletadas com o auxilio de um podé&o aéreo. Para as avaliagdes do caule,
foram utilizados segmentos caulinares retirados do tronco com auxilio de um

trado de incremento e manual no nivel do diametro do peito.

As amostras foliares e caulinares foram congeladas em nitrogénio liquido
e parte armazenadas em caixa térmica com gelo e transportadas para o

Laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
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Universidade Federal do Espirito Santo, onde foram armazenadas em

ultrafreezer (-80°C).

Figura 09: Espécies arbdreas pioneiras demarcadas na Reserva Natural Vale
neste estudo. (A) Senna multijuga var. verrucosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby —
Caesalpiniaceae, (B) Miconia cinnamomifolia (DC.) Naudin — Melastomataceae,
(C) Bixa arborea Huber — Bixaceae (adaptado; LORENZI, 1992; 2002; 2008).



45

Figura 10: Espécies arbdéreas ndo pioneiras demarcadas na Reserva Natural
Vale neste estudo. (A) Melanoxylon brauna Schott — Caesalpiniaceae, (B)
Carpotroche brasiliensis (Raddi) Endl. — Achariaceae, (C) Neoraputia alba (Nees
& Mart.) Emmerich — Rutaceae (adaptado; LORENZI, 1992; 2002; 2008).
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4.3 — Biometria Foliar

As folhas coletadas em campo e armazenadas em caixa térmica com gelo
foram pesadas para obtencdo da massa fresca e, em seguida, acondicionadas
em estufa a 60°C por 4 dias, até obten¢do da massa constante. Apos a secagem,
as folhas foram pesadas novamente para obtencdo da massa seca. Para a
medicao da area foliar foi utilizado um scanner de geracdo de imagens (Area
Meter, LI-COR 3100, Nebraska, EUA). Foram utilizadas 20 folhas de cada
individuo para obtencdo da massa seca e medicéo da area foliar, totalizando 70

folhas por espécie e 210 folhas por grupo ecoldgico.

Com esses dados, foram calculados a massa foliar especifica (MFE =
MFF/AF) segundo Hunt (1982) e o teor de agua (Teor H20 = (MFF-MSF)/AF), de
acordo com Parida et al. (2004), sendo MFF = massa fresca da folha; AF = area

da folha e MSF = massa seca da folha.
4.4 — Pigmentos Cloroplastidicos

Os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides e as razdes
clorofila a/b e clorofila total/carotenoides foram determinados utilizando 3 discos
foliares (0,3 cm2 de diametro), e para a espécie que apresentou folhas
recompostas, foram utilizados trés folidlulos. Os discos e folidlulos foram
imediatamente colocados em tubos de vidro envoltos por papel aluminio
contendo 7 mL de dimetil sulfoxido (DMSO) e incubados no escuro, em banho-
maria a £60°C por 24 horas, para a extracdo completa dos pigmentos. Apés esse
periodo, o volume de DMSO foi completado para 10 mL. Para a obtencéo da
massa seca, os discos e os folidlulos foram secados em estufa a 60°C até

obtencdo da massa constante.

As leituras da densidade oOptica foram feitas nos comprimentos de onda
de 470, 645, 663 nm em espectofotbmetro (Thermo Scientific GENESYS 10S
UV-Vis Spectrophotometer, Massachusetts, EUA). As concentracdes dos
pigmentos foram calculadas segundo Lichtenthaler e Welburn (1983) pelas

seguintes formulas:

Clorofila a = [(12,7.Ass3) — (2,69.A645)].V/(1000.MS) (mg.g™* MS);
Clorofila b =[(22,9.A645) — (4,68.A663)].V/(1000.MS) (mg.g* MS);
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Clorofila total = [(20,2.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS) (mg.g* MS);
Carotenoides = [(1000.A470) — (1,82.Chl a — 85,02.Chl b)].V/(198.1000.MS)
(mg.gt MS).

Onde: Chl = clorofila; A470 = absorbancia a 470 nm; Asss = absorbancia a 663
nm; Aess = absorbancia a 645 nm; V = volume da amostra (mL); MS = massa

seca da amostra (Q).
4.5 — Anatomia Foliar e Caulinar

Segmentos da porcdo mediana das folhas foram fixados em FAA 50%
durante 48 horas (JOHANSEN, 1940), armazenados em alcool 70%,
desidratados em série etilica crescente (70%, 80%, 90% e 100%) e incluidos em
resina glicol-metacrilato (Leica Historesin®), segundo Gerrits (1991). Apds
secagem da resina o material incluso foi colado em blocos de madeira com o
auxilio de adesivo instantaneo. Os blocos foram cortados transversalmente (10
pum de espessura) em micrétomo rotativo Jung®, com a utilizacdo de navalhas

de aco.

Foram analisadas medicOes da espessura total do limbo, da epiderme de
ambas as faces da folha, e dos parénquimas palicadico e lacunoso. Para a
quantificacdo da densidade estomatica (mm?) foi feita a impresséao epidérmica
foliar abaxial em laminas de vidro, com o auxilio de éster de cianocrilato (Super
Bonder®). As medicbes foram realizadas através do software analisador de
imagens TSView v.6.1.3.2 (Tucsen Imaging Technology Co. Limited, Fujian,
China). Os valores médios foram obtidos a partir de 20 medi¢des para cada
variavel. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) no nivel
de 1% de significancia. As observacdes e a documentacao fotografica foram
realizadas em fotomicroscopio (Nikon, Eclipse E200, Toquio, Japao).

O mesmo procedimento anterior foi realizado para as amostras de
segmentos caulinares. Nesse caso, 0 método compreende maceracao do xilema
(KRAUS e ARDUIN, 1997) que consiste em dissolver a lamela média para
obtencéo de células dissociadas do xilema secundario formando tiras no sentido
longitudinal do caule, possibilitando, assim, a individualizagdo dos diversos

elementos que compdem o xilema. Os fragmentos foram transferidos para tubos
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de ensaio com tampa rosqueada contento 10 mL de solucdo de agua oxigenada
e acido acético na propor¢éo de 1:1 e acondicionados em estufa a 60°C por 48
horas para a dissociagdo completa. O material foi lavado em agua comum,

colorido com safrablau e armazenado em geladeira.

Foram feitas 20 medidas, por individuo, do comprimento do elemento de
vaso, didmetro do elemento de vaso e do lumen do elemento de vaso,
comprimento da fibra e espessura da fibra. Todas as medidas foram realizadas
em fotomicroscépio (Nikon, Eclipse E200, Toquio, Japdo) com analisador
semiautomatico Nikon com o uso do software TSView v.6.1.3.2 (Tucsen Imaging

Technology Co. Limited, Fujian, China).
4.6 — Carboidratos Nao Estruturais

Amostras de folhas e segmentos caulinares congeladas em ultrafreezer (-
80°C) foram liofilizadas e, em seguida, pulverizadas em moinho de bola (Modelo

TE-350, TECNAL, S&o Paulo, Brasil) e armazenadas em temperatura ambiente.
4.6.1 Carboidratos Soluveis

