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RESUMO

Este trabalho investigou como o funcionamento dos estdmatos e fotossintese respondem a
exposicdo continua & luz num ciclo circadiano em cinco espécies florestais na fase juvenil
nativas da Amazbnia Central. Também foi estudado como parametros fotossintéticos
(velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco - V.max € taxa maxima de transporte de
elétrons - Jnax) respondem a luminosidade, temperatura e as variagdes diurnas no ambiente
fisico, bem como as relagdes entre luminosidade, as caracteristicas foliares (espessura, area
foliar especifica - AFE e nutrientes) e fotossintese. O estudo foi realizado na Estagéo
Experimental de Silvicultura Tropical (Nucleo ZF2), do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia. Foram utilizadas cinco espécies, na fase juvenil, com até 3 m de altura. Os dados
de condutancia estomatica (gs) e fotossintese (A) durante o ciclo circadiano foram coletados
de junho a setembro de 2010, usando um sistema portéatil de trocas gasosas utilizando-se uma
folha por planta e quatro plantas por espécie. A fotossintese saturada por luz (Amax) € @
capacidade fotossintéetica da folha (Apet) foram medidas com luz saturante (1000 pmol m* 2sh
e concentracdo de CO, em 380 pmol mol™ e 2000 pmol mol™, respectivamente. Para avaliar o
efeito do horario do dia nos parametros fotossintéticos (Vc-max € Jmax), 0S dados referentes as
curvas A/RFA e A/(C;) foram coletados nos horarios entre 08:00 e 16:00 h. Os dados de
crescimento (diametro e altura) foram coletados no periodo de julho de 2010 a julho de 2012,
As demais variaveis foram determinadas apds as medicGes das trocas gasosas. Os maiores
valores de g, A e 0 rendimento quantico aparente foram observados antes de 14:00 h. Esses
trés parametros diminuiram até o final da tarde e noite, atingindo o estado estacionario em
torno de meia-noite. O processo de reabertura estomatica (inferida pelo aumento nos valores
de gs) comecou pos a meia noite (01:00 e 02:00 h), num periodo em que foram registrados os
menores valores de temperatura. Vc.max € Jmax COrrelacionaram significativamente com Amax €
Apot. N&o houve efeito significativo (P>0,05) do horario do dia em Vemax € Jmax. Entretanto, o
aumento da irradiancia no sub-bosque e da temperatura foliar levou a um aumento em Apax,
Apot, Vemax € IJmax. Observou-se também, relagéo positiva entre a luminosidade no sub-bosque
e a espessura foliar, assim como entre espessura, AFE e Apet. N&o houve relacéo significativa
entre as taxas fotossintéticas (Apot-area, Apot-mas) € @S concentragdes de N e P por unidade de area

e massa, porém Apot, Vemax € Jmax da folha foram responsivos a eficiéncia no uso dos nutrientes
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(N, P, Ca, K, Mg). A eficiéncia no uso do N diminui com 0 aumento da razdo N/P, mas nao
houve efeito de N/P na eficiéncia no uso do P. Além disso, foi observado que a eficiéncia no
uso do N e P diminuiu rapidamente com o aumento do contetdo de N e P. A luminosidade no
sub-bosque teve efeito significativo na eficiéncia no uso do N e P. A média do incremento
anual em didmetro (IAD) foi de 1,08 mm ano™, ja no incremento anual em altura (IAA) as
médias ndo ultrapassaram de 120 mm ano™. A reabertura estomética no inicio da madrugada
sugere o envolvimento de fatores enddgenos (relégio circadiano) no funcionamento
estomatico. A falta de efeito do horario do dia em V¢max € Jmax indica que esses parametros
fotossintéticos estejam associados a fatores difusivos bem como a fatores que influenciam a
Rubisco, tais como a ativacdo da enzima. Mostrou-se também que pequenas variacdes na
luminosidade do sub-bosque influenciam significativamente a fisiologia e anatomia da folha
(espessura da folha). Finalmente foi concluido que a fotossintese nas especies estudadas é
mais limitada pelo contetdo de P do que pelo contetddo de N foliar.

Palavras-chave: Funcionamento estomatico, fotossintese, ciclo circadiano, velocidade

méaxima de carboxilacdo da Rubisco, taxa maxima de transporte de elétrons, nutrientes.



ABSTRACT
Influence of circadian rhythms on stomatal conductance and in photosynthesis in forest

tree species under understory conditions in Central Amazonia

This study we investigated how stomatal functioning and photosynthesis respond to
continuous light exposure on a circadian cycle in saplings of five forest species native to
Central Amazonia. It was also studied how photosynthetic parameters (maximum
carboxylation velocity of Rubisco - Vc.max and maximum rate of electron transport - Jmax)
respond to light, temperature and diurnal variations in the physical environment, as well as to
study the relationship between luminosity, the leaf traits (thickness, specific leaf area - AFE
and nutrients) and photosynthesis. The study was conducted at the Tropical Forestry
Experimental Station (ZF2 reserve), of the (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia).
We used five species at the juvenile stage, with up to 3 m tall. Stomatal conductance (gs) and
photosynthesis (A) data during the circadian cycle were collected from June to September
2010, using a portable gas exchange using a leaf per plant and four plants per species. Light
saturated photosynthesis (Amax) and photosynthetic capacity of the leaf (Ayot) Were measured
under light saturation and CO, concentration at 380 pumol mol™ and 2000 pumol mol™,
respectively. To assess the effect of time of day in photosynthetic parameters (Vc.max and
Jmax), A/IRFA and A/(C;) curves were generated between 08:00 and 16:00 h. Growth data
(height and diameter) were collected from July 2010 to July 2012. The other variables were
determined after measurements of gas exchange. The highest values of gs, A and ® were
observed before 14:00. These three parameters decreased until late afternoon and evening,
reaching a steady state at around midnight. Stomatal reopening (inferred by the increase in the
values of gs) began after midnight (01:00 and 02:00 h), a period in which were recorded the
lowest temperature values. Vemax and Jmax significantly correlated with Amax and Ape. There
was no significant effect (P>0.05) of the time of day on Vi.max and Jmax. However, the increase
in understory irradiance and leaf temperature led to an increase in Amax, Apot, Ve-max and Jmax.
There was also a positive relationship between understory irradiance and leaf thickness, as
well as between leaf thickness and AFE and Au. There was no significant relationship
between photosynthetic rates (Apot-area, Apot-mas) @nd the concentrations of N and P per unit area
and mass, but Apot, Vemax and Jmax Were responsive to nutrient use efficiency (N, P, K, Ca,
Mg). The efficient use of N decreases with the increase of the N/P ratio, but no effect of the

