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Resumo

Face a heterogeneidade dos estratos arboreos, plantas de florestas tropicais apresentam
mudancas estruturais e fisiologicas significativas em resposta as diferentes condigdes de
luminosidade. Adaptacdes de folhas de um mesmo individuo as diferentes intensidades
luminosas, constituem a base da diferenciacio entre folhas de sol e folhas de sombra e estdo
associadas a caracteristicas morfoanatomicas e fisiologicas distintas. O objetivo deste estudo
foi comparar a morfoanatomia e a fisiologia de folhas de sol e de sombra de um tnico
individuo de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae). O individuo se encontra no
Parque Ecologico da Klabin, Fazenda Monte Alegre, pertencente ao municipio de Telémaco
Borba- PR, segundo planalto paranaense. L. molleoides é uma espécic arboérea nativa,
heliofita, pioneira, conhecida vulgarmente como aroeira-branca; ocorre naturalmente nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul. Apresenta
folhas compostas alternas, imparipinadas, alado-pecioladas. Para os estudos morfoldgicos
foram coletadas sete folhas da por¢ao superior periférica do individuo (folhas de sol) e sete da
porcdo inferior interna, protegida do sol (folhas de sombra). As éareas foliolares e foliares
foram obtidas com o auxilio do aparelho AREA METER, Li-Cor. Sec¢des transversais de
foliolos e peciolos foram obtidas em micrétomo de mesa para a preparagdo de laminas
permanentes, conforme metodologia usual e todas as medidas histologicas foram obtidas com
o auxilio do software Image Pro-Plus. A érea foliar de sol foi 56,6% menor que a area foliar
de sombra ndo apresentando diferengas em relagdo ao nimero de foliolos por folha. A face
adaxial da epiderme de foliolos de sol foi 22,2% mais espessa que a face adaxial dos foliolos
de sombra, ndo havendo diferenca na espessura da face abaxial da epiderme. A espessura
cuticular da epiderme, tanto na face adaxial como na face abaxial, apresentou-se maior em
foliolos de sol, bem como a espessura de parénquima palicadico e lacunoso. O nimero de
estdmatos, por unidade de area, foi maior nos foliolos de sol, ndo havendo diferenga em
relacdo ao didmetro. O didmetro e o numero dos elementos traqueais ndo foram diferentes. A
diferenga anatomica dos tecidos peciolares ocorreu apenas na espessura do parénquima
cortical, maior em folhas de sol e feixes vasculares, mais espessos em folhas de sombra. Para
os estudos fisiologicos foram coletadas dez folhas de cada por¢do da arvore. O equipamento
utilizado para as medidas de taxa fotossintética, condutancia estomatica, taxa transpiratoria e
concentragdo intercelular de CO; foi o Portable Photosyntesis System, a extra¢do de clorofila
seguiu a metodologia de Arnon e as analises de nutrientes foram realizadas de acordo com a
metodologia do laboratorio de andlises da EMBRAPA Soja, Londrina- PR. A taxa
fotossintética, razao clorofila a/ clorofila b, condutancia estomatica, concentrag¢do intercelular
de CO; e contetido de Ca e Mg foram os mesmos para as folhas de sol e sombra, diferindo-se
quanto aos teores de clorofila, taxa transpiratoria e demais contetido de nutrientes, que foram
maiores em folhas de sombra. Os resultados indicam que as folhas de sol apresentam
adaptacdes que dificultam a perda de agua nos periodos desfavoraveis aumentando a
eficiéncia no uso da dgua. As folhas de sombra apresentam maior area foliar e maiores teores
de clorofilas, cuticula e face adaxial da epiderme menos espessas, maior area das lacunas do
parénquima lacunoso em relacdo a drea do proprio parénquima para aproveitar a energia
luminosa incidente na por¢ao inferior interna da arvore.



Abstract

Focusing on the heterogeneity of the tree extracts, we are going to find meaningful
physiologic and structural changes in the rainforests as a response to the different luminosity
conditions. The leaves adaptation of a same individual to the different luminosity intensities
make up the base of the differentiation between sun leaves and shade leaves, and they are
associated to distinct morpho-anatomic and physiologic features. The goal of this study was to
compare the morpho-anatomy and the physiology of sun and shade leaves of an individual of
Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae). This one is localized in the Ecological
Klabin Park, Monte Alegre farm, in Telemaco Borba city — PR. L. molleoides is an arboreous
native species, helophyte, pioneer, it is popularly known as aroeira-branca; it is originally
from Minas Gerais, Sdo Paulo, and Mato Grosso do Sul until Rio Grande do Sul state. The
species presents alternated, odd follicles, alado-etiolated compound leaves. Seven leaves from
the superior, peripherical portion of the individual (sun leaves) and seven leaves from the
inferior, internal portion, protected from the sun (shade leaves) were harvested for the
morphological study. Folio-ares and foliates areas were measured with an AREA METER
apparatus, Li-Cor. Transversal sections of follicles and piccolos were obtained with a table
macrodome for permanent plates preparation, according to usual methodology and all
histological measures were realized with the Image Pro-Plus software. The area of sun leaves
was 56.6% smaller than the shade one not presenting any difference in relation to the number
of follicles by leaf. The skin adaxial side of sun follicles was 22.2% thicker than the adaxial
side of the shade follicles and there was no thickness difference of the skin abbatial side. The
cuticle thickness of the skin, in the adaxial side and in the abbatial one, was larger in sun
follicles as well as the thickness of the palisade and spongy parenchyma. The number of
stomata, for area’s unit, was larger in the sun follicles with no difference related to the
diameter. The diameter and the number of vases were not different. The anatomic difference
of etiolate tissues occurred only in the thickness of the cortical parenchyma, larger in the sun
leaves and vascular sheaves, thicker in shade leaves. Ten leaves of each portion of the tree
were harvested for the physiological studies. The applied tool for measuring the
photosynthetic rates, stomata conductance, transpiration rate and intercellular concentration of
CO, was the Portable Photosynthesis System. The extraction of chlorophyll followed Arnon’s
methodology and the nutrients analyses were realized according to the lab methodology of
EMBRAPA Soybeans analyses, Londrina — PR. The Photosynthetic rate, chlorophyll a/
chlorophyll b ratio, stomata conductance, intercellular concentration of CO,, and Ca and Mg
content were the same for the sun and shade leaves, differing themselves as the chlorophyll
level, transpiration rate, and the other nutrients content, that were larger in the shade leaves.
The results show that the sun leaves present adaptations that become harder the loss of water
in the unfavorable periods increasing the efficiency in the use of water. The shade leaves
present larger foliar area and larger chlorophyll levels, less thick cuticle and skin adaxial side,
larger area of the spongy parenchyma blanks in relation to the area of the own parenchyma to
take advantage from the incident luminous energy in the inferior internal portion of the tree.
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1 INTRODUCAO

Plantas de florestas tropicais apresentam mudangas estruturais e fisiologicas
significativas em resposta as diferentes condi¢cdes de luminosidade, dada a heterogeneidade
dos estratos arboreos (Avalos & Mulkey, 1999). A luz é um fator determinante e apresenta
func¢des importantes para o desenvolvimento das plantas e ¢ também o recurso de energia para
assimilagdo de CO; e formagdo de biomassa (Liittge, 1997). Segundo Larcher (2000), uma
cobertura vegetal funciona como um sistema de assimilagdo, no qual as camadas de folhas
estdo sobrepostas e se sombreiam mutuamente. Estudos comparativos da estrutura foliar tém
revelado que a maioria das espécies de plantas apresenta capacidade de desenvolver
caracteristicas morfoanatdmicas e fisioldgicas distintas em resposta as diferentes intensidades
luminosas (Vogelmann & Martin, 1993; Strauss-Debenedetti & Berlyn, 1994). As folhas sao
diretamente submetidas as variagdes ambientais, como a luminosidade, clima ¢ altitude, e,
dessa forma, sdo importantes 6rgdos para estudos de anatomia ecoldgica porque envolvem
estratégias especificas para as diversas caracteristicas ambientais (Pyykko, 1979 apud Boeger
& Wisniewski, 2003). A troca de energia e de matéria no dossel de florestas tropicais ocorre
primariamente através da superficie foliar (Holbrook & Lund, 1995). Assim, a intensidade de
luz promove alteracdes na estrutura das folhas, resultando em folhas denominadas folhas de
sol e folhas de sombra (Cutter, 1978).

A diferenca de caracteristicas no uso da luz de plantas de sol e de sombra ou
folhas de sol e de sombra de um mesmo individuo ¢ fundamentalmente essencial para
entender os distintos estadios da dindmica de florestas tropicais (Liittge, 1997), uma vez que a
radiagdo incidente chega ao interior da cobertura vegetal através de clareiras, pelas margens e
como radiacao difusa proveniente da reflexdo de folhas e da superficie do solo, ou ainda como

radiagdo transmitida pelas folhas (Larcher, 2000).
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Algumas plantas apresentam capacidade de desenvolvimento para se
adaptarem a uma amplitude de regimes de luz, crescendo como plantas de sol em areas
ensolaradas e como plantas de sombra em habitats sombrios (Taiz & Zeiger, 2004). Para
Nultsch (2000), a folha é um 6rgdo que apresenta uma enorme plasticidade e isso diz respeito
nao so6 a forma externa e a estrutura interna, mas também em relagdo a fungao.

As folhas apresentam grande variedade de formas e t€ém como fungdes
principais a fotossintese e a transpiragdo. E considerada como o6rgdo com crescimento
determinado, mas ha exce¢do, como a folha de Guarea kunthiana (figo-do-mato ou peloteira),
uma espécie da familia Meliacea das matas brasileiras, que periodicamente acrescenta novos
foliolos aos ja existentes (Souza, 2003).

As plantas sdo geneticamente determinadas para o crescimento em baixa ou
alta intensidade luminosa. Neste caso, as plantas podem ser verdadeiramente distinguidas em
espécies de sol e de sombra. Entretanto, as plantas podem aclimatar-se ou adaptar-se
ecofisiologicamente para a baixa e a alta intensidade de luz (Liittge, 1997).

Segundo Holbrook & Lund (1995), a estrutura das copas das arvores
proporciona condi¢des ambientais distintas para as folhas e, assim, formas extremas de folhas
de sol e de sombra podem ser encontradas em um mesmo individuo (Raven et al., 2001).

As adaptagdes evolutivas das plantas aos diferentes habitats, especialmente
no que se refere a disponibilidade de 4gua, incidéncia luminosa, disponibilidade de nutrientes
no solo, temperatura, umidade relativa do ar, podem estar diretamente associado a
caracteristicas morfoanatdmicas e fisiologicas diferenciadas (Esau, 1974). Selleck & Shuppert
(1957) apud Martinez & Medri (1985) evidenciaram caracteristicas mais xéricas em folhas
situadas em porgdes superiores de um individuo, decorrentes de maior luminosidade, maior

temperatura e menor umidade relativa do ar.
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Bradshaw (1965), Supurr & Barners (1973), Levin (1987) e Schlichting
(1986) destacam que as plantas s3o aptas a mudar-se bioquimica, fisioldgica e
morfologicamente em resposta a variagdes ambientais. Alguns estudos com espécies lenhosas
indicam que mesmo aquelas plantas que na fase adulta sdo essencialmente helidfilas,
apresentam um crescimento insatisfatoério quando plantadas a pleno sol (Gomes, 1992).