Para a extracdo de acucares soluveis, 10 mg do po6 foi pesado (Balanca
Analitica AB204-S/FACT Mettler Toledo, Leicester, Inglaterra) em microtubos de
2 mL e submetidos a quatro extracdes subsequentes com 1,5 mL de etanol 80%
em banho-maria a +80°C durante 20 minutos e centrifugados a 13.000 rpm por
10 minutos (Eppendorf Microcentrifuge 5417R, Hamburgo, Alemanha). Repetida
esta etapa por mais trés vezes, o sobrenadante da quarta extracao foi utilizado
para determinacdo dos acUcares totais sollveis em fenol 5% e H2SO4 95-97%
como descrito por Dubois et al. (1956) para a certificacdo de que todo o contetdo
de acucar soluvel foi extraido da amostra. Os sobrenadantes foram reunidos e
armazenados a -20°C. O precipitado foi transferido para estufa 50°C durante 24
horas, para completa evaporacdo do etanol e armazenado em temperatura
ambiente para posterior analise de amido (item 4.6.2). O volume total da extrac&o
etandlica (6 mL) foi evaporado em concentrador de amostras (Thermo Scientific
Express SC250EXP SpeedVac®, Massachusetts, EUA) e posteriormente
ressuspendido em 1 mL com agua ultrapurificada Milli-Q. Para os extratos

foliares foi necessario adicionar 0,5 mL de cloroformio 99% para o arraste de
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pigmentos lipossoliveis como a clorofila. Apds separacdo das duas fases
(hidrossoltvel contendo os acuUcares e lipossolivel com pigmentos), o
sobrenadante foi coletado e armazenado em microtubos congelados em -20°C.

Os extratos foram descongelados e uma aliquota de 500 L foi adicionada
em vial para quantificacdo de glicose, frutose e sacarose por cromatografia
liguida de troca anidnica de alta performance (HPAEC/PAD) em sistema Dionex-
DX500. A coluna utilizada foi CarboPac PAL1, eluida com NaOH 200 mM e 4gua
ultrapurificada Milli-Q. O tempo de corrida para cada amostra foi de 25 minutos
com fluxo de 1 mL/min, sendo que a proporcéo aplicada foi de 50% de cada
eluente durante os primeiros 15 minutos (tempo médio para a separacdo de
todos os picos de interesse), 100% de NaOH 200 mM por 5 minutos para a
limpeza da coluna e finalizando com 5 minutos com 100% de agua para a
regeneracao. Para a curva padrao foram utilizadas concentracdes de 50, 100 e
200 uM de cada acucar. A curva padrao foi estabelecida na sequéncia de corrida
a cada 10 amostras a fim de evitar erros de deteccdo devido a variacdes
temporais do aparelho na determinacao nos tempos de retencdo, bem como para
detectar possiveis variacbes nas concentracfes dos acucares devido a

degradacédo dos mesmos.
4.6.2 Amido

A dosagem de amido foi realizada a partir do protocolo descrito por Amaral
et al. (2007). ApGs remocao dos agucares soltveis (descrito no item 4.6.1) foram
adicionados ao precipitado 0,5 mL (120 U mL™') de a-amilase termoestavel de
Bacillus licheniformis (céd. E-ANAAM, MEGAZYME), diluida em tampao MOPS
10 mM em pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75°C por 30 minutos. Este
procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 120 unidades de enzima.
As amostras foram resfriadas até 50°C, e entéo foi adicionado 0,5 mL de uma
solucéo contendo 30 U mL* de amiloglucosidase de Aspergillus niger (cod.
EAMGPU, MEGAZYME) em tampéo acetato de sodio 100 mM em pH 4,5. As
amostras foram incubadas a 50°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido

mais uma vez.
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Apbs as incubacgdes descritas acima, foram acrescentados 50 uL de acido
perclorico 0,8 M para interromper a rea¢do enzimatica e precipitar as proteinas.
Logo apos centrifugagdo de 10 minutos a 13.000 rpm, prosseguiu a dosagem de
amido nos extratos, por meio da quantificacdo de glicose liberada no processo
de hidrélise do amido. Para tanto, foram utilizados 50 pL do extrato com 250 pL
do reagente Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas
glicose-oxidase (~11.000 U mL™?) e peroxidase (~700 U mL1), 290 umol L de
4-aminoantipirina e 50 mM de fenol pH 7,5. Nesta etapa, a glicose oxidase
catalisa a oxidacdo da glicose. O peroxido de hidrogénio formado na reacéo
reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da peroxidase,
através de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina rosa cuja intensidade é proporcional a concentracdo de
glicose na amostra. ApGs incubacdo por 15 min a 37°C, o teor de glicose foi
determinado em espectrofotdmetro acoplado a leitor de ELISA (Thermo Scientific
Express Multiskan FC Microplate Photometer, Massachusetts, EUA) em
comprimento de onda de 490 nm. Para a elaboracédo da curva padrao foi utilizada
solucédo de glicose (SIGMA), nas concentracfes de 0; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5
mg/mL.

4.7 — Carboidratos Estruturais e Lignina
4.7.1 Celulose

A determinacdo de celulose das amostras foi realizada de acordo com
Brendel et al. (2000). Foram pesadas 100 mg de amostras pulverizadas em tubos
de vidro com tampa rosqueada. Adicionou-se 2 mL de acido acético 80% e 200
puL de acido nitrico 69% concentrado. Os tubos foram fechados, as amostras
misturadas com cuidado, e acondicionados em placa aquecedora por 1 hora a
100°C. Apods esfriar, as amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL,

previamente pesados, e logo em seguida adicionado 2,5 mL de etanol 99%.

As amostras foram entdo homogeneizadas em agitador vortex,
centrifugadas a 4.500 rpm por 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810R,
Hamburgo, Alemanha) em temperatura ambiente e o sobrenadante descartado
cuidadosamente. Em seguida, as amostras foram lavadas sequencialmente da

seguinte forma: (1) 5 mL de etanol 99% para remover os produtos degradados
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na extracao; (2) 5 mL de agua deionizada para remover 0s vestigios do acido
nitrico; (3) 5 mL de NaOH 17% que ficou em repouso em temperatura ambiente
por 10 minutos; (4) 5 mL de agua deionizada; (5) 2,2 mL de agua deionizada e
600 pL de acido acético. Foi ainda adicionado mais 2,2 mL de agua deionizada
para retirada de material ndo celulésico ainda persistente e (6) 5 mL de agua
deionizada. Entre cada lavagem (1 a 6), as amostras foram centrifugadas a 4.500
rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e os sobrenadantes descartados.
Por fim as amostras foram secas em estufa a 50°C por 48 horas e pesadas para

posterior determinacdo da porcentagem de celulose.
4.7.2 Hemicelulose

A metodologia utilizada para a determinacdo de hemicelulose foi de
Shéadel et al. (2010) com modificagbes. Para cada 50 mg de massa seca das
amostras pulverizadas, foi adicionado 1,5 mL de etanol 80% em microtubos de
2 mL, para retirada dos agucares soluveis. Os tubos devidamente vedados com
pregadores especificos para microtubos foram levados ao banho-maria a +80°C
por 20 minutos. As amostras foram centrifugadas em 13.000 rpm por 5 minutos
a temperatura de 5°C e o sobrenadante descartado cuidadosamente. Esta
operacao foi repetida por mais trés vezes, para retirada total dos residuos de
acucares sollveis ainda presentes nas amostras. O precipitado foi seco em
estufa a 50°C durante 24 horas e entdo pesado. Ao precipitado seco foi
adicionado 1,5 mL de dimetil sulféxido (DMSQO) para extracdo do amido presente
nas amostras e, mantido sob agitacdo em placa agitadora por 24 horas em
temperatura ambiente. ApGs esse periodo, as amostras foram centrifugadas em
13.000 rpm por 5 minutos a 5°C e o sobrenadante descartado. Em seguida, o
precipitado foi lavado em 1,5 mL de agua destilada por trés vezes, centrifugado
e descartado o sobrenadante, para retirada total do DMSO presente nas
amostras até que o pH atingisse o valor entre 6-7 aferido com fitas de pH. O
precipitado foi transferido para estufa a 50°C por 24 horas e entdo realizada a

pesagem no dia seguinte.