N/P ratio in P use efficiency. Furthermore, it was observed that N and P use efficiency



decreased rapidly with increasing leaf content of N and P. Understory irradiance had a
significant effect on N and P use efficiency. The average annual increment in diameter (IAD)
was 1.08 mm year™, whereas the annual increment in height (IAA) did not exceed the 120
mm year.The stomatal reopening at early pre-dawn suggests the involvement of an
biological clock in stomatal functioning. The lack of an effect of the time of day on Vc.max and
Jmax Indicates that these photosynthetic parameters are associated to diffusive factors, and also
to factors that influence Rubisco, such as the activation of the enzyme. It was also shown that
small variations in forest understory irradiance significantly influence the physiology and
anatomy of the leaf (leaf thickness). Finally it was concluded that photosynthesis in most

studied species is limited by the content of P rather than for leaf nitrogen content.

Keywords: Circadian clock, photosynthesis, maximum carboxylation velocity of

Rubisco, maximum rate of electron transport nutrient, stomatal functioning.
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(Tirea) Mensurados durante as coletas (Figura 3B). Dados coletados nos meses de junho

a setembro de 2010. CondicOes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na
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Figura 3B mostra o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o
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Figura 4. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quantico aparente (@, linha tracejada) em fungdo do horario do dia em F.
longifolia (Figura 4A). Radiacdo fotossinteticamente ativa (RFAsub-bosque) NO Sub-
bosque, umidade relativa do ar na camara foliar (URrca) € temperatura na camara
foliar (T\rea) mensurados durante as coletas (Figura 4B). Dados coletados nos meses de
junho a setembro de 2010. Condic¢des experimentais conforme descrito na Figura 1. A
seta na Figura 4B mostra o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada

iINAiCa 0 PEriOdO NOTUMNO. ...eiueiiiie ettt aree e

Figura 5. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quantico aparente (®, linha tracejada) em fung¢do do horario do dia em G.
carinata (Figura 5A). Radiacéo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque),
umidade relativa do ar na camara foliar (URrca) € temperatura na camara foliar (Trca)
mensurados durante as coletas (Figura 5B). Dados coletados nos meses de junho a
setembro de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na

Figura 5B mostra o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o
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Figura 6. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quantico aparente (®, linha tracejada) em fun¢do do horario do dia em M.
subsericeae (Figura 6A). Radiacdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsup-
bosque), UMidade relativa do ar na cadmara foliar (URrga) € temperatura na camara foliar
(T\rea) mensurados durante as coletas (Figura 6B). Dados coletados nos meses de junho
a setembro de 2010. CondicGes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na

Figura 6B mostra o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o
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Figura 7. RelacOes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 7A) e
entre Ci/C, e gs (Figura 7B) em A. surinamensis. O painel inserido na Figura 7A mostra
a relacdo d-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura
estomatica, fenémeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura

7B. Condigdes experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de

ProbabIlIdade. .. ... ————

Figura 8. Relagdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 8A) e

entre Ci/C, e gs (Figura 8B) em D. flagellaris. O painel inserido na Figura 8A mostra a

XVi

.24

27



relagdo ®-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura
estomatica, fendmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura
8B. Condigdes experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de
ProbabIlIdAde. ........ooe e
Figura 9. Relagdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 9A) e
entre Ci/C, e gs (Figura 9B) em F. longifolia. O painel inserido na Figura 9A mostra a
relagdo ®-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura
estomatica, fenbmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura
9B. Condigdes experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de
ProbabIlIdade. ........ooee e
Figura 10. Relacdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 10A) e
entre Ci/C, e gs (Figura 10B) em G. carinata. O painel inserido na Figura 10A mostra a
relagdo @d-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura
estomatica, fenémeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura
10B. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de
Q10 072 o1 o = U L= TSSO
Figura 11. Relacdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 11A) e
entre Ci/C, e gs (Figura 11B) em M. subsericeae. O painel inserido na Figura 10A
mostra a relagdo ®-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na
abertura estomatica, fenémeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na
Figura 10B. Condi¢des experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a
1% de probabilidade. ..........ccveiiiiee e

CAPITULO II: Parametros da fotossintese e caracteristicas foliares em espécies
florestais da Amazonia Central.