A folha ¢ um o6rgdo que, dadas as suas caracteristicas de forma e funcao,
apresenta uma alta capacidade adaptativa aos diferentes ambientes, o que é importante para os
estudos de anatomia ecologica (Mendes & Paviani, 1997). Para entender as estratégias
adaptativas das plantas nos seus distintos estddios na dinamica da floresta tropical e
considerando também a continua devasta¢do, sdo necessarias a elaboragdo ¢ execugdo de
projetos de recuperacdo. Os projetos devem estar embasados em informagdes obtidas a partir
de estudos sistematizados das caracteristicas do ambiente e das espécies vegetais que poderao
colonizar areas a serem recuperadas. A auséncia de estudos envolvendo espécies vegetais
tropicais, especialmente arboreas, com respeito as variagdes morfoanatomicas e fisioldgicas
de folhas de um mesmo individuo provocadas pelas condigdes distintas de luminosidade,
evidencia a necessidade de um quadro de informagdes cientificas, que podera subsidiar os
projetos de reflorestamento.

Com o objetivo de comparar folhas de sol e folhas de sombra de um unico
individuo de Lithraea molleoides o presente trabalho visou responder a seguinte questao:

0 Existem diferencas na morfoanatomia e na fisiologia de folhas de L.

molleoides desenvolvidas ao sol comparadas com aquelas desenvolvidas a sombra?



19

2 REVISAO DE LITERATURA

A folha é um 6rgao que tem a sua origem exdgena nas gemas caulinares
apicais ou laterais, geralmente de forma laminar e de estrutura dorsiventral (Souza, 2003). A
analise clonal tem revelado que os primoérdios foliares sdo iniciados por grupos de células na
regido periférica do meristema apical e estas células sdo referidas como as células fundadoras
da folha (Raven et al., 2001). Este 6rgao vegetativo da planta alcangou extensa variedade de
estruturas; tais variacdes estdo na dependéncia de fatores externos e internos: desde as folhas
inferiores e incolores, tais como os cotilédones das sementes e as escamas dos oOrgdos
subterraneos, até as folhas superiores normais e verdes, para nao se referir a metamorfose das
folhas em flores ou as adaptagdes a condi¢des extremas de vida, como as folhas insetivoras
das plantas carnivoras (Vidal & Vidal, 2000).

Durante seu desenvolvimento, as plantas podem apresentar tipos sucessionais
de folhas que desempenham fungdes bem definidas nas diferentes fases de crescimento
(Souza, 2003; Menezes et al., 2003): cotiledonar, primeira folha que aparece na planta, pode
ser folha de reserva ou fotossintetizante; de formatos e tamanhos diferentes, conforme a
espécie; eofilos ou protofilos, folhas das plantulas e nomofilos ou metafilos, folhas
definitivas, especializadas na fotossintese (Menezes et al., 2003).

O limbo ¢ a por¢do laminar da folha, geralmente ampla, com fun¢ao
essencialmente fotossintética (Souza, 2003). Morretes & Ferri (1959) salientam que a lamina
foliar ¢ a estrutura que mais se modifica em resposta as alteracdes ambientais e, constitui o
principal sitio na producao de fotoassimilados (Dale, 1992). Em razdo da sua forma achatada,
a folha apresenta a superficie adaxial e abaxial (Menezes et al., 2003). As folhas podem ser
simples, quando o limbo se apresenta inteiro, ou compostas, quando o limbo ¢ dividido em

unidades denominadas foliolos (Souza, 2003).
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As folhas de arvores de florestas tropicais mais expostas a intensidade
luminosa apresentam caracteristicas xeromorficas (Waldhoff & Furch, 2002), especialmente
identificadas pela maior espessura de cuticula, grandes células epidérmicas, estdomatos
aprofundados, parénquima palicddico mais espesso, parénquima lacunoso com poucos
espacos intercelulares e alto grau de esclerofilia (Esau, 1974; Boeger & Wisniewski, 2003).
Plantas que, ao longo do processo evolutivo, se estabeleceram em varios ambientes com
disponibilidade diversificada de luminosidade, dgua, temperatura, umidade relativa do ar,
desenvolveram adapta¢des morfoanatomicas e fisiologicas, que em conjunto, resultaram no
sucesso adaptativo as condi¢des hostis e diversificadas que tais ambientes oferecem (Eames &
McDaniels, 1947; Fahn & Cutler, 1992).

Para Leite & Lleras (1978) e Medri & Lleras (1980), em condigdes xéricas, a
folha tende a aproveitar o tempo limitado de alta umidade relativa para realizar trocas gasosas,
o que podera ser mais eficiente quanto maior for a area estomatica util. Em Coffea arabica,
Morais et al. (2004) destacaram a presenga de estdmatos na face abaxial da epiderme ¢ a sua
presencga foi maior em cafeeiros desenvolvidos a pleno sol, corroborando os dados de Voltan
et al. (1992) e Paiva e Guimaraes (2001) em cafeeiros sob sombreamento artificial e outras
espécies estudadas e descritas por diversos autores (Larcher, 2000; Esau, 1974; Wylie, 1951).
Carvalho et al. (2001) também estudando cafeeiro, verificaram diferengas em relagdo ao tipo e
numero de estdmatos nas cultivares Coffea arabica ¢ Coffea canephora. Coffea arabica
apresentou estomatos paraciticos € uma menor quantidade, uma vez que eles apresentaram um
maior didmetro, ao contrario do Coffea canephora que apresentou estomatos actinociticos ¢
menor didmetro, conseqiientemente em maior quantidade.

Em folhas de espécies arboreas como Persea americana, Martinez & Medri
(1985) verificaram em condigdes diferenciadas de luminosidade a presenga de maior

quantidade de estomatos ¢ estes com menor diametro. Em Ocotea pulchella, llex theezans e
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outras, estudadas por Boeger & Wisniewski (2003) em trés estadios sucessionais, as espécies
também apresentaram variagdes em relagdo ao niimero e tipo de estdmatos, destacando maior
quantidade de estdmatos nas espécies que recebem uma maior luminosidade, demonstrando
estratégias adaptativas a sobrevivéncia em ambientes com maior intensidade luminosa, porém
nao houve variagdo no comprimento destes estdmatos.

Outra especializagdo da epiderme relacionada a protecdo diz respeito aos
tricomas e as papilas (Waldhoff & Furch, 2002) relacionados também a adaptagdes aos
ambientes x€ricos, uma vez que mantém uma atmosfera saturada em vapor de dgua em torno
da folha (Fahn, 1986; Fahn & Cutler, 1992; Larcher, 2000). Elias et al. (2003) destacaram
presenca de tricomas tectores bicelulares, estrelados e tricomas glandulares em Solanum
lycocarpum. Além do efeito direto reduzindo a transpiragdo, os tricomas podem influenciar
indiretamente a economia de agua das plantas através da regulagdo da temperatura pela
reflex@o da radiacdo solar que chega até as folhas (Salatino et al., 1986; Fahn, 1986; Larcher,
2000). Assim como os tricomas, as papilas e a cuticula também podem representar uma
adaptacdo morfologica que favorece a manutencao da assimilagdo de CO,, pois promovem a
reducdo da temperatura foliar em periodos de elevada temperatura ambiental e baixa
disponibilidade de agua (Ehleringer & Mooney, 1978).

O formato de uma folha ¢ determinado por diversos fatores relacionados com
o desenvolvimento. Destacam-se o formato do primoérdio durante o seu inicio, o niimero,
distribuicdo e orientacdo das subseqiientes divisdes celulares (Esau, 1974). As condigdes
macro ¢ microclimaticas do ambiente atuando em conjunto sdo fundamentais na determinacao
dessas variagdoes. Boeger & Poulson (2003), verificaram diferengas morfoanatdmicas em
folhas de Veronica anagallis-aquatica, espécie anfibia, sob baixa e alta velocidade da agua.
As folhas emersas apresentaram caracteristicas morfologicas similares as folhas de sol

enquanto que as folhas submersas para a baixa velocidade da dgua foram similares as folhas
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de sombra terrestres. Dependendo da posicdo em que a folha ¢ inserida no caule, diferentes
caracteristicas podem ser observadas no mesofilo, por exemplo, em folhas localizadas em
posicdes superiores da planta, uma expressividade do parénquima palicadico. Em folhas mais
tardias, o tecido paligadico pode apresentar um numero maior de divisdes anticlinais, conter
maior numero de camadas celulares e possuir células mais longas do que as das folhas que
primeiro se formaram (Scheneider, 1952 apud Esau, 1974).

Medri e Lleras (1979) estudando folhas de Bertholletia excelsa em diferentes
alturas divididas em trés porgdes arboreas, Martinez ¢ Medri (1985) no estudo com Persea
americana em duas por¢des, identificaram a variagdo fenotipica de um mesmo genotipo,
expressando folhas menores, parénquima palicddico mais espesso, estdmatos menores € em
maior nimero, a medida em que se direcionava a por¢ao superior da arvore, onde ha uma
maior intensidade luminosa e menor disponibilidade de agua.

Souza (2003) salienta que a variagdo de tipos de folhas é denominada
heterofilia. A heterofilia num sentido mais amplo consiste desde a grande diversidade foliar
encontrada na natureza até folhas diferentes, como escamas nas gemas, nomofilos, bracteas
que ocorrem na mesma planta. Entretanto, uma das formas evidentes de heterofilia ¢ a
provocada simplesmente pelas condi¢cdes ambientais, as quais podem ser evidenciadas num
mesmo individuo, como as folhas denominadas de sol ¢ de sombra ou em individuos
localizados em ambientes diferentes.

As porgoes foliares superior e inferior de um mesmo individuo contribuem
com quantidades bem diferenciadas em relagcdo ao total da fotossintese de toda associagdo
vegetal. Nas florestas e nas densas copas das arvores, somente a fotossintese das folhas
situadas nas por¢des mais externas podem ser saturadas, algumas vezes, pela radiacdo. No
interior e abaixo da cobertura vegetal, a intensidade da taxa fotossintética tende a diminuir

proporcionalmente a diminui¢ao da intensidade luminosa (Larcher, 2000).
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A heterogeneidade da luz impde um limite significativo levando as plantas a
modificar sua capacidade fotossintética, representada pela historia de vida das espécies
tropicais (Denslow, 1980; 1987; Fetcher et al., 1994), especialmente em florestas onde a dgua
¢ um fator limitante (Wright & Van Shaik, 1994; Wright, 1996).

Além do efeito da luz sobre o processo fotossintético em si, a sintese e
degradacdo de clorofilas s3o também diretamente associadas a intensidade luminosa, a qual
esta diretamente relacionada a eficiéncia fotossintética e mostra adaptabilidade a diversos
ambientes (Engel & Poggiani, 1991). Varios estudos observaram teores de clorofilas por
unidade de massa seca mais elevados em folhas sombreadas, em relagdo aquelas expostas ao
sol (Johnson et al., 1982; Sarracino et al., 1992; Chartzoulakis et al., 1995; Lei & Lechowicz,
1998). Contudo alguns autores ndo encontraram diferencas entre essas proporgdes (Inoue,
1983; Graga, 1983; Kappel & Flore, 1983). Boardman (1977) e He et al. (1996) relatam que o
teor de clorofilas por unidade de area foliar ¢ freqiientemente maior em folhas expostas a
niveis mais elevados de radiag¢do. Entretanto, as respostas do teor de clorofilas por unidade de
area de diferentes espécies ndo sdo uniformes, conforme demonstram os trabalhos de Shirley
(1929); Bjorkman & Holmgren (1963); Graga (1983); Nygren & Kellomaki (1983, 1984);
Tinoco & Vasqyez-Yanes (1982) e Lee (1988).

Whately & Whately (1982) apud Engel & Poggiani (1991) reforcam que uma
maior proporcao relativa de clorofila b em plantas sombreadas ¢ uma caracteristica
importante, pois possibilita a captacdo de energia de outros comprimentos de onda e
transferéncia para uma molécula especifica de clorofila a, que efetivamente toma parte das
reacdes luminosas da fotossintese.

O numero de estomatos pode ser afetado pelas condi¢des de luminosidade do
ambiente, uma vez que as trocas gasosas, em folhas, ocorrem principalmente através dos

estomatos. O aumento da freqiiéncia estomatica em folhas expostas a elevadas luminosidades
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pode ser um mecanismo importante de adaptagao a condigdes mais aridas, ja que a freqiiéncia
de estomatos estd associada a condutancia estomatica (Boardman, 1977; Medri & Lleras,
1980; Abrams, 1987; Wiebel et al., 1994; Boeger & Wisniewski, 2002).