Acrescentou-se ao precipitado anterior 1,5 mL do detergente neutro
(tetraborato de sodio decahidratado 18 mmol, acido etilenodiaminotetracético 66

mmol, sulfato de sédio dodecil 10,4 mmol, fosfato de soédio dibasico 32 mmol e
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agua destilada) para extracdo de residuos sollveis em agua e pectinas e,
adicionou-se 25 L de solugdo de sulfito de sédio (10 mg/10 mL) para extracdo
de proteinas. As amostras foram transferidas para banho-maria a +100°C por 60
minutos sob agitacdo em placa magnética. Depois as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado desta etapa (celulose,
hemicelulose e lignina) foi lavado sequencialmente da seguinte forma: (1) duas
vezes com 1,5 mL de 4gua deionizada quente; (2) uma vez com 1,5 mL de
acetona 100% e; (3) uma vez com 1,5 mL de agua deionizada. O precipitado
contendo a “fragao total de parede celular” foi entao transferido novamente para
estufa a 50°C durante 24 horas e pesado. Em seguida foi adicionado ao
precipitado 1,5 mL do detergente acido (H2SOs4 1 N e brometo de
hexadeciltrimetilaménio &cido deoxicdlico sal so6dico 55 mmol) e
homogeneizado. Apos serem transferidas novamente para banho-maria a
+100°C por 60 minutos, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
contendo hemicelulose foi descartado. O precipitado foi lavado em 1,5 mL de
agua deionizada por pelo menos cinco vezes, centrifugado e descartado o
sobrenadante, para retirada total do detergente acido presentes nas amostras.
Por fim o precipitado contendo apenas a “fracéo de celulose e lignina” foi seco

em estufa a 50°C durante 24 horas e pesados posteriormente.

O célculo para a determinacdo da concentracdo das hemiceluloses
presentes nas amostras foi realizado pela diferenga gravimétrica entre a “fracao
total da parede celular” e a “fragdo de celulose e lignina”. As concentragbes de

hemiceluloses foram calculadas em % da massa seca (MS).

A propor¢cdo dos monossacarideos das fracbes de parede celular das
amostras foi realizada através da hidrélise com o acido trifluoracético (TFA) 2 N.
ApoOs a remocao total dos acucares soluveis e amido das amostras (descritos no
item 4.6.1 e 4.6.2 respectivamente), foram pesados 2 mg do precipitado em
microtubos de 1,5 mL e, em seguida, acrescentado 1 mL do acido trifluoracético
2 N (Merck). Os microtubos devidamente vedados com pregadores especificos
para microtubos foram submetidos ao banho seco por uma hora a £100°C. As
amostras foram resfriadas e 1 mL foi transferido para microtubos de 2 mL com

secagem em um concentrador de amostras. Os monossacarideos foram
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ressuspendidos em 500 pL de agua ultrapurificada Milli-Q e as amostras foram

purificadas em filtros de HPLC.

Uma aliquota de 500 uL das amostras foi transferida em vial e submetida
a analise quantitativa das fracdes de xilose, galactose, arabinose, manose,
glicose, ramnose e fucose. Os monossacarideos resultantes da hidrolise acida
foram analisados por cromatografia liquida de troca aniénica de alta performance
(HPAEC/PAD) com detector amperométrico (Dionex-DX500, USA) em coluna
CARBOPAC PALl. A separacao foi feita em 60 minutos, com agua, tendo um
pulso, nos primeiros dois minutos, de NaOH 20 mM e um fluxo de 1 mL/min. Foi

utilizada pos-coluna com NaOH 500 mM e fluxo de 0,5 mL/min.

4.7.3 Lignina

A determinacéo de lignina foi realizada segundo Dos Santos et al. (2008).
Foram pesados 150 mg de amostras pulverizadas em tubos de vidro e
homogeneizado em 10 mL de tampéo fosfato de sodio e potassio 50 mM em pH
7. As amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL e o material foi
centrifugado por 10 minutos a 6.000 rpm e o sobrenadante descartado. A partir
dessa etapa o precipitado passou por 12 lavagens com diferentes solucdes
(Tabela 03) seguindo sempre 0 mesmo procedimento: a solucéo foi adicionada,

o material foi agitado em vortex por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Tabela 03: Lista de soluc¢des utilizadas na sequéncia de lavagens para extracéo

de lignina.
Numero de Volume Solucdes
lavagens (mL)
3 7 Tampao Fosfato 50 mM — pH 7,0
3 7 Triton® x — 100 (v/v) 1% - pH 7,0 (SIGMA)
2 7 Tampéo NaCl-pH 7,0
2 7 Agua destilada
2 7 Acetona 100%

Apoés a 122 lavagem, o precipitado foi seco em estufa a 60°C por 24 horas.
Esse material resultante € o que compreende a fracédo de parede celular livre de

proteinas. Do precipitado seco, pesou-se 50 mg em tubos de 15 mL, adicionou-
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se 1,2 mL de acido tioglicdlico e 6 mL de HCI 2 M. As amostras foram incubadas
a 95°C por 4 horas. Apés esse tempo as mesmas foram centrifugadas por 15
minutos e lavadas trés vezes com agua destilada. Adicionou-se 7 mL de NaOH
0,5 M e incubou a 30°C por 18 horas sob agitacdo constante em agitador
magnético. Depois as amostras foram centrifugadas e reservou-se o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 3 mL de NaOH 0,5 M, e centrifugado
em seguida. O sobrenadante resultante foi unido ao anterior, acidificado com 1,8
mL de HCl e deixado a 4°C por 12 horas sem agitar para precipitacdo. Apos esse
periodo, as amostras foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua
destilada, centrifugadas novamente em 6.000 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente e descartado o sobrenadante. O precipitado obtido foi

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

No caso das amostras da madeira que ultrapassaram o valor acima de 1,0
na leitura espectrofotométrica, as mesmas foram diluidas 50 vezes (proporgéo
de 1:50). Nesse caso foi retirado 2,5 UL das amostras que ultrapassaram o valor
acima citado e misturou-se com 2,5 mL de NaOH 0,5 M (proporcao de 1:100).
Como o precipitado foi inicialmente ressuspendido em 5 mL de NaOH, a diluicédo
foi de cinco vezes. A determinacdo do conteudo de lignina foi realizada através
da leitura de absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 280
nm. Foi utilizada a solucéo de lignina (SIGMA) para construcéo da curva padréo,
nas concentragdes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200; 300; 400 e 500 pg/uL.