Figura 1. Radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA, linha pontilhada), temperatura do
ar (T, linha tracejada) e umidade relativa do ar (UR, linha continua) no sub-bosque em
funcdo do horério do dia mensurados durante as coletas dos dados. Dados coletados nos
meses de setembro a dezembro de 2010, ......cocueiiiieiiieiie e
Figura 2. Relacdo entre a condutancia estomatica (gs) e a fotossintese saturada por luz
(Amax, A), capacidade fotossintética (Apet, B), velocidade maxima de carboxilagéo da
Rubisco (Ve-max, C) € a taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax, D) em cinco
espécies florestais da Amazdnia. Medicbes efetuadas em concentragdo de CO, 380
(Amax) € 2000 (Apot), temperatura foliar de 27+2 °C e luminosidade de 1000 pmol m?s?,

XVii

28

29

30

45



Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Cada simbolo representa
uma folha por planta. Valores de Jmax € Ve-max Calculados a 25 °C.*: significativo a 5%
de probabilidade. **: significativo a 1% de probabilidade, ns: néo significativo. ................
Figura 3. Taxa de fotossintese (Amax € Apot) €m funcdo da velocidade méxima de
carboxilacdo da Rubisco (Vc.max) € taxa méxima de transporte de elétrons (Jmax) a 25°C
em cinco espécies florestais da Amazbnia. Cada ponto representa uma planta por
espécie. **: significativo a 1% de probabilidade. Dados coletados nos meses de
setembro a dezembro de 2010. Valores de Jmax € Vc-max Calculados a 25 °C. Condi¢Oes do
experimento conforme desCritd N FIQUIA 2. ........ooviiiieiiiiiie et
Figura 4. Velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (V.max; barra pontilhada) e
taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax; barra listrada) em func@o do horéario do dia
em cinco espécies florestais da Amazo6nia. Cada barra representa a média de quatro
plantas por espécie. Valores de Jmax © Vemax Calculados a 25 °C. Condigbes do
experimento conforme descrito na Figura 2. Dados coletados nos meses de setembro a
dezembro de 2010. Barras seguidas pelas mesmas letras (parte superior) nao diferem de
acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade...............cccceeviieiviii i
Figura 5. Taxa de fotossintese em funcdo da [CO;] intercelular (C;) para A.
surinamensis (A), D. flagellaris (B), F. longifolia (C), G. carinata (D) e M. subsericeae
(E). A linha continua mostra a limitacdo da fotossintese imposta pela taxa de
carboxilagdo da Rubisco (A:). A linha tracejada indica a limitacdo da fotossintese
imposta pelo transporte de elétrons (A;). A linha continua vertical mostra o valor de C;
em que ocorre a transicdo da fotossintese limitada por Ac para limitada por A;. Os
nimeros (dentro dos graficos) mostram os valores de C; em pmol mol™. Cada ponto
corresponde a média de cinco plantas por espécie. Dados coletados nos meses de
setembro a dezembro de 2010, ......oueiiiieiie e s
Figura 6. Fotossintese saturada por luz (Amax, A), capacidade fotossintética (Apot, B),
velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vc.max, C) € taxa maxima de transporte
de elétrons (Jmax, D) em funcdo da radiacdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque
(RFAsub-nosque) Medidas durante as coletas de trocas gasosas. *: significativo a 5% de
probabilidade. **: significativo a 1% de probabilidade. Cada simbolo representa a
média de quatro plantas por espécie. Valores de V¢.max € Jmax calculados a 25 °C. Dados
coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. CondicGes do experimento

conforme desCrito NA FIGUIA 2. ......vieiiiiiiie et
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Figura 7. Fotossintese saturada por luz (Amax, A), capacidade fotossintética (Apot, B),
velocidade maxima de carboxilagcdo da Rubisco (Vc-max, C) € taxa méxima de transporte
de elétrons (Jmax, D) em funcdo da temperatura foliar medidas durante as coletas de
trocas gasosas. *: significativo a 5% de probabilidade. **: significativo a 1% de
probabilidade. Cada simbolo representa a média de quatro plantas por espécie. Valores

de Jmax € Vemax Calculados a 25 °C. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro

de 2010. CondicGes do experimento conforme descrito na Figura 2...........ccceevvveevvenennnen.

Figura 8. Espessura da folha (Efiiar, A) € area foliar especifica (AFE, B) em funcdo da
radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) mensurada no sub-bosque durante as
medicGes de trocas gasosas. Relacéo entre a capacidade fotossintética (Apor), €spessura
da folha (Eiar, C) € area foliar especifica (AFE, D). Cada simbolo representa a média
de quatro plantas por espécie. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de
2010. **: significativo a 1% de probabilidade, ns: ndo significativo. Condicdes do

experimento conforme descritd NA FIQUIA 2. ........ccuiiiiiiiieiiieiie e

Figura 9. Relacéo entre o conteddo de clorofila (a+b) e espessura da folha (Esojiar, A) €
valores SPAD (B). Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Cada

simbolo representa a média de quatro plantas por espécie. **: significativo a 1% de

O10] 072 o1 T = U [ PSP SURS USRS

CAPITULO IlI: Eficiéncia fotossintética de uso dos nutrientes e crescimento em
espécies florestais da Amazoénia na fase juvenil.