O bom funcionamento do aparelho estomatico ¢ essencial para a entrada de
CO; possibilitando que ocorra a fotossintese. Esta depende de estdomatos abertos, o que
significa possibilidade de maior transpiracdo. As plantas que vivem em ambientes de climas
secos sao munidas de grande niimero de estdmatos, aproveitando todo momento propicio para
dar entrada ao CO; e fazer fotossintese (Rawitscher, 1972).

Tanto os macronutrientes como os micronutrientes estdo diretamente
relacionados ao processo fotossintético, uma vez que fazem parte da constitui¢do das
principais moléculas envolvidas na transferéncia de elétrons durante as reacdes luminosas e
também afetam as caracteristicas anatomicas das folhas (Clark, 1981; Castro et al., 2001). O
Fe, por exemplo, faz parte da redutase do nitrato e constituicdo de moléculas relacionadas ao
transporte de elétrons na fase fotoquimica da fotossintese. O Mg faz parte da molécula de
clorofila e é também considerado importante na ativacdo de diversos sistemas enzimaticos,
tais como ativacao de enzimas relacionadas com o metabolismo dos carboidratos (Camargo &
Silva, 1975). O Cu participa de ativagdo enzimatica e da constitui¢do da plastocianina,
molécula fundamental a transferéncia de elétrons da fase fotoquimica da fotossintese e tem
influéncia no processo de fixagdo bioldgica de N; o Mn também participa da fotossintese,
agindo na liberagdo fotoquimica do O, e o0 Zn participa, principalmente, na sintese do AIA e
na divisdo celular (Malavolta et al., 1997).

Neves et al. (2004), estudando crescimento e sintomas visuais de deficiéncias
de micronutrientes em umbuzeiros, espécie adaptada a intensa luminosidade, verificaram um
comprometimento no desenvolvimento destas plantas e também alteragdes morfologicas em

suas folhas, como diminui¢ao do tamanho, coloragdo, clorose, enrugamento ¢ deformagao.
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Leitdao & Silva (2004), no estudo de variagdao sazonal de macronutrientes em
Ouratea spectabilis, espécie arborea de cerrado, verificaram um comportamento altamente
eficiente desta espécie na utilizacdo de agua e nutrientes, refletindo padrdes fenoldgicos e de
distribuicdo que garantem a sua sobrevivéncia em ambientes de cerrado. Segundo os autores,
fatores edaficos, aliados ao regime climatico da area, sdo importantes como pressdo de
selecdo, sendo determinantes na evolugdo de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
especializadas em toda a biota, para que possa melhor aproveitar os recursos e garantir a
continuidade de cada espécie neste habitat.

De acordo com Esau (1974), as folhas de sol apresentam caracteristicas
xeromorficas, oriundas de uma maior intensidade luminosa, menor disponibilidade de 4gua no
solo, deficiéncia de nutrientes no solo ou mesmo pelo frio. As caracteristicas observadas
nessas folhas sdo a presenga de abundante cuticula, paredes celulares mais espessas,
endoderme mais espessa, além de se verificar folhas pequenas e compactas, parénquima
palicadico mais desenvolvido que o parénquima lacunoso, grande freqiiéncia de estomatos, ¢
algumas vezes, células menores e abundante esclerénquima, ao contrario do que se observa,
geralmente, em folhas de sombra, que por receberem uma menor intensidade luminosa nao
apresentam estas caracteristicas.

A textura da folha também pode variar consideravelmente entre as espécies,
e pode ser caracteristica de tipos de vegetacdo diferentes ou do estrato de uma mesma espécie
arborea. Por exemplo, folhas de plantas de florestas tropicais podem apresentar menor textura
em relacdo as folhas de plantas de ambientes xeromorficos. Embora existam algumas
controvérsias em relagdo a definicdo de esclerofilia, o termo esta diretamente relacionado a
presenca de folhas coridceas, duras ou resistentes (Read & Sanson, 2003) causadas pelo
excesso de luz e por menor disponibilidade de nutrientes no solo. Dessa forma, as folhas de

sol tendem a ser mais esclerdfilas em relagao as folhas de sombra.
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Medri & Lleras (1979) e Martinez & Medri (1985), estudando folhas em
diferentes estratos arboreos, identificaram caracteristicas mais xéricas para as folhas do
estrato superior, denominadas folhas de sol, demonstrando grande capacidade adaptativa das
espécies as diferentes condi¢cdes de luminosidade. Para o ambiente florestal essa capacidade
adaptativa ¢ fundamental, dada a dindmica da floresta, o que permite a sobrevivéncia da
espécie. Waldhoff & Furch (2002) estudando onze espécies das Florestas Inundéveis da
Amazodnia Central, verificaram que as folhas, mesmo estando inundadas, por
aproximadamente seis meses, apresentaram caracteristicas xéricas, ou seja, estomatos
aprofundados, grande espessura cuticular, camadas de cera, além de células epidérmicas
expressivas. Segundo as autoras, isso ocorre pela redugdo das atividades das raizes devido as
condi¢des anaerdbias em solos alagados, e ainda ressaltaram a importancia da cuticula para se
evitar o influxo de 4gua nas folhas submersas.

As folhas de sombra por suas propriedades morfoanatomicas e fisioldgicas
sdo capazes de utilizar eficientemente menores intensidades de luz. Segundo Boardman
(1977), as folhas de sombra sdo geralmente mais delgadas e extensas que folhas de sol.
Diversos autores tém constatado que niveis elevados de luz causam um maior
desenvolvimento dos parénquimas pali¢cadico e lacunoso, resultando em folhas mais espessas
(Boardman, 1977; Medri & Lleras, 1980; Abrams, 1987; Wiebel et al., 1994; Hlwatika &
Bhat, 2002).

Em relagdo as diferengas de luminosidade no estrato arbdreo, observa-se em
folhas de sol caracteristicas anatdmicas tais como tricomas e cera epicuticular que aumentam
a reflexdo da luz pela superficie foliar e reduzem a transpira¢do e alocam seus estomatos em
cavidades profundas, reduzindo a absor¢do luminosa (Ricklefs, 2003). A presenca de maior
espessura do parénquima palicadico em folhas de sol ¢ importante para evitar a fotoinibi¢ao,

ao contrario das folhas de sombra, que apresentam uma maior area foliar, menor espessura de
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parénquima palicddico e menor espessura de cuticula para permitir a difusdo luminosa
(Syvertsen, 1995).

Para Larcher (2000), as folhas de sombra aproveitam melhor a radiagdo em
baixas intensidades que as folhas de sol e alcangam bem mais rapidamente o ponto de
saturagdo fotossintético a radiagdo, em comparagdo as heliofitas que estdo aptas a utilizar
melhor altas intensidades de radiagdo, gracas a elevada capacidade de transporte do sistema
eletronico e, espera-se um maior ganho fotossintético. Taiz & Zeiger (2004) salientam que a
fotossintese e respiracdo s3o inibidas pela alta luminosidade, mas com o aumento da
temperatura, a taxa fotossintética decresce antes da taxa respiratdria, o que implica na queda
de reserva de carboidratos. As folhas adaptadas a sombra exercem funcdo de compensagao
importante, pois aproveitam melhor a fraca luminosidade em relagdo as folhas ndo adaptadas.
As folhas de sombra realizam a modesta taxa fotossintética, mas como estdo menos expostas
ao ar seco, ao calor intenso e ao vento, sua contribuicdo pode suprir a demanda energética

basica da planta em condigdes climaticas flutuantes (Larcher, 2000).
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3 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado em um individuo de Lithraea molleoides (Vell.)
Engl. (Anacardiaceae) localizado no Parque Ecolégico da Klabin, da Fazenda Monte Alegre,
pertencente ao municipio de Telémaco Borba, a 250 Km de Curitiba — PR, segundo planalto
paranaense, regido centro-leste (figura 1). A escolha de apenas um individuo ocorreu com o
objetivo de quantificar varios parametros morfoanatdmicos e fisiolégicos para que se possa
compreender com maior homogeneidade possivel a variabilidade genética de folhas de sol e

de sombra deste individuo.
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Figura 1- Localizagao do Parque Ecoldgico da Klabin. Fazenda Monte Alegre — Telémaco

Borba — PR, onde se encontra o individuo estudado (A). Em destaque os municipios de
abrangéncia da empresa Klabin (B).

O Parque Ecoldgico conta com uma area de mosaico vegetacional dominada

pela Floresta Ombrofila Mista. Em determinados sitios a vegetacdo ¢ exuberante e

composta pelas espécies tipicas dos estddios mais avancados de sucessdo com uma grande

riqueza floristica, inferindo-se que ocorra devido a faixa de ecotono (Nakajima et al., 1996).

O Parque Ecoldgico ¢ a principal area de visitagdo da Klabin, do qual faz
parte o Centro de Interpretacdo da Natureza, inaugurado em 1992, além de criadouros
cientificos para reproducdo de espécies da fauna regional ameacadas de extingdo. Varios
trabalhos vém sendo desenvolvidos com a Klabin e a Universidade Estadual de Londrina,

especialmente no Parque Ecoldgico, com o objetivo de recuperar a fauna e a flora da regido.

3.1 ESPECIE ESTUDADA

Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae) ¢ uma espécie arborea
nativa, conhecida vulgarmente como aroeira (aroeira-branca, aroeira-brava, aroeira-do-brejo,

aroeirinha, dentre outras) (figura 2). A espécie mede de 6 a 12 m de altura e ¢ dotada de copa
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arredondada. Seu tronco ¢ tortuoso, de 30-40 cm de didmetro e a casca ¢ grossa e fissurada

(Lorenzi, 2002).

Figura 2- Individuo de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae) estudado,
localizado no Parque Ecolédgico da Klabin.

As folhas sd3o compostas alternas, imparipinadas, alado-pecioladas (Barroso,
1984), com 3-11 foliolos de 5-8 cm de comprimento por 1,5-2,5 cm de largura (Lorenzi,
2002) (figura 3). Ocorre em Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul até o Rio Grande
do Sul, em varias formagdes vegetais. Apresenta caracteristicas perenefolia, heliofita e
pioneira e ¢ comum em florestas situada em regides de altitude, tanto em terrenos secos
quanto umidos. Floresce durante os meses de agosto-setembro. A matura¢do dos frutos
verifica-se nos meses de novembro-janeiro, contudo permanecem na arvore por mais algum
tempo (figura 4). Suas folhas sdo aromadticas e medicinais. A arvore ¢ bastante ornamental

podendo ser usada com sucesso em parques e jardins (Lorenzi, 2002).
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Figura 4- Frutos (A) e sementes (B) de Lithraea molleoides (Lorenzi, 2002).

3.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS

Para os estudos morfoldgicos foram utilizadas sete folhas de sol e sete folhas
de sombra de mesma idade fisiologica. As folhas de sol foram coletadas na por¢do superior
periférica do individuo e as folhas de sombra na por¢do inferior interna do individuo. Foram

realizadas as medidas de comprimento e largura das folhas e posteriormente elas foram
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levadas ao laboratorio de Ecofisiologia da EMBRAPA Soja de Londrina para determinar as
areas foliolares e foliares no aparelho AREA METER, Li-Cor, modelo Li-3100. O indice de
esclerofilia, definido pela Area Foliar Especifica (AFE) (Witkowski & Lamont, 1991) foi
calculado pela seguinte formula: AFE=area foliar (cm®)/massa seca (g). A massa seca das
folhas foi obtida apds secagem em estufa a 60°C por 72 horas ¢ pesada em balanga de

precisao.