4.8 — Andlises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC).
As médias dos dados obtidos foram comparadas aplicando-se a analise de
variancia (ANOVA) no nivel de 1% (P < 0.01) de significancia pelo Programa
Assistat 7.7 beta (2014), UAEG-CTRN-UFCG, Campina Grande — PB e a
organizacéo e tabulacdo dos dados, executados pelo programa Microsoft Office
Excel (2013).
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5. RESULTADOS
5.1 — Analises Biométricas

Nas analises biométricas de altura, diametro do caule, teor de agua, area
foliar unitaria e massa foliar especifica, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os dois grupos funcionais (Tabela 04).

Tabela 04: Variaveis biométricas de espécies arboreas pioneiras e ndo pioneiras
da Floresta Atlantica. Medidas de altura, didmetro do caule, teor de agua foliar,

area foliar unitaria (AFU) e massa foliar especifica (MFE).

Classificacéo Ecolégica

Variaveis — —
Pioneiras N&o Pioneiras
Altura (m) 17,2+0,9 15,7+1,3
Diametro caule (cm) 271+22 24,6+ 2,7
Teor H20 (mg H20 cm?) 0,9 £ 0,04 1,3+0,07
AFU (cm?) 63,7+6,1 70,2+6,3
MFE (mg MF cm?) 0,02 + 0,002 0,02 + 0,001

+ representa o erro padrdo da média (n=21).
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5.2 — Pigmentos Cloroplastidicos

A concentracdo de pigmentos cloroplastidicos diferiu significativamente
entre as duas classes sucessionais (Tabela 05). As espécies pioneiras se
destacaram pelas maiores concentracdes de clorofila a (11,9 mg.g! MS),
clorofila b (5,7 mg.g* MS), clorofila total (19,8 mg.g* MS) e de carotenoides (15,7
mg.g? MS). No entanto, a razdo clorofila total/carotenoides foi maior nas

espécies ndo pioneiras.

Tabela 05: Concentracdes de pigmentos cloroplastidicos nas folhas de espécies
arboreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Medidas de clorofila a;
clorofila b; clorofila total; carotenoides; relacdo entre clorofila a e clorofila b e

relacdo entre clorofila total e carotenoides.

. Classificacéo Ecolédgica
Pigmentos (mg.g* MS)

Pioneiras N&o Pioneiras
Clorofila a 11,9*+1,2 8,4+0,6
Clorofila b 57**+0,5 35+04
Clorofila total 19,8+ + 1,9 13,8+1,1
Carotenoides 157+ 1,8 74+11
Clorofila a / Clorofila b 2,1+0,1 26+0,1
Clorofila total / Carotenoides 1,4 + 0,06 2,2**+0,2

Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01). + representa o erro padréo da média (n=21).
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5.3 — Anatomia Foliar e Caulinar

A espessura total do limbo foliar, da epiderme adaxial e dos parénquimas
palicddico e lacunoso foi maior nas espécies ndo pioneiras, jA as espécies
pioneiras apresentaram maior densidade estomatica (382 mm?) (Tabela 06).
Quanto a epiderme abaxial e a relagcdo entre os parénquimas palicadico e
lacunoso, nédo foi encontrada diferencas significativas entre os dois grupos

ecoldgicos.

Em relacdo a anatomia da madeira, foram observadas diferencas entre os
grupos funcionais (Tabela 07). Os didmetros dos elementos de vaso e do limen
dos elementos de vaso foram maiores no xilema secundario das espécies
pioneiras. Entretanto, a espessura da parede dos elementos de vaso, o diametro
das fibras e o comprimento dos elementos de vasos e das fibras ndo variou

significativamente entre as duas classes sucessionais.
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Tabela 06: Variaveis anatémicas foliares de espécies arboreas pioneiras e ndo
pioneiras da Floresta Atlantica. Medidas de espessuras do limbo, epiderme
adaxial, parénquima palicadico, parénquima lacunoso, epiderme abaxial, razdo

entre as espessuras dos parénquimas lacunoso e palicadico e densidade

estomatica.
Variaveis Classificacdo Ecologica
Pioneiras N&o Pioneiras

Limbo (um) 155+ 2,2 226**+ 5,2
Epiderme adaxial (um) 18+0,4 22**+ 0,9
Parénquima palicadico (um) 43+1,5 65**+ 4,3
Parénquima lacunoso (um) 82+24 127**+ 7,7
Epiderme abaxial (um) 12+ 0,7 12+0,4
Parénguima lacunoso / palicadico 1,9 £0,09 2,0£0,04
Densidade estomatica (mm?) 382** + 3,1 266 £ 2,9

Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01). + representa o erro padrao da média (n=21).

Tabela 07: Varidveis anatbmicas do xilema secundario caulinar de espécies
arbéreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Medidas de
comprimento do elemento de vaso, diametro do elemento de vaso, diametro do
limen do elemento de vaso, parede do elemento de vaso, comprimento da fibra

e diametro da fibra.

. Classificagcdo Ecoldgica
Variaveis (um)

Pioneiras N&o Pioneiras
Comprimento do elemento de vaso 445 £ 7,7 505+4,1
Diametro do elemento de vaso 257** £ 3,1 89123
Diametro do limen do elemento de vaso  237** + 3,4 73+24
Parede do elemento de vaso 18+ 1,1 15+0,3
Comprimento da fibra 821 +13,2 891+11,1
Diametro da fibra 17 +0,6 19+1,0

Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01). + representa o erro padrdo da média (n=21).
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5.4 — Carboidratos Nao Estruturais
5.4.1 Carboidratos Soluveis

No xilema secundario do caule (Figura 11), os teores de glicose, frutose e
sacarose diferiram significativamente entre as duas classes funcionais. As
espécies pioneiras se destacaram pelos maiores teores destes carboidratos. As
proporcdes observadas dos agucares solUveis presentes no caule das espécies
pioneiras foram de 6% de glicose, 2,3% de frutose e 7,9% de sacarose da massa
seca (MS). Enquanto as espécies nao pioneiras apresentaram o0s seguintes

valores: 1,5% de glicose, 0,8% de frutose e 4,3% de sacarose da MS.

Para as folhas (Figura 12) ndo houve diferencas significativas nas
concentracbes destes aclcares entre os dois grupos ecologicos abordados
neste estudo. Nas espécies pioneiras foram verificadas proporcdes de 0,09% de
glicose, 0,08% de frutose e 0,001% de sacarose da MS. Ja as espécies nado
pioneiras exibiram 0,08% de glicose, 0,1% de frutose e 0,0025% de sacarose da
MS.
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Figura 11: Teores de glicose, frutose e sacarose em caule de espécies arboreas
pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a média
aritmética e o erro padrédo da meédia (n=7 para cada espécie e n=21 por grupo
ecologico). Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas

classes sucessionais (P<0.01).
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Figura 12: Teores de glicose, frutose e sacarose em folhas de espécies arbdreas
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aritmética e o erro padrédo da meédia (n=7 para cada espécie e n=21 por grupo

ecolégico).
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5.4.2 Amido

O teor de amido caulinar ndo diferenciou significativamente entre os dois
grupos funcionais (Figura 13). Nesse sentido, o teor de amido do caule das
espécies pioneiras representou apenas 1,9% e 3,1% da MS nas espécies ndo
pioneiras. A espécie ndo pioneira Neoraputia alba mostrou menor valor deste
polissacarideo com cerca de 1% da MS do caule, enquanto a espécie
Carpotroche brasiliensis da mesma classe funcional obteve o maior valor com
5,6% de amido da MS.