Figura 1. Relacdo entre o incremento anual em diametro (IAD), radiacao
fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque, A) € @ capacidade fotossintética
(Apot, B) em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Apo: foi medido em [CO-] de
2000 pmol mol™, irradiancia de 1000 umol m™ s™, temperatura foliar de 27 + 2 °C e

umidade do ar de 73 + 3%. Cada simbolo representa uma planta por espécies. ns: ndo

SIGNIFICALIVO. ..veieitie e e e et e e e e e e et e e ab e et e e eaeas

Figura 2. Relacdo entre as taxas fotossintéticas (Apot-srea; A, B € Apotmas; C, D) €
contetdo de nitrogénio (N) e fésforo (P) em cinco espécies florestais da Amaz6nia

Central. Cada simbolo representa uma planta por espécies. CondicGes experimentais

conforme descrito na Figura 1. ns: N0 SIgNIfiCatiVo. ...........ccocvivie i

Figura 3. Relagdo entre capacidade fotossintética (Apot-arca) € eficiéncia no uso do
nitrogénio (Ape/N; A), eficiéncia no uso do fésforo (Ap/P; B), eficiéncia no uso do

célcio (Axe/Ca; C), eficiéncia no uso do magnésio (Ap/Mg; C), eficiéncia no uso do
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potassio (Ap/K; C) em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada simbolo

representa uma planta por espécies. Condi¢cdes experimentais conforme descrito na

Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade. ..............cccoooiiiii

Figura 4. Relacéo entre a eficiéncia no uso do nitrogénio (Apx/N; A), eficiéncia no uso
do fosforo (Apet/P; B) e a razdo N/P. Painéis inseridos nas Figuras 4A e B mostram as
relacdes entre Apo/N € N e Apo/P € P em cinco espécies florestais da Amazonia Central.
Cada simbolo representa uma planta por espécie. CondicGes experimentais conforme
descrito na Figura 1.**: significativo a 1 % de probabilidade, * significativo a 5% de

probabilidade, ns: NE0 SIGNITICALIVO. .........ooviiiiiiie i

Figura 5. Relacdo entre a velocidade méaxima de carboxilagdo da Rubisco (Ve-max, A €
B), taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax, C € D), eficiéncia no uso do nitrogénio
(Apot/N) e eficiéncia no uso do fosforo (Ape/P) em cinco espécies florestais da Amazonia
Central. Condigdes experimentais conforme descrito na Figura 1. Cada simbolo

representa uma planta por espécies. **: significativo a 1 % de probabilidade. ...................

Figura 6. Relacdo entre a velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax, A),
taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax, B) e a eficiéncia no uso do célcio (Ap./Ca),
eficiéncia no uso do magnésio (Ape/Mg) e eficiéncia no uso do potassio (Aps/K) em
cinco espécies florestais da Amazdnia Central. Condigcdes experimentais conforme

descrito na Figura 1. Cada simbolo representa uma planta por espécies. **: significativo

a 1% de probabilidade. ..........coeeiiiieee e

Figura 7. Relacdo entre teor de nitrogénio (N), célcio (Ca), magnésio (Mg), potassio
(K), fosforo (P, A) e nitrogénio (N, B) em cinco espécies florestais da Amazonia

Central. Cada simbolo representa uma planta por espécie. **: significativo a 1% de

probabilidade, *: significativo 5% de probabilidade, ns: ndo significativo. ........................

Figura 8. Relacdo entre a radiacéo fotossinteticamente ativa (RFAsub-bosque) € 0 contetdo
de nitrogénio (N, A), fésforo (P, B); eficiéncia no uso do nitrogénio (Ax/N; C) e
eficiéncia no uso do fosforo (Ap/P; D) em cinco espécies florestais da Amazonia

Central. Cada simbolo representa uma planta por espécie. **: significativo a 1% de

probabilidade, *: significativo 5% de probabilidade, ns: ndo significativo. ........................

Figura 9. Relacdo entre as taxas fotossintéticas (Apotarea; Apot-mas) € @ radiacdo
fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque) €M cinco espécies florestais da

Amazonia Central. Cada simbolo representa uma planta por espécie. **: significativo a

1% de probabilidade...........coooiiiii e ————
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

Rendimento quantico aparente
Fotossintese

Avrea foliar especifica

Fotossintese saturada por luz

Capacidade fotossintética da folha
Eficiéncia no uso do célcio

Eficiéncia no uso do potassio

Eficiéncia no uso do magnésio

Eficiéncia no uso do nitrogénio

Eficiéncia no uso do fosforo

Concentracdo de CO, nos espagos intercelulares
Espessura da folha

Fracao de céu aberto visivel no sub-bosque
Conduténcia estomatica

Conduténcia estomatica em luz saturante
Incremento anual em altura

Incremento anual em didmetro

Ponto de compensacéo por luz

Taxa maxima de transporte de elétrons

Radiacéao fotossinteticamente ativa
Taxa de respiracdo da folha
Temperatura

Umidade relativa do ar

Velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco
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INTRODUCAO GERAL

A floresta Amazonica é considerada a maior floresta tropical do mundo e esta entre 0s
mais importantes biomas do planeta. O bioma Amazoénia abriga aproximadamente 30 mil
espécies de plantas vasculares (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2003), sendo estimado
cerca de 30 a 300 espécies de arvores por hectare (Gentry, 1988). Essa regido é responsavel
por aproximadamente 10% da producdo priméria liquida da biomassa terrestre e tem um papel
fundamental na regulacéo do ciclo do carbono e do clima terrestre (Melillo et al., 1993; Cox
et al., 2000).

Na Amazobnia, em areas nao perturbadas pela atividade humana, ha atualmente muito
debate sobre como as mudancas climéticas globais, principalmente em decorréncia dos
aumentos na concentracdo de CO, na atmosfera e da temperatura (0,26 °C por década) (Lewis
et al., 2004), podem afetar a assimilacdo de CO, e concomitantemente o funcionamento dos
estdmatos devido a relacédo direta que existe entre fotossintese (A) e a condutancia estomatica
(gs) das plantas (Kumar et al., 1999; Park e Furukawa, 1999; Marenco et al., 2006).