3.3 ANATOMIA ECcoLOGICA

Para os estudos anatomicos foram utilizadas sete folhas de sol e sete folhas
de sombra de mesma idade fisiologica. As folhas de sol foram coletadas na por¢do superior
periférica do individuo e as folhas de sombra na porcao inferior interna do individuo. Para a
confecgdo de laminas permanentes foram realizados cortes de 0,5 cm” da regido mediana do
limbo do 3° foliolo, contado a partir do apice para a direita da folha, os quais foram
submetidos a preparacdo de laminas pelo método de parafina de Johansen (1940), que
consiste na fixagdo em FAA 50% (formaldeido, 4cido acético e alcool etilico), lavagem em
alcool etilico, desidratacdo e clarificacdo em série alcoodlica-xilol. Os cortes foram
emblocados e secgdes transversais de 10 micrometros de espessura foram realizadas com
micrétomo rotativo manual. Estas sec¢des passaram por etapas em colagem em laminas com
adesivo Haupt (Johansen, 1940), distensdes em placa aquecida, coloragdo pela combinagdo de
azul-de-astra e fucsina bésica, e laminula foi aderida com balsamo-do-Canada.

Para contagem e determinacdo do didmetro dos estomatos, delimitado pela
média do comprimento e largura do complexo estomatico, foi realizado o procedimento de

. . ~ o« 17 . .qe .~ . e 2
dissociacao epidérmica, utilizando sete repeti¢des, que consistiu em segmentos de 0,5 cm” da



33

regido mediana do limbo do 3° foliolo da por¢ao superior periférica e por¢ao inferior interna
do individuo. Os segmentos foram submetidos a hipoclorito de sddio 50% durante seis dias.
As faces da epiderme de cada foliolo passaram pela coloracdo em azul-de-astra e fucsina

basica e, laminulas foram aderidas a 1dmina com esmalte incolor.

3.3.1 Avaliacdes Histologicas

As contagens e determinacdo do diametro dos estomatos ¢ as medidas de
espessura do limbo foliolar foram realizadas com o auxilio do software Image Pro-plus, onde
o computador ¢ diretamente acoplado a um microscopio com camera digital que captura a

imagem da lamina e permite a realiza¢@o de todas as medidas citadas.

3.4 AVALIACOES ULTRAESTRUTURAIS

Para observagdes em microscopio eletronico de varredura, segmentos de 0,5
cm’ de foliolos da porgdo superior periférica e por¢do inferior interna do individuo foram
fixados em FAA 50% e passaram pela desidratagdo alcodlica. Apos a secagem das amostras
via ponto critico com CO; em equipamento Bal-tec CPD-030, as mesmas foram montadas em
suporte metalico, fixadas com uma mistura de esmalte incolor e grafite, metalizada a vacuo
com ouro, em equipamento Balzers Union FL9496 SCD-030 do laboratorio de Microscopia

Eletronica da UNESP/Botucatu-SP.
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3.5 EsTuDOS FISIOLOGICOS

3.5.1 Trocas Gasosas nas Folhas

Para determinagdo da taxa fotossintética, condutancia estomatica,
transpiragdo e concentragdo intercelular de CO, foram utilizadas dez folhas de sol e dez folhas
de sombra. As medidas ocorreram no 3° foliolo contado da ponta da folha para a base. As
avaliacdes foram feitas em um analisador de gases por infravermelho portatil (Portable
Photosynthesis System, modelo Li-6400 (LI-COR, USA, Lincoln, NE). A intensidade
luminosa utilizada para a avaliagdo da taxa fotossintética, condutincia estomatica,
transpiracio e concentracio intercelular de CO, foi de 1.200 umol.m™.s™. Esta intensidade

luminosa foi escolhida ap6s elaboragdo de uma curva de saturacao.

3.5.2 Quantificagdo das Clorofilas a, b e totais

Nas mesmas folhas em que se avaliou os parametros descritos no item 3.5.1
foi feita a quantificag¢do das clorofilas, considerando a 4rea foliar. As folhas foram lavadas em
agua deionizada, colocadas em sacos pretos devidamente etiquetados e transportadas, em
gelo, do campo ao laboratério de Ecofisiologia da EMBRAPA Soja de Londrina- PR. A
extragdo e a determinacdo dos teores de clorofilas seguiram a metodologia de Arnon (1949),
que consiste na extracdo com acetona 80% no escuro; os extratos obtidos foram centrifugados
a uma rotagdo de 2500 rpm (rotacdes por minuto) durante 10 minutos e os sobrenadantes
foram colocados em tubos de ensaio de 25 ml, envolvidos com papel aluminio, completando-

se o volume. A densidade otica da substancia foi lida em espectrofotometro a 645 e 663 nm.
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A partir das leituras, determinou-se a concentracdo das clorofilas por meio das férmulas
recomendadas por Arnon (1949):

Clorofila total (mg.cm™)= [(A645.20,2)+(A663.8,02)].0,025/ area (cm®)

Clorofila a (mg.cm™)= [(12,7. A663 — 2,7.A645).0,025]/ 4rea (cm?)

Clorofila b (mg.cm™)= [(22,9. A645 —4,7.A663).0,025]/ 4rea (cm®)

3.5.3 Quantificacdo dos Nutrientes

Dez folhas de sol e dez folhas de sombra foram lavadas em 4agua deionizada
e colocadas em sacos pretos devidamente etiquetados, em gelo, e foram transportadas ao
laboratério de Ecofisiologia da EMBRAPA Soja — Londrina-PR. As amostras ficaram em
estufa a 60°C por 72 horas, e depois desse periodo, os macronutrientes (P, K, Ca ¢ Mg) ¢ os
micronutrientes (Zn, Mn, Fe, Cu e B) foram analisados de acordo com a metodologia adotada
pelo laboratério de andlises minerais da EMBRAPA Soja, no aparelho ICP-AES, modelo
Optima 3300 DV. A digestdo das amostras, exceto para o N, foi feita com acido nitrico 6N e
foi utilizado 0,5g de cada amostra. Para analise do nitrogénio foi utilizado o aparelho Kjeltec,
modelo 1035 Analyser Foss Tecator e a digestdo destas amostras foi feita com acido sulfurico

(PA) e peroxido de hidrogénio, sendo usado 0,1g de cada amostra.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no programa excel, baseadas na

ANOVA (analise de variancia) em nivel de significancia de 5%.
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que seguirdo as normas da Revista BRAZILIAN ARCHIVES OF
BIOLOGY AND TECHNOLOGY (anexo)
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Capitulo I

Aspectos Morfoanatomicos de Folhas de Sol e de Sombra
de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae)
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Aspectos Morfoanatomicos de Folhas de Sol e de Sombra
de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae)

Jaqueline Dias'", José A. Pimenta®e Moacyr E. Medri?

YUniversidade Estadual de Londrina, Curso de Pos—Graduagdo, Departamento de Biologia Animal e Vegetal,
Centro de Ciéncias Biologicas; “Departamento de Biologia Animal e Vegetal, Centro de Ciéncias Biologicas,
Caixa Postal: 6001; 86051- 970; Londrina- PR, Brasil.

ABSTRACT

Trying to understand the capacity of adaptation of the sun and shade leaves as the morpho-anatomic
aspects, we harvested some leaves from an individual of Lithraea molleoides, commonly known as
aroeira-branca, that lies in the Ecological Klabin Park — Telemaco Borba — PR. The leaves from the
superior peripherical portion, named sun leaves, showed more xeromorphic features like smaller folio-
ares and foliates areas, larger thickness of cuticle in the skin adaxial side as in the abbatial one, larger
stomata quantity, larger thickness of palisade and spongy parenchyma, but with a minor ratio between
intercellular spaces of the spongy parenchyma to its total area, on the opposite of the leaves from the
inferior internal portion, named shade leaves. The sun leaves present changes that indicate major
difficulty of water loss in the unfavorable periods increasing the efficiency in the water use. Therefore,
the shade leaves also present a larger area taking better advantage of the luminous energy. The noticed
differences between the sun and shade leaves show considerable adaptation capacity of this species of
keeping themselves active within different luminosity conditions.

Key words: ecological anatomy, sun leaves, shade leaves, leaf morphology, light intensity, Lithraea
molleoides

INTRODUCAO

Em florestas tropicais, diferentes caracteristicas
estruturais das folhas das arvores sdo
evidenciadas pelas variagdes nas condicoes de
luminosidade incidente (Goryshina, 1980;
Avalos & Mulkey, 1999). As espécies arboreas
estdo expostas a fases alternativas de alta e baixa
luminosidade no decorrer de sua vida (Rijkers et
al., 2000). A diferenca de caracteristicas no uso
da luz de plantas de sol e de sombra ou, folhas
de sol e de sombra de um mesmo individuo, é
fundamentalmente essencial para entender os
distintos estadios da dindmica de florestas
tropicais (Liittge, 1997), uma vez que a radiagdo
incidente chega ao interior da cobertura vegetal
através de clareiras, pelas margens e como
radiagdo difusa proveniente da reflexdo de
folhas e da superficie do solo, ou ainda como
radiacdo transmitida pelas folhas (Larcher,
2000).

Segundo Holbrook & Lund (1995), a estrutura
das copas das arvores proporciona condi¢des
ambientais distintas para as folhas. Assim,

formas gxitsmanedolhas de sol e de sombra

podem ser encontradas em um mesmo individuo
(Raven et al., 2001).

Vaérios estudos tém observado que folhas
expostas a uma maior intensidade luminosa
apresentam caracteristicas xeromorficas, em
geral, menor area foliar, folhas mais espessas,
uma grande espessura de cuticula, estomatos
menores € em maior quantidade e parénquima
palicadico bem desenvolvido (Medri & Lleras,
1980; Martinez & Medri, 1985). A menor area
foliar, espessura maior da folha e maior
espessura da cuticula, bem como maior
eficiéncia estomadtica ¢ estdmatos aprofundados
sdo importantes para evitar a perda de agua na
porcdo superior mais exposta a luminosidade
(Waldhoff & Furch, 2002). Além disso, a maior
quantidade de parénquima paligadico permite
que a luz seja transmitida diretamente e, assim,
evita a fotoinibicdo (Taiz & Zeiger, 2004;
Majerowicz, 2004). A espécie Lithraea
molleoides (Vell.) Engl. (Anacardiaceae) é uma
faner6gama nativa, conhecida vulgarmente
como aroeira (aroeira-branca, aroeira-brava,
aroeira-do-brejo, aroeirinha, dentre outras).
Mede de 6 a 12m de altura e ¢ dotada de copa



arredondada. As folhas sdo compostas alternas,
imparipinadas,  alado-pecioladas  (Barroso,
1984), com 3-11 foliolos de 5-8 cm de
comprimento por 1,5-2,5 cm de largura
(Lorenzi, 2002). Esta espécie ocorre em Minas
Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul até o Rio
Grande do Sul, em varias formacdes vegetais.
Apresenta caracteristicas perenef6lia, heliofita e
pioneira e ¢ comum em florestas situadas em
regides de altitude, tanto em terrenos secos
quanto midos.

Lithraea molleoides ¢ uma espécie encontrada
em varios tipos de ambientes e, com isso, torna-
se importante o seu estudo, tanto para entender
os distintos estadios da dindmica de uma floresta
tropical bem como certificar a importancia desta
espécie para o reflorestamento de areas
degradadas.

O objetivo deste trabalho foi identificar as
estratégias adaptativas de folhas de L.
molleoides  diante  das  diferencas  de
luminosidade respondendo a seguinte questao:

- Existe diferenca na morfoanatomia de folhas
de L. molleoides desenvolvidas ao sol
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comparadas com aquelas desenvolvidas a
sombra?

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em um individuo de L.
molleoides no Parque Ecologico da Klabin,
localizado na Fazenda Monte Alegre,
pertencente ao municipio de Telémaco Borba —
PR - a 250 Km de Curitiba-PR, segundo
planalto paranaense, regido centro-leste (Fig. 1).
A escolha de apenas um individuo ocorreu com
o objetivo de quantificar varios parametros
morfoanatomicos e fisiolégicos para que se
possa compreender com maior homogeneidade
possivel a variabilidade genética de folhas de sol
e de sombra deste individuo.