As espécies ndo pioneiras se destacaram pelos maiores teores de amido
foliar representando 2,8% da MS. Ja as espécies pioneiras esse valor foi muito
baixo correspondendo apenas 0,9% da MS das folhas. Ao contrario do que foi
observado no caule, a espécie ndo pioneira Neoraputia alba se destacou pelo
valor elevado de amido foliar com uma concentracao de 6,1% da MS, conduzindo
este grupo funcional para obtencdo da maior concentracao de amido foliar.
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Figura 13: Teor de amido em caule e folhas de espécies arbdreas pioneiras e
nao pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a média aritmética e o
erro padrdo da média (n=7 para cada espécie e n=21 por grupo ecoldgico). Dois
asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01).
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5.5 — Carboidratos Estruturais e Lignina

Os resultados obtidos nas analises dos carboidratos estruturais e lignina
foram altamente satisfatérios e inéditos sob o ponto de vista ecoldgico.

5.5.1 Celulose

O teor desse polimero de parede celular foi maior nas folhas e caule das
espécies nao pioneiras (Figura 14). O valor médio de celulose no caule das
espécies ndo pioneiras foi de 33% da MS e nas folhas de 10% da MS e para as
espécies pioneiras o valor médio foi de 29% da MS do caule e 6% da MS das
folnas. Comparando qualitativamente os 6érgdos, nota-se que a variacdo da
celulose nas folhas foi maior do que no caule. Enquanto essa variacao foi de

57% no caule, nas folhas foi de 83%.
5.5.2 Hemicelulose

A concentracao de hemiceluloses também variou significativamente entre
as classes funcionais (Figura 15). Para as espécies néo pioneiras o valor médio
deste polimero de parede celular representou 24% da MS do caule e 15% da MS
das folhas. As espécies pioneiras exibiram menor teor de hemiceluloses no caule
com 17% da MS e nas folhas com 9% da MS. Na comparacédo qualitativa dos
orgaos, podemos observar que a variacdo das hemiceluloses nas folhas foi
superior do que no caule. A variacao verificada para o caule foi de 65% e para
as folhas de 83%.

5.5.3 Lighina

A lignina demonstrou ser uma variavel quantitativa bem representativa na
diferenciacdo dos dois grupos sucessionais (Figura 16). As espécies nao
pioneiras apresentaram maior teor deste polimero de parede celular,
representando no caule o valor médio de 22% da MS e 4% da MS das folhas. O
valor médio da concentracdo de lignina nas espécies pioneiras foi de 9% da MS
do caule e 1,5% da MS das folhas. A variacdo da lignina na comparagéo
qualitativa dos orgaos também foi mais elevada nas folhas do que no caule. No
caule a variacéo foi de 122% e nas folhas de 133%.
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Figura 14: Conteudo de celulose presente no caule e nas folhas de espécies
arboreas pioneiras e nao pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a
média aritmética e o erro padrdo da média (n=7 para cada espécie e n=21 por
grupo ecoldgico). Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as

duas classes sucessionais (P<0.01).
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Figura 15: Conteudo de hemicelulose presente no caule e nas folhas de espécies
arboreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a
meédia aritmética e o erro padrao da média (n=7 para cada espécie e n=21 por
grupo ecoldgico). Dois asteriscos representam diferencgas significativas entre as

duas classes sucessionais (P<0.01).
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Figura 16: Contetudo de lignina presente no caule e nas folhas de espécies
arbdreas pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a
média aritmética e o erro padrdo da média (n=7 para cada espécie e n=21 por
grupo ecologico). Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as

duas classes sucessionais (P<0.01).
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5.5.4 Proporcédo de Lignina para Biomassa Celul6sica

A proporcdo de lignina para biomassa celulésica (celulose e
hemiceluloses) foi superior no caule e nas folhas das espécies ndo pioneiras
(Figura 17). No caule dessa classe funcional o valor médio foi de 3,8% da MS e
de 0,16% da MS das folhas. O valor encontrado para as espécies pioneiras foi

inferior, representando no caule 2% da MS e nas folhas 0,1% da MS.

Observando os gréficos do caule, nota-se que a espécie ndo pioneira
Neoraputia alba se destacou pelo elevado valor desta variavel representando
5%. Ja para as folhas, a espécie que apresentou valor superior com 0,23% foi a
espécie ndo pioneira Carpotroche brasiliensis. Comparando qualitativamente os
orgaos, observa-se que a varicdo da propor¢cdo de lignina para biomassa
celulésica no caule foi maior do que nas folhas. Enquanto essa varicao foi de

95% no caule, nas folhas foi de 80%.



Lignina:Biomassa (mg g* MS)

Lignina:Biomassa (mg gt MS)
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Figura 17: Propor¢cdo de lignina para biomassa celulosica (celulose e
hemicelulose) presente no caule e nas folhas de espécies arboreas pioneiras e
nao pioneiras da Floresta Atlantica. Barras representam a média aritmética e o
erro padrdo da meédia (n=7 para cada espécie e n=21 por grupo ecoldgico). Dois
asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01).



70

5.5.5 Monossacarideos das Hemiceluloses de Parede Celular

As propor¢cdes dos monossacarideos das fracoes de parede celular séo
apresentadas nas Figuras 18 e 19. Os monossacarideos mais representativos
na fracdo de hemiceluloses presentes no xilema secundéario caulinar das
espécies pioneiras sao: xilose (70,4%), seguidos de arabinose (11,2%),
galactose (9%), manose (4,5%), glucose (3,5%), ramnose (1,1%) e fucose
(0,3%). Para as espécies nao pioneiras as propor¢cdes de monossacarideos de
parede celular foram as seguintes: 68,3% de xilose, 15,1% de galactose, 7,5%
de arabinose, 4% de manose, 3,8% de glucose, 1% de ramnose e 0,3% de
fucose. A galactose e a manose foram as Unicas fracdes que apresentaram
diferencas significativas no caule entre os dois grupos ecolégicos, mostrando
maiores concentracdes em espécies ndo pioneiras (Figura 18).

Nas folhas ocorreram algumas variagdes nas proporgoes das fracdes de
monossacarideos, quando comparadas com as fragdes encontradas no caule.
Neste 6rgao foi verificado nas espécies pioneiras maiores valores de arabinose
(31%) e xilose (28,5%), seguidos de galactose (22%), glucose (13%), manose
(2,4%), fucose (1,8%) e ramnose (1,3%). Enquanto as espécies nao pioneiras
apresentaram 36% de xilose, 31% de arabinose, 20,1% de galactose, 5,3% de
glucose, 3% de fucose, 2,7% de ramnose e 1,9% de manose. As espécies
pioneiras apresentaram maiores concentracdes nas propor¢cdes de galactose,
glucose e manose. JaA em espécies ndo pioneiras foram verificadas maiores

concentracdes nas proporgdes de fucose (Figura 19).
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Figura 18: Propor¢gfes dos monossacarideos estruturais das hemiceluloses da
parede celular do xilema secundario caulinar de espécies arbéreas pioneiras e
nao pioneiras da Floresta Atlantica. Média aritmética de n=7 para cada espécie
e n=21 por grupo ecologico. Asteriscos representam diferengas significativas
entre as duas classes sucessionais (0.01<P<0.05).
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Figura 19: Proporc¢des dos monossacarideos estruturais das hemiceluloses da
parede celular de folhas de espécies arbdreas pioneiras e ndo pioneiras da
Floresta Atlantica. Média aritmética de n=7 para cada espécie e n=21 por grupo
ecologico. (*) diferencas significativas entre as duas classes sucessionais
(0.01=P<0.05) e (**) diferencgas significativas entre as duas classes sucessionais
(P<0.01).
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5.6 — Atributos Quantitativos de Espécies Arbdreas