No entanto, a regulacdo do funcionamento estomatico € um processo extremamente
complexo regulado por estimulos que maximizam a absor¢do de CO, e minimizam as perdas
de vapor de agua pela transpiracdo, num processo de interacdo de diversos fatores exdgenos e
enddgenos. Os estdmatos respondem de forma rapida aos estimulos do meio, sendo um
mecanismo de controle das interacOes entre a planta e o0 meio ambiente (Assmann, 1999). Por
exemplo, em resposta a variacdo da irradiancia a abertura dos estdmatos é lenta e o
fechamento é mais rapido. Baixas e altas temperaturas podem também levar ao fechamento
rapido dos estdbmatos. Por outro lado, as baixas concentracdes de CO, provocam a abertura
dos estbmatos, o contrario ocorre em alta concentracdo de CO,. Entretanto, quando o
potencial hidrico foliar diminui, os estdmatos reduzem a abertura, sendo este efeito
preponderante sobre os demais fatores do meio, mesmo em condicGes 6timas de irradiancia,
temperatura e CO, (Assmann, 1999; Maruyama et al., 2005). Além disso, os fatores
enddgenos (por exemplo, ritmos circadianos) também podem ser cruciais no funcionamento
dos estdbmatos (Johnson et al., 1995; Webb, 2003; McClung, 2006). Algumas plantas abrem e
fecham seus estbmatos em periodos de 24 h (Hopmans, 1971; Webb, 1998; Dodd et al., 2005)

e provavelmente cada célula guarda possui seu préprio ritmo circadiano, pois as células



guardas maduras sdo isoladas simplasticamente e os ritmos dos movimentos dessas células
ocorrem isoladamente na epiderme (Gorton et al., 1989).

Os ritmos circadianos controlam muitos processos nas plantas (Webb, 1998; Hotta et
al., 2007), incluindo a condutancia estomatica (Gorton et al., 1993; Doughty et al., 2006) e
assimilacdo de CO, (Hennessey e Field, 1991; Dodd et al., 2005). Cerca de 16% dos genes
expressos em Arabidopsis tém ritmos circadianos (Harmer et al., 2000; Edwards et al., 2006),
tais como enzimas da fotossintese (por exemplo, Rubisco) (Hennessey e Field, 1991), alguns
horménios como auxinas e giberelinas que estdo relacionados com o desenvolvimento
estomatico (Casson e Gray, 2008). Além disso, os ritmos circadianos na fixacdo de CO, sob
luz constante e niveis de CO, ambiente tém sido relatados para varias plantas herbaceas, por
exemplo, Chenopodium (Chia-Looi e Cumming, 1972), Hordeum vulgare (Deitzer e Frosch,
1990) e Phaseolus vulgaris (Fredeen et al., 1991). Embora, hd muito tempo seja conhecido o
papel dos ritmos circadianos no funcionamento estomatico principalmente em plantas
cultivadas em laboratérios (Mansfield e Heath, 1963; Holmes e Klein, 1986; Gorton et al.,
1993; Dodd et al., 2005) ainda permanecem escassos estudos in vivo que caracterizam 0s
ritmos circadianos no processo de abertura e fechamento dos estbmatos em espécies arboreas
da Amazénia. Ao nosso conhecimento, existe apenas um trabalho em campo realizado por
Doughty et al. (2006) que documentam a ocorréncia de ritmos circadianos em gs e A em um
grupo de arvores de dossel na Amazobnia. Contudo, até o presente momento ndo existem
estudos que caracterizam os ritmos circadianos no funcionamento estomatico, e sua influéncia
sobre as respostas fotossintéticas em arvores de dossel na fase juvenil em condigdes de sub-
bosque na Amazonia Central. Ha falta de estudos in vivo pode ser explicada pelas grandes
dificuldades das medicGes das trocas gasosas num periodo de 24 h (dia e noite).

Alguns estudos (Yong e Kay, 2001; Green et al., 2002; Dodd et al., 2005) sugerem
beneficios a partir dos ciclos circadianos durante o ganho de biomassa em condicGes de casa
de vegetacdo, porém, sua contribuicdo no acimulo de biomassa das plantas ainda permanece
indeterminada (Yanovsky e Kay, 2002; Michael et al., 2003). Dodd et al. (2005) observaram
que Arabidopsis thaliana exibiu ritmo circadiano no funcionamento dos estbmatos e
fotossintese, apresentando maiores valores de gse A ao meio dia, o que levou a um aumento
no teor de clorofila, nas taxas fotossintéticas e crescimento das plantas. Além disso, 0s ritmos
circadianos no controle dos movimentos estomaticos proporcionam vantagem aumentando a
eficiéncia do uso da agua.

Por outro lado, a determinagdo de como os ritmos circadianos influencia gs e A em

espécies de arvores de dossel em condicBes de sub-bosque na floresta Amazdnica é de



fundamental importancia para o entendimento de como esse ecossistema pode contribuir com
0 balanco global do carbono, pois os modelos climéticos que prognosticam a capacidade de
fixacdo de carbono pelas florestas tém como ponto de partida as taxas de fotossintese, as quais
sdo dependentes do funcionamento estomatico e das caracteristicas bioquimicas da folha. Por
exemplo, alguns modelos fotossintéticos (Farquhar et al., 1980; Harley et al., 1992; De Pury e
Farquhar, 1997; Medlyn et al., 1999) sdo usados para predizer o ciclo do carbono e
condutancia estomatica em ecossistemas florestais. Todavia, permanecem escassas as
informacdes acerca dos aspectos bioquimicos da folha (velocidade maxima de carboxilacéo
da Rubisco - Vqmax € a taxa maxima de transporte de elétrons - Jmax) €m espécies florestais
nativas da Amazonia.