O Parque Ecologico conta com uma area
vegetacional dominada pela Floresta Ombrofila
Mista. Em determinados sitios, a vegetacao ¢
exuberante e composta pelas espécies tipicas dos
estadios mais avancados de sucessdo com uma
riqueza floristica, inferindo-se que ocorra devido
a faixa de ecotono (Nakajima et al., 1996).
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Figura 1 — Localizag¢do do Parque Ecolédgico da Klabin, Fazenda Monte Alegre — Telémaco — Borba, PR,
onde se encontra o individuo estudado (A). Em destaque os municipios de abrangéncia da empresa Klabin

— PR (B).

Para os estudos morfoanatdmicos foram
utilizadas sete folhas de sol e sete folhas de
sombra, considerando a idade fisiologica. As
folhas de sol foram coletadas da porg¢ao superior
periférica do individuo e as folhas de sombra da
por¢ao inferior interna. Foram realizadas as
medidas de comprimento e largura das folhas e
posteriormente elas foram levadas ao laboratorio
de Ecofisiologia da EMBRAPA Soja de
Londrina para determinar as areas foliolares e
foliares no aparelho AREA METER, Li-Cor,
modelo Li-3100. O indice de esclerofilia,
definido pela Area Foliar Especifica (AFE)
(Witkowski & Lamont, 1991) foi calculado pela
seguinte formula: AFE=area foliar (cm”)/massa
seca (g). A massa seca das folhas foi obtida apos
secagem em estufa a 60°C por 72 horas e pesada
em balanga de precisdo.

Para a confec¢do de laminas permanentes, foram
realizados cortes de 0,5 cm’ da regido mediana
do limbo do 3° foliolo, contado do apice para a
direita da folha, os quais foram submetidos a
preparagdo de laminas pelo método de parafina
de Johansen (1940). A coloragdo utilizada foi a
combinacdo de azul- de-astra e fucsina basica.
Para a contagem e determinagdo do diametro dos
estdbmatos, determinado pela média do
comprimento e largura do complexo estomatico,
utilizou-se a metodologia de dissociagdo
epidérmica, em que os cortes de 0,5 cm’ da
regido mediana do limbo do 3° foliolo da por¢do

superior periférica e por¢do inferior interna do
individuo foram colocados em placa de Petri
com hipoclorito de sodio a 50% e, apos seis dias,
as faces de cada epiderme foram dissociadas e
coradas pela combinagdo de azul-de-astra e
fucsina basica.

Todas as medidas histologicas foram feitas
utilizando o software Image Pro-Plus. As
imagens foram digitalizadas, a partir de uma
camera acoplada a um microscopio Optico que ¢
conectado ao computador. Para a microscopia
eletrénica de varredura, segmentos de 0,5 cm’
do limbo foliolar da por¢ao superior periférica e
por¢do inferior interna do individuo foram
colocados em FAA 50% e desidratados em série
alcoolica. Apos secagem das amostras, via ponto
critico com CQO,, as mesmas foram montadas em
suporte metalico, fixadas com uma mistura de
esmalte incolor e grafite, metalizada a vacuo
com ouro, de acordo com o laboratério de
Microscopia Eletronica da UNESP/Botucatu-SP.
As analises estatisticas foram realizadas no
programa excel, baseadas na analise de varidncia
(ANOVA) em nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de sol ¢ de sombra apresentaram o
mesmo numero de foliolos (Figs. 2 e 3A). As
areas foliolar e foliar foram maiores em folhas
de sombra comparadas com as de sol (Figs.3B e



3C), mas ndo houve diferenca na razao
comprimento e largura entre os foliolos de sol e
de sombra, apenas no tamanho dos mesmos.
(Figs. 3D e 4). Estes resultados permitem
afirmar que as folhas de sombra apresentam
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maior 4rea fotossinteticamente ativa, o que
possibilita um maior aproveitamento da luz que
chega na por¢do inferior interna da arvore, de
acordo com o observado por Syvertsen et al.
(1995).

A

B —
1,0 cm

Figura 2 — Folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol (A) e na sombra (B).
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Figura 3 — Numero de foliolos por folha de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol e na sombra (A).
(CV 10,39%). Area foliolar de folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol e na sombra (B). (CV
15,24%). Area foliar de Lithraea molleoides desenvolvida no sol e na sombra (C). (CV 17,45%). Razdo
comprimento e largura (Razdo C/L) dos foliolos de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol e na sombra
(D). (CV 4,93%) (n=7). Letras distintas acima das barras significam diferencas pelo Teste de F (p<0,05).
O traco vertical na parte superior das barras ¢ o erro padrao.
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Figura 4 — Foliolos de diferentes folhas de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol (A) e na sombra

(B).

As folhas de sol apresentaram uma menor AFE
comparadas as folhas de sombra, pois a area
foliar de sol foi menor em relagdo a area das
folhas de sombra, mas ndo houve diferenga na
massa seca entre estas folhas. Resultados
semelhantes foram observados por Boeger &
Wisniewski (2002) e Boeger & Wisniewski
(2003) nos estadios iniciais de sucessdo, onde as
folhas recebem uma maior luminosidade devido
a grande presenca de clareiras. As folhas de sol
de L. molleoides apresentaram um indice de
esclerofilia, definido pela AFE, cerca de 37%
maior que as folhas de sombra, indicando
caracteristicas mais xéricas. A menor area foliar
e maior esclerofilia em folhas de sol ocorrem em
funcdo da maior compactagdo dos tecidos,
especialmente o  parénquima  paligadico
(Kubinova, 1991) e estdo relacionadas a maior
intensidade luminosa que chega na porgao
superior periférica do individuo de L. molleoides
(Fig. 5).

Modificagdes morfologicas foliares também
foram observadas por Assis & Giulietti (1999),
no estudo de populagdbes de Psycotria
ipecacuanha. De acordo com a distribui¢do
geografica das plantas, onde se variava também
a intensidade luminosa, verificavam-se
alteragdes tanto das formas das folhas, desde
elipticas até ovais, oblongo-lanceoladas ou
obovais como variagdes associadas ao
comprimento e a largura.
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Figura 5 — Area foliar especifica (AFE) de
folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no
sol e na sombra. Letras distintas acima das
barras significam diferencas pelo Teste de
F(p=<0,05, CV 7,49%, n=7). O trago vertical na
parte superior das barras ¢ o erro padrdo.

No estudo com folhas de Pogonophora
schomburgkiana, em trés por¢des de uma
mesma arvore, Leite & Lleras (1978),
observaram uma maior area foliar na porgao
inferior, denominada de base da arvore, nido
havendo diferenga entre as porgdes superiores.
De acordo com Cutter (1987), a luz, temperatura
e fotoperiodo afetam o primérdio foliar em
desenvolvimento e altera a forma da folha. Dale
(1992), salienta que a variagdo no tamanho e
forma do primérdio foliar é comparativamente
pequena, e o tamanho final ou forma da folha



ndo podem ser predeterminados pelo tipo de
primérdio.

Os foliolos de sol de L. molleoides apresentaram
uma espessura maior do limbo em relagdo a
espessura do limbo dos foliolos de sombra (Fig.
6).

;;{5 240 - % .
Eé 160 - % -

Figura 6 — Espessura do limbo foliolar de
Lithraea molleoides desenvolvido no sol e na
sombra. Letras distintas acima das barras
significam diferencgas pelo Teste de F (p<0,05,
CV 11,69%, n=7). O trago vertical na parte
superior das barras € o erro padrio.
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Isto indica diferencas estruturais importantes
para a sobrevivéncia num ambiente florestal.
Paiva et al. (2003) estudando a influéncia de
varias condi¢des de intensidade Iuminosa sobre
a estrutura anatomica de folhas de Tradescantia
pallida evidenciaram também uma alta
plasticidade das folhas que apresentaram maior
espessura do limbo a medida que a intensidade
luminosa aumentava.

A face adaxial da epiderme dos foliolos de sol
de L. molleoides foi maior comparada com os
foliolos de sombra ¢ ndo houve diferenca entre
as faces abaxiais das epidermes de sol e de
sombra (Fig. 7A). A cuticula tanto da face
adaxial como abaxial da epiderme foi maior em
foliolos de sol comparados aos de sombra (Fig.
7B). Os parénquimas paligadico e lacunoso
foram maiores em foliolos de sol comparados
aos foliolos de sombra (Fig. 7C). A razdo area
dos espagos intercelulares do parénquima
lacunoso pela area total do parénquima lacunoso
foi maior em foliolos de sombra (Fig. 8).

B Sol
O Sombra

Espessura d Cuticula (um)

Sol
OSombra

Figura 7 — Espessura da face adaxial (Fad) e da face abaxial (Fab) da epiderme de foliolos de Lithraea
molleoides desenvolvidos no sol e na sombra (A). (CV 7,39% e 18,94%). Espessura da cuticula da face
adaxial e da face abaxial da epiderme de foliolos de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol e na
sombra (B). (CV 17,20% e 13,92%). Espessura do parénquima pali¢adico e parénquima lacunoso de
foliolos de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol e na sombra (C). (CV 14,11% e 15,91%). (n=7).
Letras distintas acima de cada dupla de barras unidas significam diferengas pelo Teste de F (p<0,05). O
traco vertical na parte superior das barras é o erro padrao.
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Figura 8 — Razdo da area dos espagos intercelulares do parénquima lacunoso pela area total do
parénquima lacunoso (Razéo EI/PL) de foliolos de Lithraea molleoides desenvolvidos no sol e na sombra.
Letras distintas acima das barras significam diferengas pelo Teste de F (p<0,05, CV 21,86%) (n=7). O
traco vertical na parte superior das barras é o erro padrao.

Comparadas com as folhas de sombra, a maior
espessura do limbo de foliolos de sol (Figs. 6 ¢
9) evidenciada pela maior espessura da face
adaxial da epiderme (Figs. 7A e 9), maior
espessura de cuticula (Figs. 7B e 9) e
parénquimas (Figs. 7C e 9), indicam a
capacidade adaptativa de folhas de L. molleoides
a condicdes xéricas.

A maior espessura de parénquima pali¢adico ¢é
importante para evitar a fotoinibicdo nas folhas
com exposi¢do a maior intensidade luminosa
(Dale, 1992; Taiz & Zeiger, 2004). Isso permite
que a luz seja transmitida mais diretamente

evitando o maior aproveitamento do excesso de
luz que incide na por¢do superior da arvore
(Majerowicz, 2004). A maior razdo da area dos
espagos do parénquima lacunoso pela area total
deste mesmo parénquima em foliolos de sombra
(Figs. 8 e 9) permite um maior aproveitamento
da luz incidente na por¢do inferior interna do
individuo, uma vez que os espagos intercelulares
geram interfaces ar-agua, que refletem e

refratam a luz possibilitando a difusdo luminosa
(Syvertsen, 1995; Majerowicz, 2004).

Figura 9 — Secgoes transversais do limbo de foliolos desenvolvidos no sol (A) e na sombra (B) de
Lithraea molleoides com destaque para os estdmatos (es) localizados na face abaxial da epiderme (seta).
400 pm. cu=cuticula, ei= espacos intercelulares, fab=face abaxial da epiderme, fad=face adaxial da
epiderme, pl= parénquima lacunoso e pp= parénquima pali¢adico.