Diante dos resultados obtidos neste estudo, podemos aferir uma tabela
de atributos quantitativos encontrados em folhas e caule de espécies arboreas
pioneiras e ndo pioneiras da Floresta Atlantica (Tabelas 08 e 09). Com isso, foi
possivel identificar com maior exatidado as diferencas observadas entre espécies
pioneiras e nao pioneiras. Esclarecemos que esta tabela de valores foi
fundamentada nos resultados obtidos para seis espécies nativas tropicais

(Figuras 09 e 10), sendo trés pioneiras e trés nao pioneiras.

Tabela 08: Atributos quantitativos foliares de espécies arbéreas pioneiras e nédo
pioneiras da Floresta Atlantica. Média aritmética de n=7 para cada espécie e

n=21 por grupo ecoldgico.

o Classificagcéo Ecoldgica
Variaveis

Pioneiras N&o Pioneiras

Clorofila a (mg.g* MS) 11,9** 8,4
Clorofila b (mg.g* MS) 5,7** 3,5
Clorofila total (mg.g* MS) 19,8** 13,8
Carotenoides (mg.g* MS) 15,7** 7,4
Limbo foliar (um) 155 226**
Epiderme adaxial (um) 18 22**
Parénquima palicadico (um) 43 65**
Parénquima lacunoso (um) 82 127**
Densidade estomatica (mm?) 382** 266
Amido (% MS) 0,9 2,8**
Celulose (% MS) 6 10**
Hemicelulose (% MS) 9 15%*
Lignina (% MS) 1,5 4r*
Lignina:Biomassa celuldsica (% MS) 0,1 0,16**

Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01).
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Tabela 09: Atributos quantitativos caulinares de espécies arbOreas pioneiras e
ndo pioneiras da Floresta Atlantica. Média aritmética de n=7 para cada espécie

e n=21 por grupo ecolégico.

Classificacéo Ecoldgica

Variaveis _ _
Pioneiras  N&o Pioneiras

Diametro do elemento de vaso (um) 257** 89
Diametro do lumen do elemento de vaso (um)  237** 73

Glicose (% MS) 6** 15
Frutose (% MS) 2,3** 0,8
Sacarose (% MS) 7,9** 4,3
Celulose (% MS) 29 33**
Hemicelulose (% MS) 17 24**
Lignina (% MS) 9 22%*
Lignina:Biomassa celuldsica (% MS) 2 3,8**

Dois asteriscos representam diferencas significativas entre as duas classes

sucessionais (P<0.01).
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6. DISCUSSAO

As diferencas fenotipicas das espécies pioneiras e nao pioneiras
constatadas no presente estudo mostram certa relagdo com alguns conceitos
descritos por Budowski (1965), Finegan (1984) e Whitmore (1990). A maior
longevidade foliar e densidade do caule das espécies ndo pioneiras pode estar
associada ao maior teor de polimeros estruturais de parede celular observado
nesse estudo. Como ha caréncia de informagBes sobre as caracteristicas
ecofisiolégicas de espécies pioneiras e ndo pioneiras adultas e estabelecidas na
Floresta Atlantica, a presente discusséo foi baseada em informacfes oriundas
de trabalhos desenvolvidos com arbdéreas juvenis em condi¢cdes de campo e em
condicbes ambientais controladas, e adultas estabelecidas em florestas nativas

tropicais.

A maior espessura do limbo foliar em espécies néo pioneiras investigadas
nessa pesquisa, indica maior longevidade foliar relatada para essa classe
funcional (POORTER e BONGERS, 2006; POORTER et al., 2008). Esta
caracteristica assegura uma alta sobrevivéncia para espécies tipicas de
ambientes sombreados como as né&o pioneiras, propiciando folhas bem
protegidas que reduz a perda de biomassa por herbivoria ou perturbacao
mecanica (POORTER e BONGERS, 2006). No entanto, em estudos com
espécies nativas tropicais na fase juvenil submetidas a irradiancia contrastante,
esses resultados foram contraditorios (SABBI et al., 2010; SILVA et al., 2010;
MENGARDA et al., 2012). Nestes estudos, os autores observaram que espécies
sujeitas as maiores irradiancias como as pioneiras tendem a apresentar maior
espessura do limbo foliar, associada a mudancas estruturais para manutencéo
do processo fotossintético e maior eficiéncia do uso da agua (ROSSATO e
KOLB, 2010).

Partindo do pressuposto de que as espécies pioneiras possuem maior
taxa fotossintética exigida pelo rapido crescimento (POORTER e BONGERS,
2006; POORTER et al., 2008; 2010; PAROLIN et al., 2010), as maiores
concentracbes de pigmentos cloroplastidicos observadas neste estudo em
espécies pioneiras sugere maior atividade fotossintética em plantas inseridas

nessa classe funcional. Uma das variaveis mais importantes associadas a
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eficiéncia fotossintética € o teor de clorofilas e carotenoides (REGO e
POSSAMAI, 2006; SARIJEVA et al., 2007; FAVARETTO et al., 2011).

As clorofilas a e b capturam comprimentos de onda diferentes. Deste
modo, espécies pioneiras tipicas de ambientes com elevada irradiancia possuem
maior concentracdo de clorofila a (IANNELLI-SERVIN, 2007; PORTES et al.,
2010), com absorcao na faixa correspondente de 430 e 660 nm. Entretanto,
também foi observado neste estudo maior teor de clorofila b desta classe
funcional. Este resultado mostra-se contraditorio aos encontrados em outros
estudos com plantas sob influéncia de baixa e elevada irradiancia (GONCALVES
et al., 2001; MARTINAZZO et al., 2007; MENGARDA et al., 2009; PORTES et
al., 2010), nos quais foram verificadas maiores concentracfes de clorofila b em
espécies adaptadas ou tipicas de ambientes com baixa irradiancia. Como as
espécies pioneiras estdo sujeitas a maior irradiancia (POORTER e BONGERS,
2006; POORTER et al., 2008; 2010) uma das estratégias para evitar a
fotonibicdo estd no acumulo de carotenoides, como verificado nas espécies
pioneiras desse estudo. Os pigmentos e carotenoides agem na fotoprotecao do
sistema fotossintético contra danos causados pela fotoinibicio (MARENCO e
LOPES, 2009) por meio da dissipacao do excesso de energia luminosa (LAGE-
PINTO et al., 2012).

Outra variavel gue sustenta a informacédo de que as espécies pioneiras
possuem maior atividade fotossintética em relacdo as ndo pioneiras é a
densidade estomatica. A maior densidade estomatica, observada nas espécies
pioneiras do presente estudo, pode proporcionar maior absorcdo de CO:
(BOEGER e WISNIEWSKI, 2003) e, consequentemente, aumentar a
fotossintese (GUREVITCH et al., 2009). Esta variavel também favorece uma
diminuicdo da transpiracao foliar, devido a sobreposicéo da area de difusdo do
vapor de agua em decorréncia da maior proximidade dos estématos (CASTRO
et al., 2009).