A maioria dos trabalhos efetuados com arvores tropicais tem-se avaliado o
desempenho estomatico e a fixacdo de CO, em condicOes estaticas (Carswell et al., 2000;
Mohoti e Lawlor, 2002), isto €, gs € A, obtidos apenas em determinados horarios durante o
dia, fornecendo pouca informacdo sobre como estes dois parametros (gs, A) se comportam
durante o ciclo circadiano. Além disso, a maior parte dos trabalhos (Gorton et al., 1989; Dodd
et al., 2005) sobre ritmos circadianos no funcionamento dos estdmatos e na fotossintese tem
sido realizada principalmente em plantas herbaceas cultivadas em laboratorios. Existem fortes
evidéncias de que 0s movimentos estomaticos em arvores de dossel em condicBes de sub-
bosque na Amaz6nia Central sejam controlados por ritmos circadianos (Mendes e Marenco,
2010). Contudo, até o presente momento ndo existem estudos que caracterizam 0s ritmos
circadianos no funcionamento estomatico e nas taxas fotossintéticas em espécies florestais em

condicdes de sub-bosque na Amazénia.



OBJETIVOS

Geral

Diante o exposto, 0 objetivo principal desta tese foi determinar como o funcionamento
dos estdmatos e fotossintese respondem a exposicdo continua a luz num ciclo circadiano em

cinco espécies florestais sob condigdes de sub-bosque na Amazénia Central.

Especificos:

% Investigar o comportamento dos estdmatos e fotossintese durante o ciclo circadiano sob
luz continua em arvores na fase juvenil em condicdes de sub-bosque.

% Determinar o efeito do horario do dia na velocidade méaxima de carboxilagdo da
Rubisco (Vc.max) € Na taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax).

% Determinar como Vc.max € Jmax S80 influenciados pela luminosidade no entorno da folha.

% Determinar as relacbes entre o ambiente luminoso e as caracteristicas foliares
(espessura, area foliar especifica) e a fotossintese.

% Determinar o efeito dos contetidos de nutrientes da folha e a eficiéncia no uso dos
nutrientes nas taxas fotossintéticas, Ve-max € Jmax-

% Determinar o efeito da luminosidade no sub-bosque no conteGdo de nutrientes,

eficiéncia no uso dos nutrientes e crescimento das plantas.



MATERIAL E METODOS

1. Area de Estudo

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical (Nucleo
ZF2), do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada a 60 km ao norte de
Manaus (02° 36”217 S; 60° 08” 11” W), em uma floresta nativa de terra firme (Figura 1).

A regido apresenta caracteristicas de clima equatorial tmido, precipitacdo anual de
2240 mm, sendo o periodo de outubro a maio, 0os meses mais chuvosos (acima de 100 mm
més™) e os meses de julho a setembro o periodo de menor precipitacdo (menor que 100 mm
més™). A média anual da temperatura e umidade relativa sdo de 27 °C e 78%, respectivamente
(Dias, 2009). A vegetacdo da regido apresenta uma floresta densa de terra firme com os solos
classificados em latossolos, que sdo caracterizados com baixa fertilidade e alta acidez (pH de
42 a45).

2. Espécies estudadas
Foram utilizadas cinco espécies de arvores de dossel em condigdes de sub-bosque

(planta) com quatro repeticdes totalizando 20 plantas de 1 a 3 m de altura (Tabela 1). As
espécies foram selecionadas levando em conta a abundancia relativa de repetices no sub-
bosque da floresta (aproximadamente 4 metros de distancia entres as plantas) e possuem

importancia nas atividades de silvicultura e madeireira.

Tabela 1 — Relagéo das espécies e suas respectivas familias.

Espécies Familias
Amphirrhox surinamensis Eichl. Violaceae
Duguetia flagellaris Huber Anonnaceae
Fusaea longifolia (Aubl) Safford Anonnaceae
Guarea carinata Ducke Meliaceae

Myrcia subsericeae A.Gray Myrtaceae




o
Amazonas

Figura 1. Localizacdo da area do estudo (Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical —
Nucleo ZF2 (02° 36’ 217 S, 60° 08’ 11”7 W).



3. Mensuracéo dos ciclos circadianos

Os dados de gs e A durante o ciclo circadiano foram coletados de junho a setembro de
2010, usando um medidor de trocas gasosas (Li-6400, Li-Cor, EUA) em folhas maduras,
totalmente expandidas e com bom aspecto fitossanitario. As medicGes foram realizadas num
grupo de cinco espécies de arvores na fase juvenil em condicBes de sub-bosque com quatro
repeticdes cada e uma folha por planta; mensurados em intervalos de trés minutos durante 27
h (dia e noite continuamente), coletados em [CO;] de 380 pmol mol”, radiacéo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 50 pmol m™ s, temperatura de 25 + 2°C e umidade do ar
de 73 £ 3%. Durante as medi¢des toda a planta foi mantida no escuro, com excecéo da folha a
ser examinada (Doughty et al., 2006). Os dados de condutancia estomatica e fotossintese
foram obtidos quando o coeficiente de variacdo total foi menor que 0,7% (Long e Bernacchi,
2003).