Em secgdo transversal, os foliolos de L.
molleoides  apresentaram  uma  camada
epidérmica e uma subepidérmica (Fig. 9), tanto

na face adaxial como abaxial. As folhas de L.

molleoides sdo hipoestomaticas (Figs. 10C, 10D,
10G elOH) e os estomatos paraciticos,
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localizados num nivel levemente superior a de sombra (Figs. 9 e 10).
epiderme tanto em folhas de sol como em folhas

Figura 10 —Micrografia optica da face adaxial da epiderme de foliolos desenvolvidos no sol (A) ¢ na sombra
(B), da face abaxial da epiderme de foliolos desenvolvidos no sol (C) e na sombra (D). Barras=50 pm.
Micrografia eletronica de varredura da face adaxial da epiderme de foliolos desenvolvidos no sol (E) e na
sombra (F) ¢ da face abaxial da epiderme de foliolos desenvolvidos no sol (G) e na sombra (H) de Lithraea
molleoides. Barras= 10um. asterisco= células comuns da epiderme, cut= cuticula, seta=estomato e tr= tricoma.



Morais et al. (2004) estudando cafeeiros
desenvolvidos a pleno sol e sombreados com
guandu também verificaram a presenga de
estomatos paraciticos, mas localizados no
mesmo nivel a epiderme. O fato de os estdmatos
de L. molleoides estarem localizados num nivel
levemente superior a epiderme, provavelmente,
ndo compromete a eficiéncia no uso da agua de
folhas de sol devido as adaptacdes
morfoanatomicas apresentadas. A cuticula mais
espessa em foliolos de sol (Figs. 7B e 10G) esta
relacionada a protecdo a perda de agua e
também proporciona maior reflexdo do excesso
de Iuz (Leite & Scatena, 2001).

Em L. molleoides a quantidade de estématos, por
unidade de 4area, foi maior em foliolos
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desenvolvidos no sol quando comparados com
aqueles desenvolvidos a sombra, mas ndo houve
diferenga no diametro destes estomatos (Tab. 1).
Martinez & Medri (1985), em Persea
americana, além de confirmarem uma maior
quantidade de estdomatos em folhas de sol
também verificaram estdmatos menores nesta
espécie e diferencas na forma das células
comuns da epiderme destas folhas, que
apresentaram células menores € menos sinuosas
em folhas de sol e células maiores e
geometricamente mais sinuosas em folhas de
sombra.

O didmetro do xilema bem como o numero de
elementos traqueais ndo diferiram entre os
foliolos de sol e de sombra (Tab. 1 e Fig. 11).

Tabela 1 — Numero (NE) e didmetro (DE) dos estdmatos, didmetro do xilema (DX) e elementos traqueais
por foliolo (ET.F). Médias seguidas de uma mesma letra nas linhas ndo diferem pelo teste de F
(p <0,05). Valores entre parénteses correspondem ao erro padrao (n=7).

Parédmetros Sol Sombra CV (%)
NE (mm?) 278,0 (+5,36) a 2524 (£5,74) b 5,54
DE (um) 26,0 (+0,49)a 24,7 (+0,56) a 5,51
DX (um) 203,0 (+19,02) a 209,6 (+28,65) a 31,18
ET.F! 161,0 (#22,57)a 126,7 (+19,64) a 38,91

Figura 11 — Secgdes tranversais da nervura mediana foliolar de sol (A) e de sombra (B). (200 um). co=
colénquima, cs= canal secretor, ep= epiderme, fl=floema e xi=xilema.



Embora os foliolos de sol tenham apresentado o
mesmo diametro do xilema e 0 mesmo nimero
de elementos traqueais que os foliolos de
sombra, eles provavelmente perdem menos agua
para a atmosfera pelo fato de apresentarem
adaptacGes importantes, como, por exemplo,
maior espessura de cuticula associada a maior
espessura do limbo foliolar.
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O peciolo de L. molleoides apresentou a mesma
espessura de epiderme entre folhas de sol e de
sombra. O parénquima cortical foi maior no
peciolo de folhas de sol e a espessura dos feixes
vasculares foi maior em folhas de sombra. A
espessura do parénquima medular foi igual entre
as folhas de sol e de sombra, ndo havendo
diferenca no didmetro do peciolo (Tab. 2 e Fig.
12).

Tabela 2 — Espessura da epiderme do peciolo (EPE), parénquima cortical (PC), feixe vascular (FV),
parénquima medular (PM) e diametro do peciolo (DP). Médias seguidas de uma mesma letra nas linhas
ndo diferem pelo Teste de F (p<0,05). Valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo (n=7).

Parametros Sol Sombra CV (%)
EPE (um) 55 (+6,85)a 51 (+3.42)a 26,98
PC (um) 440 (£34,14)a 217 (£17,70)b 21,91
FV (um) 460 (+46,07)b 569 (+15,26)a 17,65
PM (um) 721 (+48,12)a 760 (+27.21)a 13,96
DP (um) 1676 (£48,12)a 1597 (+42,13)a 7,31

Figura 12 — Secgdes transversais de peciolo de folhas desenvolvidas no sol (A) e na sombra (B). (100
um). cs = canal secretor, ep= epiderme, pc= parénquima cortical e pm= parénquima medular.

Essas adaptagdes nos peciolos de sol e de
sombra sdao importantes, especialmente, em
relagdo a maior espessura dos feixes vasculares
em folhas de sombra que permite, um maior
suprimento de agua nestas folhas, que
apresentam menor espessura de cuticula e limbo
foliolar e, assim, pode levar a uma maior perda
de agua em relacdo as folhas de sol (cap. 2).

As adaptagdes morfoanatomicas apresentadas
pelas folhas de L. molleoides evidenciam a

dificuldade na perda de agua em folhas de sol
nos periodos desfavoraveis aumentando a
eficiéncia no uso da 4gua. Além disso, as folhas
de sombra apresentaram também uma maior
area aproveitando mais a energia luminosa. Esta
variabilidade de respostas morfoanatdmicas
apresentadas pelas folhas desta espécie pioneira,
quando expostas as diferentes condigdes de
luminosidade, contribui também para o
entendimento da importancia da espécie para o



uso em reflorestamentos. Pois, estes resultados
indicam uma consideravel capacidade adaptativa
das folhas as diferentes condigoes de
luminosidade a que as plantas desta espécie
podem ficar expostas nos estddios iniciais de
sucessdo florestal.
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RESUMO

Visando entender a capacidade de adaptagdo de
folhas de sol e de sombra quanto aos aspectos
morfoanatomicos, folhas foram coletadas de um
individuo de Lithraea molleoides, conhecida
popularmente como aroeira-branca, localizado
no Parque Ecologico da Klabin — Telémaco
Borba —PR. As folhas da porgdo superior
periférica, denominadas folhas de sol,
apresentaram caracteristicas mais xéricas como,
menores areas foliolar e foliar, maior espessura
de cuticula, tanto da face adaxial como abaxial
da epiderme, maior quantidade de estomatos,
por unidade de area, maior espessura de
parénquima pali¢adico e lacunoso, mas com
razdo menor entre espagos intercelulares do
parénquima lacunoso pela 4area total do
parénquima lacunoso, ao contrario das folhas da
porcdo inferior interna, denominadas folhas de
sombra. As folhas de sol apresentam adaptagdes
que indicam maior dificuldade na perda de agua
nos periodos desfavoraveis aumentando a
eficiéncia no uso da agua. Além disso, as folhas
de sombra apresentaram também uma maior
area aproveitando mais a energia luminosa. As
diferengas observadas entre as folhas de sol e de
sombra indicam consideravel capacidade
adaptativa desta espécie de se manterem ativas a
diferentes condigdes de luminosidade.
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Aspectos Fisiologicos de Folhas de Sol e de Sombra de
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ABSTRACT

This work focused upon the assessment of some physiologic parameters of the sun and shade leaves from
an individual of L. molleoides, popularly known as aroeira-branca, that lies in the Ecological Klabin Park
—Telemaco Borba — PR. The leaves from the superior peripherical portion, named sun leaves, presented
equal photosynthetic rate, minor level of chlorophyll (a, b, and totals), same a/ chlorophyll, b/ chlorophyll
ratio, minor transpiration rate, same stomata conductance and intercellular concentration of CO, in
relation to the leaves from the inferior internal portion, named shade leaves. The content of Ca and Mg
was the same for sun and shade leaves. The content of the other nutrients analised was larger in shade
leaves. The answers of the assessed physiologic parameters indicated that shade leaves, in despite of
receiving less luminous intensity, are able to produce food and develop with the same capacity of the sun
leaves.

Key words: photosynthesis, sun leaves, shade leaves, light intensity, chlorophyll, Lithraea molleoides

INTRODUCAO

Em florestas tropicais eventos como abertura de
dossel, tanto pela ac@o antropica como pela
queda natural de 4arvores ou mesmo o
fechamento do dossel, cria uma condi¢do de
heterogeneidade luminosa que se reflete
morfoanatomica e fisiologicamente nas folhas
(Chazdon & Fetcher, 1984; Kira & Yoda, 1989).
Conseqlientemente as espécies arbdreas estdo
submetidas a variagdes de luminosidade e isso
pode ser evidenciado na porg¢do superior e
inferior de um mesmo individuo (Holbrook &
Lund, 1995). As respostas foliares para as
diferentes condi¢ées de luminosidade variam
amplamente entre as espécies (Rijkers et al.,
2000).

Em geral, folhas que crescem expostas a intensa
luminosidade apresentam maiores: espessura do
mesofilo, cuticula e taxa fotossintética
(Campostrini et al., 2001; Avalos e Mulkey,
1999; Oguchi et al., 2003). A maior taxa
fotossintética em folhas expostas a intensa
luminosidade esta associada a adaptacdes
morfoanatomicas importantes, especialmente,
maior espessura de cuticula e parénquima
palicadico que permitem a planta minimizar a
perda de agua e transmitir mais diretamente o
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excesso de luz, diante de condi¢des mais xéricas
da porgdo superior da copa da arvore (Selleck &
Shupert, 1957 apud Martinez & Medri, 1985) e
evitar a fotoinibi¢do (Lemos-Filho, 2000). As
plantas sdo classificadas em plantas de sol e
plantas de sombra dependendo da capacidade
que apresentam em se ajustar a niveis
diferenciados de luz (Boardman, 1977). Esta
adaptacdo a niveis diferenciados de luz esta
diretamente relacionada ao genotipo de cada
espécie (Boardman, 1977; Rijkers, 2000). No
entanto, a estrutura das copas das arvores
proporciona condigdes ambientais distintas as
folhas (Holbrook & Lund, 1995) e
caracteristicas morfoanatomicas e fisiologicas
diferenciadas podem ser evidenciadas em folhas
desenvolvidas na porgdo superior e na porgao
inferior de um mesmo individuo (Dale, 1992;
Raven et al., 2001).

A espécie Lithraea molleoides (Vell.) Engl.
(Anacardiaceae) ¢ uma fanerégama nativa,
conhecida vulgarmente como aroeira (aroeira-
branca, aroeira-brava, aroeira-do-brejo,
aroeirinha, dentre outras). Mede de 6 a 12m de
altura e é dotada de copa arredondada. As folhas
sdo compostas alternas, imparipinadas, alado-



pecioladas (Barroso, 1984), com 3-11 foliolos de
5-8 cm de comprimento por 1,5-2,5 cm de
largura (Lorenzi, 2002). Esta espécie ocorre em
Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul
até o Rio Grande do Sul, em varias formagoes
vegetais. Apresenta caracteristicas perenefolia,
heli6fita e pioneira e é comum em florestas
situadas em regides de altitude, tanto em
terrenos secos quanto imidos.

Lithraea molleoides ¢ uma espécie encontrada
em varios tipos de ambientes e, com isso, torna-
se importante o seu estudo, tanto para entender
os distintos estadios da dinamica de uma floresta
tropical bem como certificar a importancia desta
espécie para o reflorestamento de areas
degradadas.

O objetivo deste trabalho foi identificar as
estratégias adaptativas da espécie de L.
molleoides  diante  das  diferencas  de
luminosidade  respondendo  as  seguintes
questoes:

- Existe diferenca na taxa fotossintética de folhas
de L. molleoides desenvolvidas ao sol
comparadas com aquelas desenvolvidas a
sombra?