Caso a fotossintese das espécies pioneiras aqui estudadas fosse maior
em relagdo as nao pioneiras, seria esperado uma maior concentragcao dos
fotoassimilados (MARENCO et al., 2001; BORBA et al., 2005; PORTES et al.,

2010). No entanto, nas folhas das espécies pioneiras a concentracao de glicose,
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frutose e sacarose nédo diferenciou das ndo pioneiras. Isso pode ter ocorrido
devido a uma andlise pontual que ndo considerou as taxas de atividades
metabolicas nos dias que antecederam a coleta. Portanto, as espécies pioneiras
poderiam estar em maior atividade fotossintética, mas devido ao maior
metabolismo celular dessa classe funcional (TRETHEWEY et al., 1998;
BEEMSTER et al., 2002; OKSANEN et al., 2005; PORTES et al., 2010) os
fotoassimilados poderiam ter sido metabolizados mais rapidamente e ent&o
chegar a um nivel mais baixo se igualando aos teores dos carboidratos soluveis
das espécies nao pioneiras. Outro fator que pode ter contribuido para essa falta
de diferenca dos fotoassimilados entre as duas classes funcionais seja a
variabilidade interespecifica (ALBERT et al., 2010). Nesse contexto, a variacao
da concentracdo de acucares solluveis foliares nas espécies pioneiras foi alta
com 750% de glicose, 900% de frutose e 2900% de sacarose. Da mesma forma,
as espécies ndo pioneiras apresentaram variacao de 300% de glicose, 188% de
frutose e 267% de sacarose. Pelo exposto, o aumento do niUmero de espécies

poderia normalizar os dados e reduzir os fatores de variacao.

Considerando que as espécies ndo pioneiras apresentam menor atividade
fotossintética dada sua suposta menor velocidade de crescimento em relacdo as
pioneiras (KING et al., 2005; POORTER et al., 2008; 2010), seria esperado
encontrar maior teor de amido nas espécies nao pioneiras como constatado no
presente estudo, sendo que esse polissacarideo funcionaria como reserva
energética temporaria (RAMOS, 2009).

Além do papel de reserva, o acumulo de amido estimula a biossintese de
lignina mais eficientemente em espécies de crescimento lento (HARDING et al.,
2009; NOVAES et al., 2010) caracteristico das espécies ndo pioneiras (KING et
al., 2005; POORTER et al.,, 2008; 2010). Uma correlacdo positiva entre a
biossintese de lignina, concentracdo de amido e taxas de crescimento reduzido
tem sido observado em alguns estudos com espécies arbdreas de rapido e lento
crescimento (HARDING et al., 2009; NOVAES et al., 2010). Diferente do amido
gue mostrou consideravel variabilidade interespecifica nas folhas das espécies
nao pioneiras, a lignina ndo apresentou essa caracteristica. Pode ser que a falta
de relacdo entre o teor de amido foliar e caulinar com a lignina seja devido a

analise pontual. Da mesma forma que a lignina tem sua sintese estimulada pelo
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amido, podemos hipotetizar que a maior concentracdo da celulose e das
hemiceluloses nas folhas das espécies ndo pioneiras também estejam sob
controle da concentracédo de amido.

O maior teor de celulose, hemiceluloses e lignina verificado nas folhas de
espécies ndo pioneiras neste estudo, confirma a informacdo de que espécies
dessa classe funcional apresentam maior longevidade foliar (POORTER e
BONGERS, 2006). De acordo com estes autores, folhnas com maior longevidade
sdo densas e caras para serem produzidas, porém, tém maior espessura e sao
capazes de resistir a danos fisicos e impedir herbivoros generalistas. Folhas
mais densas resultam de células densamente empacotadas, levando a limitacéo
de difusdo do CO:2 dentro da folha, e consequentemente, proporcionando
menores taxas fotossintéticas (NIINEMETS, 1999; POORTER e BONGERS,
2006).

Com o intuito de determinar a fracdo hemicelulésica mais representativa
da parede celular dos tecidos foliares de espécies pioneiras e ndo pioneiras, a
maior proporcdo de xilose seguida de arabinose e galactose, sugere que a
hemicelulose principal seja do tipo arabinogalactano, também encontrado em
folhas de outras arbdreas dicotileddneas (SHADEL et al., 2010).

Como discutido anteriormente, em que espécies pioneiras devam possuir
maior atividade fotossintética, e portanto, maior mobilizacao dos fotoassimilados
do o6rgéao fonte (folhas) para o érgdo dreno (caule), de certo modo tal informacéo
pode ser confirmada pelas maiores concentracbes dos acUcares sollveis no
caule de suas espécies. Isso pode ser interpretado como forte relacdo
fonte:dreno nas espécies pioneiras. Considerando que os fotoassimilados néo
foram utilizados mais eficientemente na sintese de celulose, hemiceluloses e
lignina (menor teor em relagcéo as espécies ndo pioneiras), podemos deduzir que
a taxa da respiracao celular seja maior do que a biossintese dos polimeros de
parede celular nas espécies pioneiras. Tal hip6tese € sustentada pela
informacdo de que as espécies dessa classe funcional apresentam maior
velocidade de crescimento (POORTER e BONGERS, 2006; POORTER et al.,
2008; 2010; PAROLIN et al., 2010) o que exige maior demanda de compostos
ricos em carbono para a respiracdo celular (TRETHEWEY et al., 1998;
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OKSANEN et al., 2005; PORTES et al., 2010) e estimulacéo da diviséo celular
(BEEMSTER et al., 2002).

Ao contrario das pioneiras, as espécies nao pioneiras apresentaram
maiores teores de polimeros de parede celular e isso parece ter relacdo com a
menor taxa de crescimento (KING et al., 2005; POORTER e BONGERS, 2006;
POORTER et al.,, 2008; 2010) e menor taxa de respiracado celular de suas
espécies (TRETHEWEY et al., 1998; OKSANEN et al., 2005; PORTES et al.,
2010). Gibeaut et al. (2001) especularam que o aumento dos carboidratos
estruturais de parede celular € decorrente de uma maior alocacdo de carbono
para a sintese destes carboidratos e/ou ao aumento da atividade da enzima
celulose sintase. O maior teor de celulose verificado em espécies ndo pioneiras
do presente trabalho, parece contribuir para a resisténcia a tracdo paralela das
fibras, devido a presenca de fortes ligacBes covalentes nos anéis piranose e
entre unidades de glicose da cadeia de polimero de celulose. Ja a lignina &
parcialmente responsavel por sua resisténcia & compresséo (GARCIA HORTAL,
2007).