4. Estudo da fluorescéncia da clorofila a

Para verificar se houve fotoinibicdo nas folhas utilizadas ap6s medicdes do ciclo
circadiano (em luz continua) dados da fluorescéncia da clorofila a foram registrados antes e
apos o periodo de coleta, utilizando-se um analisador da eficiéncia da planta (PEA, MK2 —
9600 — Hansatech, UK). Antes de efetuar a medicdo da fluorescéncia, a folha foi aclimatada a
escuriddo por 20 minutos e posteriormente, em uma area de 4 mm de didmetro foi aplicado
um pulso de luz de 3000 pmol m?s™. A fluorescéncia da clorofila a foi detectada usando um
fotodiodo apos o feixe de luz atravessar um filtro para ondas longas. Foram registrados os
valores da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il ou relacdo F./Fn (Bjorkman e
Demmig, 1987).

5. Parametros das trocas gasosas

Numa segunda fase do experimento e em folhas das mesmas plantas utilizadas no
estudo dos ciclos circadianos foram coletados os dados referentes a curva de resposta a luz
[curva A/(RFA)] e ao CO; [curva A/(C;)] para calcular as demais variaveis dos parametros das
trocas gasosas (Ve-max, Jmax, Amax, Apots le, @, Rq, etc). Os dados referentes as curvas A/RFA e
A/C; foram coletados no periodo de setembro a dezembro de 2010 em quatro plantas por
espécie e duas a trés folhas por plantas com bom aspecto fitossanitario e totalmente
expandidas.

A curva de resposta & luz foi construida em [CO,] de 380 pmol mol™. Os valores de A
foram registrados em valores de fluxo de fotons (RFA) de 2000, 1500, 1000, 500, 250, 100,



50, 25, 10, 5 ¢ 0 pumol m’ 251 A partir da curva A/RFA foram determinados a fotossintese
saturada por luz (Amax), rendimento quantico aparente (®) e ponto de compensagéo por luz
(Ic). Os dados foram ajustados utilizando a equacéo de Von Bertalanffy (Horton e Neufeld,
1998):

A=Rg + Amax (1 — exp™® T4 Equacéo 1

Em que: A é a taxa de fotossintese observada, Ry é a taxa de respiracdo da folha na
auséncia de luz, Anax é a taxa fotossintética determinada em [CO;] de 380 umol mol™ e luz
saturante (1000 pmol m? s™); @ é o rendimento quéntico aparente; RFA é a irradiancia (umol
m?s™)

R¢ ¢ ® foram determinados utilizando o método de Kok (Villar et al., 1994). A
irradiancia de compensacao (I¢) foi calculada dividindo-se a respiragdo no escuro (Rq) pelo
rendimento quantico (®) (por exemplo, I = Ry/®), determinado com o intercepto (valor de
“A” quando “RFA” ¢ igual a zero) do segmento linear da curva A/RFA (Villar et al., 1994).

A curva de resposta ao CO; [curva A/(C;)] foi gerada conforme descrito por Long e
Bernacchi (2003), em intensidades de CO, de 0, 50, 100, 250, 380, 450, 650, 800, 1000 e
2000 pmol mol™, com fluxo de féton mantido em nivel saturante (1000 pmol m™?s™). Dados
da curva A/(C;) foram utilizados para determinar fotossintese potencial (Ape, taxa de
fotossintese determinada em [CO,] de 2000 pmol mol™ e luz saturante (1000 pmol m? s™),
velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (Vc-max), @ taxa de transporte de elétrons (Jmax)
e 0 ponto de compensacdo de CO, (I).

As taxas de fotossintese em funcdo da atividade da Rubisco (A;) e da taxa de
transporte de elétrons (A;) foram estimadas conforme Farquhar et al., (1980):

Ac = [Ve-max (Ci -T*)/[Ci + Ke(1+ O/K,)] Equacio 2
A; = [3max (Ci -T*)J/([4C; + 8T%)] Equagao 3

Em que: Ac e A; sdo as taxas fotossinteticas liquidas limitadas pela atividade da
Rubisco e taxa de transporte de elétrons, respectivamente. 7* é o ponto de compensacdo de
CO, na auséncia de respiracdo e na presenca de luz; C; € a concentracdo de CO, nos espagos
intercelulares, K. e K, representam as constantes de Michaelis-Mentem da Rubisco para CO, e
0., respectivamente e O representa a concentracdo de oxigénio nos espacos intercelulares.

O valor do ponto de compensacao de CO, (I'*) foi determinado utilizando as equacgdes
de Brooks e Farquhar (1985):

[* = 42,7 + 1,68 (T-25) + 0,0012 (T-25)? Equacéo 4



Onde T é a temperatura em graus Célsius. Os valores de Vcmax € Jmax foram
normalizados a 25 °C utilizando as equag0es descritas por Medlyn et al. (1999).

Ke (T) = Kess @ (59400 (T - 25) / (8,314 * 298,15 * (T + 273,15))) Equacio 5

Ko (T) = Kos € (36000 (T - 25) / (8,314 * 298,15 * (T + 273,15))) Equacio 6
Sendo K5 0 valor de Kca 25° C, Ko.25 0 valor de K, a 25° C, 59400 e 36000 J mol™ a
energia de ativacdo das respectivas constantes e 8,314 J K™ mol™ a constante universal dos 14
gases (Caemmerer, 2000).
Para avaliar o efeito do horério do dia nos parametros fotossintéticos (Vc-max € Jmax), 0S
dados referentes as curvas A/RFA e A/C; foram coletados nos horarios entre 08:00 e 16:00 h,

em dias selecionados ao acaso no periodo do experimento.