- Existem diferencas nos teores de clorofilas a, b
e totais entre folhas de L. molleoides
desenvolvidas ao sol comparadas com aquelas
desenvolvidas a sombra?

- Existem diferencas na taxa transpiratoria,
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intercelular de CO, de folhas de L. molleoides
desenvolvidas ao sol comparadas com aquelas
desenvolvidas a sombra?

- Existe diferenga na concentragdo de nutrientes
de folhas de L. molleoides desenvolvidas ao sol
comparadas com aquelas desenvolvidas a
sombra?

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em um individuo de L.
molleoides no Parque Ecologico da Klabin,
localizado na Fazenda Monte Alegre,
pertencente ao municipio de Telémaco Borba —
PR — a 250 Km de Curitiba-PR, segundo
planalto paranaense, regido centro-leste (Fig. 1).
A escolha de apenas um individuo ocorreu com
o objetivo de quantificar varios parametros
morfoanatomicos e fisioldogicos para que se
possa compreender com maior homogeneidade
possivel a variabilidade genética de folhas de sol
e de sombra deste individuo.

O Parque Ecologico conta com uma area
vegetacional dominada pela Floresta Ombrofila
Mista. Em determinados sitios, a vegetacdo ¢
exuberante e composta pelas espécies tipicas dos
estadios mais avancados de sucessdo com uma
riqueza floristica, inferindo-se que ocorra devido
a faixa de ecotono (Nakajima et al., 1996).
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Figura 1 — Localizagao do Parque Ecologico da Klabin, Fazenda Monte Alegre — Telémaco — Borba, PR,
onde se encontra o individuo estudado (A). Em destaque os municipios de abrangéncia da empresa Klabin

— PR (B).

Para os estudos fisiologicos foram coletadas dez
folhas de sol e dez folhas de sombra. As folhas
de sol foram coletadas na porg¢do superior
periférica do individuo e as folhas de sombra na
por¢do inferior interna. Para a determinagdo da
taxa fotossintética, condutancia estomatica, taxa
transpiratoria e concentragdo intercelular de
CO,, as medidas ocorreram no 3° foliolo contado
da ponta da folha para a base. As avalia¢des
foram feitas em um analisador de gases por
infravermelho portatil (Portable Photosynthesis
System, modelo Li-6400 (LI-COR, USA,
Lincoln, NE). A intensidade luminosa utilizada
para a avaliagdo da taxa fotossintética,
condutancia  estomatica,  transpiracdo e
concentracdo intercelular de CO, foi de 1.200
umol.m?s”. Esta intensidade luminosa foi
escolhida apos eclaboragdo de uma curva de
saturacgao.

Nas mesmas folhas em que se avaliaram os
pardmetros descritos anteriormente, foi feita a
quantificagdo das clorofilas, utilizando a area
foliar. As folhas foram lavadas em 4gua
deionizada, colocadas em sacos pretos
devidamente etiquetados e transportadas, em
gelo, do campo ao laboratério de Ecofisiologia
da EMBRAPA Soja de Londrina- PR. A
extracdo e a determinacdo dos teores de
clorofilas seguiram a metodologia de Arnon
(1949), que consiste na extragdo com acetona
80% no escuro; os extratos obtidos foram
centrifugados a uma rotacdo de 2500 rpm

(rotagcdes por minuto) durante 10 minutos e os
sobrenadantes colocados em tubos de ensaio de
25 ml, envolvidos com papel aluminio,
completando-se o volume. A densidade otica da
substancia foi lida em espectrofotometro a 645 e
663 nm. A partir das leituras, determinou-se a
concentracdo das clorofilas nas solugdes de
leitura, por meio das formulas abaixo,
recomendadas por Arnon (1949):

Clorofila total (mg.cm™)=
[(A645.20,2)+(A663.8,02)].0,025/ area (cm?)

Clorofila a (mg.cm™)=
[(12,7. A663 —2,7.A645).0,025]/ 4rea (cm®)

Clorofila b (mg.cm™)=

[(22,9. A645 —4,7.A663).0,025]/ area (cm®).
Para a determinagdo dos macronutrientes (N, P,
K, Ca e Mg) e micronutrientes (Zn, Mn, Fe, Cu
e B) as folhas foram lavadas em 4agua
deionizada, colocadas em estufa a 60°C por 72
horas e seguiram a metodologia do laboratorio
de analises minerais da EMBRAPA Soja, no
aparelho ICP-AES, modelo Optima 3300 DV,
exceto para o N. A digestdo das amostras, exceto
para o N, foi feita com 4acido nitrico 6N e foi
utilizado 0,5g de cada amostra. Para analise do
nitrogénio foi utilizado o aparelho Kjeltec,
modelo 1035 Analyser Foss Tecator e a digestdo
destas amostras foi feita com &cido sulfurico
(PA) e peroxido de hidrogénio, sendo utilizado
0,1g de cada amostra. As analises estatisticas
foram realizadas no programa excel, baseadas na



ANOVA (andlise de variancia) em nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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foram maiores em folhas de sombra (Fig. 2B),
conforme destacado também na diferenca da
intensidade da cor verde da figura 4, do capitulo
1. A razdo clorofila a/ clorofila b nas folhas
desenvolvidas no sol e na sombra de L.

A taxa fotossintética das folhas de sol de L. molleoides nao diferiu (Fig. 2C).

molleoides foi a mesma das folhas de sombra
(Fig. 2A). Os teores de clorofilas a, b e totais
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Figura 2 — Taxa fotossintética de folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol e na sombra (A).
Letras iguais acima das barras significam que nao diferem pelo Teste de F (p<0,05, CV 15,45%). Teores
de clorofilas a, b e totais de folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol e na sombra (B). Letras
distintas acima de cada dupla de barras unidas significam diferencas pelo Teste de F (p<0,05, CV
24,47%, para clorofila a, CV 24,24% para clorofila b e CV 24,13% para clorofilas totais). Razédo clorofila
a/ clorofila b (Razdo Chl a/b) de folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol e na sombra (C).
Letras iguais acima das barras significam que ndo diferem pelo Teste de F (p<0,05, CV 8,13%) (n=10). O
traco vertical na parte superior das barras € o erro padrao.
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Tabela 1 - Concentragdo de nutrientes em folhas de Lithraea molleoides desenvolvidas no sol ¢ na
sombra. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem pelo Teste de F (p<0,05, n=10). Os

valores entre parénteses correspondem ao erro padrio.

Nutrientes Sol Sombra CVv
g.100 g™ %
N 1,94 (+0,058)b 2,44 (+0,220)a 23,19
P 0,09 (+0,002)b 0,11 (+0,002)a 6,84
K 0,47 (+0,020)b 0,60 (+0,020)a 11,85
Ca 0,99 (+0,016)a 1,02 (+0,175)a 38,79
Mg 0,22 (+0,004)a 0,29 (+0,079)a 5,30
Zn 9,92 (+0,573)b 11,3 (+0,260)a 13,26
Mn 87,5 (+2,335)b 101,0 (+2,206)a 7,62
Fe 62,3 (+1,862)b 97,6 (+2,235)a 8,13
Cu 4,7 (+0,183)b 5,2 (+0,124)a 9,88
B 21,7 (+0,592)b 28,4 (+0,423)a 6,49

A ndo variacdo entre a taxa fotossintética de
folhas de sol e de sombra em L. molleoides
relacionada a maiores teores de clorofilas em
folhas de sombra, provavelmente devido a uma
maior quantidade de fotossistemas presentes nas
membranas dos tilacoides destas folhas (Lemos-
Filho, 2000), indicam que as folhas de sombra
aproveitam com eficiéncia a radiagdo menos
intensa que chega até elas. Além do efeito da luz
sobre o processo fotossintético em si, a sintese e
degradacdo de clorofilas estdo também
diretamente associadas a intensidade luminosa,
estando diretamente relacionadas a eficiéncia
estomatica ¢ mostra adaptabilidade a diversos
ambientes (Engel & Poggiani, 1991).

Avalos & Mulkey (1999), em folhas de
Stigmaphyllon lindenianum, Oguchi et al.
(2003), em folhas de Chenopodium album e
Paiva et al. (2003), em folhas de Tradescantia
pallida, verificaram consideraveis mudangas em
resposta as diferencas de luminosidade, tanto na
estrutura foliar como na taxa fotossintética que
aumentou em  maiores  condicoes  de
luminosidade.

Em L. molleoides também foram identificadas
mudancgas estruturais significativas nas folhas
(cap. 1), mas ndo houve o aumento da taxa
fotossintética em folhas mais iluminadas.
Possivelmente o maior nivel de clorofilas nas
folhas de sombra aliadas as mudancas estruturais

observadas no capitulo 1, como, por exemplo, a
maior area foliar e maior area de espagos
intercelulares do parénquima lacunoso, estejam
conjuntamente  relacionados com a ndo
diferenciacdo da taxa fotossintética entre as
folhas de sol e de sombra de L. molleoides.

Os maiores teores de clorofilas, por unidade de
area, em folhas de sombra também foram
observados por Souza & Valio (2003), no estudo
sobre alteragdes das propriedades Opticas de
folhas em resposta a sombreamento em plantas
jovens de seis espécies arbdreas tropicais
pertencentes a diferentes estadios de sucessao.
Esse aumento no conteudo de clorofila foi
significativo na determinacdo das espécies
tolerantes a sombra. Embora varios estudos
observaram teores de clorofilas mais elevados
em folhas sombreadas comparadas com aquelas
expostas a uma maior luminosidade (Johnson et
al., 1982; Sarracino et al., 1992; Chartzoulakis et
al., 1995; Lei & Lechowicz, 1998), alguns
autores ndo encontraram diferengas entre essas
propor¢des (Inoue, 1983; Graga, 1983; Kappel
& Flore, 1983).

Goryshina (1980), Engel & Poggiani (1991) e
Atroch et al. (2001) também destacam a maior
quantidade de clorofilas por cloroplastos em
folhas de espécies arboreas do sub-bosque de
florestas. Além disso, varios autores relatam
uma maior razao clorofila a/ clorofila b para as



folhas de sol (Johnson et al, 1982;
Chartzoulakis et al., 1995; Lei & Lechowicz,
1998; Souza & Valio, 2003), o que ndo ocorreu
em L. molleoides que apresentou a mesma razio
clorofila a/ clorofila b em folhas de sol e de
sombra.

A ndo alteracdo da razdo clorofila a/ clorofila b
em L. molleoides possivelmente se deve ao fato
de esta espécie ser uma pioneira que geralmente
ndo ocorre em locais mais fechados das
florestas, visto que nestes locais ¢ comum
ocorrerem espécies que apresentam folhas com
maior quantidade de clorofilas b para compensar
a maior eficiéncia da clorofila a em absorver o
comprimento de onda do vermelho distante que
chega ao sub-bosque (Kozlowski et al., 1991;
Atroch et al., 2001; Taiz & Zeiger, 2004). Esta
adaptagdo ocorre para manter a eficiéncia da
fase fotoquimica da fotossintese (Taiz & Zeiger,
2004).

As folhas de L. molleoides desenvolvidas na
sombra apresentaram uma maior taxa
transpiratoria em relagéo as folhas desenvolvidas
no sol. E, considerando a maior area total em
folhas de sombra, esta transpiracao potencializa
a uma maior perda de agua nestas folhas. Mas, o
fato de as folhas de sombra perderem mais agua
¢ compensado pelo maior aproveitamento da
absor¢do da energia luminosa que chega na
porcdo inferior interna do individuo, o que esta
de acordo com a realizacdo da mesma taxa
fotossintética entre as folhas de sol e de sombra
de L. molleoides. E possivel também haver uma
relacdo desta resposta com as mudangas
estruturais evidenciadas em folhas de sol (cap.
1) para evitar a perda de agua (Hlwatika & Bhat,
2002) e que ndo foram evidenciadas nas folhas
de sombra.