Todavia, a lignina mostrou maior eficiéncia de sintese do que os outros
polimeros de parede celular, como constatado em outras espécies de
crescimento lento (HARDING et al., 2009; NOVAES et al., 2010). Uma relagéo
negativa entre a proporcao de lignina e a velocidade de crescimento de espécies
arboreas foi verificado em alguns estudos (HU et al.,, 1999; NOVAES et al.,
2010). Segundo estes autores, espécies arblreas que exibiam menores
atividades de enzimas precursoras para a biossintese de monolignadis,
demonstraram uma significativa reducao nos teores de lignina, ao mesmo tempo
que foram compensadas por um aumento na biomassa celulosica (celulose e
hemiceluloses). Esta reducao da proporcéo de lignina para biomassa celuldsica
foi acompanhada por um aumento significativo do crescimento e em maior
velocidade, observada em todos os Orgaos vegetativos. Neste contexto, as
espécies pioneiras reconhecidas pelo seu crescimento rapido apresentaram
menores proporgdes de lignina para biomassa celulésica, tanto nos 6rgaos

fontes como nos drenos.
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Neste estudo, a grande diferenca observada para o teor de lignina
comparado com os carboidratos estruturais celulose e hemicelulose foi
determinante para a diferenciagcdo dos dois grupos ecoldgicos, em razdo da
variacéo verificada na concentracdo de lignina entre as duas classes funcionais
de 122% e 133% no caule e nas folhas, respectivamente. Kirst et al. (2004)
estudando a relacdo da lignina com o crescimento de espécies arbodreas
indicaram uma clara associacdo entre a composicdo da parede celular e o
crescimento da planta. Estes autores relataram que a transcricdo dos genes que
codificam enzimas da via biossintética de monoligndis, precursores da sintese
de lignina, sdo mais eficientes em arvores de crescimento lento. Assim, foi
verificado maior relacéo siringila/guaiacila (S/G), unidades formadoras de lignina,
nestes individuos. Segundo Novaes et al. (2010), a alocagéo de carbono para a
sintese de lignina € mais eficiente do que o dreno dos carboidratos para a sintese

de celulose e hemiceluloses em espécies de crescimento lento.

Essa maior proporgdo de lignina do xilema secundario caulinar das
espécies ndo pioneiras pode ter associagdo ndo somente com 0O menor
metabolismo celular, mas também com o teor de amido (HARDING et al., 2009;
NOVAES et al., 2010), embora a concentracdo desse carboidrato ndo tenha
diferido das espécies pioneiras. No entanto, devemos considerar a elevada
variabilidade interespecifica do teor de amido na classe das néo pioneiras.
Enquanto o teor de amido caulinar das pioneiras variou 78%, nas espécies ndo
pioneiras a variacdo foi de 280%. Semelhante ao que foi sugerido na discussao
de carboidratos soluveis em folhas que mostraram elevada variabilidade
interespecifica como o amido caulinar, 0 aumento do niumero de espécies
poderia porporcionar melhor normalizagdo dos dados e mostrar diferengas

significativas ndo constatadas para o amido caulinar.

Baseado na informacdo de que as hemiceluloses constituem o segundo
grupo de polissacarideo mais abundante no reino vegetal — podendo variar de
10 a 30% da massa seca (SHADEL et al., 2010) — e de grande importancia
econdmica e ecologica (SHADEL et al., 2009), a caracterizacdo das
hemiceluloses de espécies pioneiras e ndo pioneiras é imprescindivel para um
trabalho de abordagem ecoldgica como esse. Independente do grupo funcional,

a elevada proporcao de xilose (70 a 80%) no xilema secundario do caule sugere
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a presenca de xilanos como o componente principal da matriz das hemiceluloses
(SHADEL et al., 2010). Segundo os autores Shadel et al. (2009), o xilano é a
classe de hemiceluloses mais abundante na parede celular secundéria de
espécies lenhosas, constituindo de 30 a 35% da massa seca total dos polimeros

de parede celular nestas espécies.

Essa menor proporcao de hemiceluloses bem como de celulose e lignina
no xilema secundario caulinar das espécies pioneiras em relacdo as nao
pioneiras, mostrou relagdo com as dimensdes do diametro do elemento de vaso
e limen do elemento de vaso maior nas espécies pioneiras. Tais caracteristicas
sdo associadas ao maior fluxo de agua e nutrientes tipico de espécies de
crescimento rapido (COSTA et al., 2009; POORTER et al., 2010; ZANNE et al.,
2010). A eficiéncia no transporte de agua permite maior condutancia estomatica,
0 que, conseguentemente, proporciona aumento na taxa fotossintética, no ganho
de carbono e no crescimento destes individuos (POORTER et al., 2010; ZANNE
et al., 2010). O maior diametro do elemento de vaso e do limen do elemento de
vaso também tem sido associado a menor densidade da madeira, como relatado
para espécies pioneiras (KING et al., 2005; POORTER et al., 2008; 2010).

Com base nos resultados encontrados e diante do que foi discutido neste
trabalho, conclui-se que as hipoteses inicialmente propostas foram
corroboradas. As hipoteses levantadas nesse estudo foram confirmadas ao se
constatar que as espécies arblreas pioneiras apresentaram maiores
concentragbes de pigmentos cloroplastidicos, maior densidade estomatica e
diametro dos elementos de vaso e, maiores teores de glicose (6% da MS),
frutose (2,3% da MS) e sacarose (7,9% da MS) do xilema secundario caulinar.
As espécies nao pioneiras destacaram-se pela maior espessura do limbo foliar,
maior teor de amido foliar (2,8% da MS) e maior deposicdo de componentes
estruturais de parede celular nas folhas (10% de celulose, 15% de hemicelulose
e 4% de lignina da MS) e no xilema secundario caulinar (33% de celulose, 24%
de hemicelulose e 22% de lignina da MS). O arabinogalactano parece ser a
principal matriz das hemiceluloses das folhas das espécies pioneiras e ndo
pioneiras e a hemicelulose principal do caule de todas as espécies sugere 0

xilano.
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7. CONCLUSAO E CONSIDERACAO FINAL

De todas as variaveis analisadas, os polimeros de parede celular, a
espessura do limbo foliar, a densidade estomatica e as dimensdes dos
elementos de vasos foram os que mostraram diferencas marcantes entre as
espécies pioneiras e ndo pioneiras avaliadas neste estudo. No entanto, a
determinacdo dos polimeros de parede celular sdo os mais indicados para
classificacdo de espécies pioneiras e ndo pioneiras devido a maior estabilidade
dessas moléculas. Todavia, dentre os polimeros, a lignina foliar e caulinar
apresentou maior diferenca entre as duas classes funcionais, especialmente em
folhas. Considerando a facilidade de coleta e procedimento de andlise,
concluimos que a determinacao de lignina foliar € a mais indicada para auxiliar
na classificacdo de espécies arboreas pioneiras e nao pioneiras de florestas
tropicais, o que é muito importante nas politicas de conservacdo e manejo em

programas de reflorestamento e recuperacao de areas degradadas.

Contudo, algumas variaveis referentes aos carboidratos ndo estruturais
como 0s acucares solaveis foliares e o amido caulinar apresentaram grande
variacao interespecifica nas classes funcionais. Logo, sugere-se mais estudos
aumentando o numero de espécies, pois, desta forma, poderia normalizar estes
atributos e mostrar diferencas significativas ndo constatadas neste trabalho.
Adicionalmente, como nao foram realizadas avaliaces da eficiéncia fotoquimica
e bioguimica da fotossintese nestas espécies aqui investigadas, sugerimos a
necessidade da realizacdo desta analise para confirmacdo precisa de que
espécies pioneiras apresentam elevadas taxas fotossintéticas quando

comparada com as nao pioneiras, para melhor elucidacéo desta informacao.
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