Resultado contrario ao ocorrido em L.
molleoides foi evidenciado por Morais et al.
(2003), em estudo das caracteristicas fisiologicas
e de crescimento de cafeeiro sombreado com
guandu e cultivado a pleno sol. Neste estudo,
houve um decréscimo na transpiragdo das folhas
dos cafeeiros sombreados, provavelmente
porque os cafeeiros desenvolvidos a pleno sol
ndo apresentaram adaptacdes morfoanatdmicas
tdo expressivas a ponto de transpirar menos que
as folhas desenvolvidas a sombra, como o
observado em L. molleoides (cap. 1).

A condutincia estomatica e a concentracio
intercelular de CO, foram iguais em folhas de
sol e de sombra de L. molleoides. Tsto indica que
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as folhas de sol, mesmo recebendo uma
intensidade maior de luz, apresentam adaptagdes
morfoanatomicas importantes (cap. 1) que
permitem apresentar a mesma condutincia
estomatica e concentracdo intercelular de CO,
que as folhas de sombra, o que estd de acordo
também com a ndo alteragdo da taxa
fotossintética entre estas folhas.

Em Mangifera indica, Castro Neto (2003),
verificou uma menor condutancia estomatica em
folhas de sol durante ao inicio do periodo de
irrigacdo (final de maio a agosto), sugerindo que
isso ocorra devido o final do periodo de déficit
hidrico, pois com a continuagdo da irrigacdo a
condutancia estomatica aumenta, embora
permanega inferior ao periodo de déficit hidrico.
Cruz et al. (2003) verificaram no limoeiro
“cravo” submetido ao estresse salino uma menor
condutancia  estomatica, a medida que
aumentava o teor de salinidade. Sultana et al.
(1999) salientam que a menor condutancia
estomatica das folhas obtidas pelas plantas sob
estresse salino provavelmente esta relacionada
ao estresse hidrico a que essas plantas estdo
sujeitas, assim como as folhas mais expostas a
uma maior luminosidade. Como conseqiiéncia
da menor condutincia estomatica, ocorre a
reducdo do fluxo normal de CO, em direcdo ao
sitio de carboxilagdo e também uma redu¢do da
taxa fotossintética (Xu et al., 1994). Com os
resultados obtidos de numero e didmetro dos
estdmatos (cap. 1) e da condutancia estomatica,
¢ possivel inferir também que as folhas de sol de
L. molleoides mantém seus estOmatos mais
fechados e, com isso, melhora a eficiéncia no
uso da agua. Pois, as folhas de sol mesmo
apresentando um maior numero de estomatos
ndo apresentou uma maior condutincia
estomatica.

O numero de estomatos pode ser afetado pelas
condicdes de luminosidade do ambiente, uma
vez que as trocas gasosas, em folhas, ocorrem
principalmente através dos estdmatos. O
aumento da freqiiéncia estomatica em folhas
expostas a elevadas luminosidades pode ser um
mecanismo importante de adaptagdo a condi¢des
mais aridas, ja que a freqiiéncia de estomatos
esta associada a condutancia estomatica
(Boardman, 1977; Medri & Lleras, 1980;
Abrams, 1987; Wiebel et al., 1994; Boeger &
Wisniewski, 2002).

As folhas de sol de L. molleoides apresentaram
valores menores para os macronutrientes e



micronutrientes em relagdo as folhas de sombra,
excetuando apenas os macronutrientes Ca e Mg,
que nao diferiram entre estas folhas. Como as
folhas de sombra comparadas as folhas de sol
apresentaram maiores teores de clorofila e,
possivelmente como conseqiiéncia disso, a
mesma taxa fotossintética, apesar da menor
luminosidade, estes resultados  indicam
provavelmente a grande relagdo da maioria
desses macronutrientes € micronutrientes ao
processo fotossintético (Clark, 1981; Neves et
al., 2004), uma vez que fazem parte da
constitui¢do das principais moléculas envolvidas
na transferéncia de elétrons durante as reagoes
luminosas e também como fonte de energia
(Taiz & Zeiger, 2004).

A nio diferencga nos niveis de Ca entre folhas de
sol e de sombra esta de acordo com o fato de nao
terem sido observadas varia¢des na condutancia
estomatica entre estes dois tipos de folhas
(Malavolta,1997). Tanto o N quanto o Mg fazem
parte das moléculas de clorofilas, no entanto,
quando se comparou folhas de sol e de sombra
de L. molleoides, observou-se que somente
niveis de N variaram de acordo com os niveis de
clorofila, indicando que o fato de estas
moléculas apresentarem somente um atomo de
Mg, aquela variagdo aos niveis destes pigmentos
ndo foi suficiente para que se detectassem
diferencas significativas nos niveis de Mg,
diferentemente do N, pois cada molécula de
clorofila tem quatro atomos deste elemento
(Majerowicz, 2004).

Leitdao & Silva (2004), no estudo sobre a
variacdo sazonal de macronutrientes em Ouratea
spectabilis, uma espécie arborea de cerrado,
evidenciaram altos teores de nitrogénio, fosforo,
potassio, calcio, magnésio e enxofre nos 6rgaos
vegetativos desta espécie. Evidentemente que
esses maiores teores de macronutrientes
variaram em relacdo aos o6rgdos vegetativos e a
sazonalidade, mas foi possivel destacar a
eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes por esta
espécie, refletindo padroes fenoldgico e de
distribui¢do que garantem a sua sobrevivéncia
em ambientes de cerrado. Isso indica que as
espécies apresentam variagdes importantes de
macronutrientes € também de micronutrientes,
de acordo com as condi¢des ambientais.

Neves et al. (2004), no estudo sobre o
crescimento e sintomas visuais de deficiéncias
de micronutrientes em umbuzeiro, espécie
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adaptada a seca, reforgam a importancia dos
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mesmos no processo fotossintético. Por
exemplo, o Fe, dentre outras fun¢des na planta,
participa de ativag@o enzimatica, da fotossintese
e tem influéncia no processo de fixagdo
bioloégica do N; O Mn também participa da
fotossintese, agindo na liberagdo fotoquimica do
O, e o Zn participa, principalmente, na sintese
do AIA e na divisdo celular (Malavolta et al.,
1997).

Estas adaptacdes fisiologicas associadas as
adaptagdes morfoanatdmicas de L. molleoides
possivelmente permitem as folhas de sol uma
maior assimilagdo de CO, por moles de agua
transpirada. Além disso, o fato de as folhas de
sombra apresentarem mais clorofilas e maiores
niveis nutricionais, possibilitam a elas ter a
mesma taxa fotossintética que as de sol, apesar
de estarem expostas a menor luminosidade.
Associados aos resultados observados no
capitulo 1, as respostas fisiologicas reforgam a
relativa capacidade de L. molleoides obter
sucesso durante os primeiros estadios da
sucessdo florestal. Estas sdo informagdes
importantes para subsidiar projetos que visam a
recuperacdo de areas degradadas.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
alguns parametros fisiologicos de folhas de sol e
de sombra de um individuo de L. molleoides,
conhecida popularmente como aroeira-branca,
localizado no Parque Ecologico da Klabin —
Telémaco Borba — PR. As folhas da porgdo
superior periférica, denominadas folhas de sol,
apresentaram igual taxa fotossintética, menores
teores de clorofilas (a, b e totais), mesma razdo



clorofila a/ clorofila b, menor taxa transpiratoria,
mesma condutincia estomatica e concentragdo
intercelular de CO, em relagdo as folhas da
porcao inferior interna, denominadas folhas de
sombra. A concentracdo de nutrientes,
excetuando Ca e Mg, foi igual em folhas de sol e
de sombra. As respostas dos parametros
fisiologicos avaliados indicam que as folhas de
sombra, apesar de receberem menor intensidade
luminosa, t€m possibilidade de produzir
alimento ¢ se desenvolver com a mesma
capacidade das folhas de sol.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre espécies das florestas tropicais e subtropicais fazem-se
necessarios para entender a dindmica dessas florestas e, assim, permitir a sua preservagao. O
conhecimento da capacidade adaptativa das folhas de Lithraea molleoides as diferentes
condigdes de luminosidade permite inferir a respeito da maior ou menor adaptacao desta espécie
as diversas condi¢des ambientais a que esta suscetivel num ambiente florestal.

As diferencas morfoanatomicas observadas em folhas da por¢do superior
periférica e porgdo inferior interna de um tunico individuo de L. molleoides evidenciam a
capacidade adaptativa da espécie, uma vez que na por¢ao superior periférica, onde a intensidade
luminosa ¢ maior, as folhas apresentaram caracteristicas mais xéricas, como, por exemplo,
menores areas foliolar e foliar, maior espessura de cuticula tanto na face adaxial como na face
abaxial da epiderme, células epidérmicas mais espessas na face adaxial, maior quantidade de
estdmatos e maior desenvolvimento do parénquima paligadico.

A reducdo das areas foliolar e foliar juntamente com a maior espessura de
cuticula, diminui a area transpiratéria. A cuticula, além de minimizar a perda de agua ¢
importante para refletir o excesso de luz. Somando-se a ac¢do da cuticula, o parénquima
palicadico mais desenvolvido em folhas de sol faz com que a luz seja transmitida mais
diretamente ¢, assim evita a fotoinibicdo. As folhas de sombra, diante de condi¢des de menor
luminosidade, ndo apresentaram estruturas para minimizar a perda de agua, conforme as
observadas em folhas de sol. Isso refletiu em algumas das caracteristicas fisiologicas.

Somando-se as alteragdes morfoanatomicas, as alteragdes fisioldgicas
encontradas em folhas de sol ¢ de sombra de um mesmo individuo de L. molleoides sao
importantes para a sobrevivéncia da espécie. A igual condutincia estomdtica e concentragao

intercelular de CO,, refletida na igual taxa fotossintética em folhas de sol e de sombra em L.
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molleoides relacionada a maiores teores de clorofilas em folhas de sombra, provavelmente
devido a uma maior quantidade de fotossistemas presentes nas membranas dos tilacoides,
indicam que as folhas de sombra aproveitam com eficiéncia a radiagdo menos intensa que chega
até elas. Além disso, a concentracdo de nutrientes foi maior em folhas de sombra de L.
molleoides, excetuando o Ca e 0 Mg, que apresentaram igual concentragdo em ambas as folhas.

A quantidade maior de nutrientes em folhas de sombra, que recebem menor taxa
de radiagdo fotossintenticamente ativa, pode estar relacionada a manutengdo da taxa
fotossintética nos mesmos niveis das folhas de sol, uma vez que a maioria dos nutrientes esta
envolvida com a fotossintese. As folhas de sol apresentaram cuticula mais espessa e tecidos mais
compactados, importantes para evitar a perda de agua, comparadas as folhas de sombra que
apresentaram uma maior taxa transpiratoria.

Os resultados evidenciam que as folhas de L. molleoides apresentam adaptagoes
morfoanatdmicas e fisiologicas as diferentes condigdes luminicas e, portanto, sdo encontradas
em varios tipos ambientais, desde mais secos a mais umidos, podendo, inclusive, sobreviver as
diferentes condigdes ambientais impostas pela dinamica florestal.

Para se ampliar os conhecimentos das espécies que apresentam alta capacidade
adaptativa aos diferentes estddios da dindmica de florestas tropicais e também para indicar
espécies para recompor areas degradadas, sdo fundamentais estudos mais aprofundados sobre
estas espécies. Dessa forma, acreditamos que este estudo de folhas de um unico individuo de L.
molleoides permitiu compreender com mais detalhes a sua morfoanatomia e fisiologia,
importantes para a sobrevivéncia no estadio inicial de sucessdo e, com isso propiciar condi¢des

de sobrevivéncia a outras espécies mais exigentes as condicdes ambientais.
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