6. Fracdo de ceu visivel

A fracdo de céu aberto visivel no sub-bosque (FCV) através do dossel da floresta foi
determinada usando um analisador do dossel (LAI-2000, Li-Cor, NE). O FCV foi calculado
como o somatério das aberturas e mini aberturas no dossel da floresta de modo a se obter um
valor final representativo da proporcdo de céu ndo bloqueado pelo dossel da floresta. Para
impedir o efeito da refletancia e transmitancia da folhagem do dossel nos valores de FCV, a
lente do instrumento de medicdo possui um filtro de luz que impede o registro de radiacdo
menor que 490 nm (abaixo de 490 nm as folhas refletem e transmitem pouca radiacdo). O
FCV foi registrado em cada uma das amostras (plantas) coletando seis leituras no micrositio
em torno de cada planta (total de 20 micrositios). Cada leitura foi coletada em uma distancia
de aproximadamente 1,5 m da haste, formando um circulo ao redor da planta. A altura do
sensor no sub-bosque corresponde a altura das folhas utilizadas nas trocas gasosas.
Finalmente, para se obter os valores de FCV acima do dossel da floresta um segundo sensor
(LAI-2000) operando na modalidade remota foi instalado acima de uma torre de observacao
de 40 m de altura, localizado a 3,3 km da area de coleta de dados no sub-bosgue. Os valores

de FCV foram coletados em fevereiro de 2012 no inicio da manha.

7. Area foliar especifica e espessura da folha

Apos as medicoes das trocas gasosas, um conjunto de folhas (dois a oito por planta em
funcdo do tamanho) foram coletadas para a determinagdo da area foliar especifica (AFE). A
AFE foi calculada como a relacéo entre area foliar e a massa seca da folha. A area da folha foi
mensurada com um medidor de area da folha (Li-3000A, Li-Cor, EUA) e a massa seca da

folha determinada depois da desidratagdo (72 ° C até massa constante). A espessura da folha
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(Efoliar) foi medida com um paquimetro digital (precisdo de 10 um), evitando-se as nervuras

proeminentes das folhas.

8. Determinacao do teor relativo e absoluto de clorofila

Os teores relativos e absolutos de clorofila foram determinados no final do estudo em
folhas maduras, totalmente expandidas e com bom aspecto fitossanitario. Os valores SPAD
(teor relativo de clorofila) foram medidos utilizando-se um clorofilémetro portétil (SPAD-
502, Minolta, Japdo) em 10 pontos (para se obter uma média), em cada lado da nervura
central da folha, na face adaxial. Os teores absolutos de clorofila foram determinados em
laboratorio e calculados conforme as equac6es descritas por Hendry e Price (1993). Em cada
planta foi selecionada uma folha madura e completamente expandida com altos teores de
clorofila. A extracdo do teor absoluto de clorofila foi feita pelo método de Arnon (Arnon,
1949). Foram retirados sete discos de 5,48 mm de diametro, pesados e depois, num ambiente
semi-escuro, macerados em acetona 80% (10 ml amostra™), adicionada uma pequena
quantidade de quartzo (20 mg amostra™ para facilitar a maceracdo) e carbonato de magnésio
(10 mg amostra™ para evitar alteracdo do pH). Depois de maceradas, foram medidas as
absorbancias nos comprimentos de onda de 480, 645 e 663 nm usando um espectrofotdmetro
(Spectrum SP-2000, China).

9. Teor de nutrientes das folhas

Para determinacéo dos teores de nutrientes foliares utilizaram-se amostras de trés a oito
folhas por planta em funcdo do tamanho. As folhas foram desidratadas em estufa a 72 °C até
massa constante, moidas e submetidas a analise quimica para determinacdo das concentracdes
de nutrientes. Para determinacdo do contetdo de nitrogénio (N) foliar utilizou-se o método
Kjeldahl. O teor de fésforo (P) foi determinado por colorimetria e as leituras das absorbancias
feitas em 660 nm no espectrofotdmetro usando molibdato de aménio e acido ascérbico a 3%.
O potassio (K) foi determinado por fotometria de chama, célcio (Ca) e magnésio (Mg) por

espectrofotometria de absorcdo atdmica (Silva, 2009).

10. Medicao do crescimento
O incremento anual em diametro (IAD) foi medido a 50 cm acima do nivel do solo,
tanto no sentido norte-sul como no leste-oeste (para se obter uma média do didmetro)

utilizando um paquimetro digital. Para medir o incremento anual em altura (IAA) foi utilizada
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uma trena. Os dados de crescimento foram coletados mensalmente no periodo de julho de
2010 a julho de 2012, totalizando 24 meses.

11. Andlises climéticas

Os dados de precipitacdo foram coletados acima do dossel utilizando um pluviémetro
convencional, instalado numa torre de observagdo a 40 m de altura, localizado a 3,3 km da
area de coleta de dados no sub-bosque. A irradidncia, temperatura e umidade do ar do sub-
bosque foram coletados utilizando sensores especificos (Li-191 SA, Li-Cor, EUA; Humitter
50Y, Vaisala, Oyj, Finlandia) conectados a um datalogger (Li-1400, Li-Cor, NE, EUA) e
programado para registrar os dados em intervalos de 15 minutos (RFA) e 30 minutos
(umidade e temperatura). A umidade do solo (S,) foi determinada coletando-se amostras do
solo na area do estudo préximo as plantas estudadas. S, foi determinada como M,-M¢/Ms, em

que M, e Msrepresentam a massa do solo umido e seco, respectivamente.

12. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, tendo como
tratamento as cinco espécies, quatro repeticdes por espécie e uma folha por planta. Assim,
diferencas entre as espécies foram analisadas mediante analise de variancia (ANOVA). O
efeito das varidveis quantitativas (trocas gasosas, incremento anual, teores de clorofila,
nutrientes, irradiancia, etc) foram analisados por meio de analises de regressdo. Para testar a
diferenca entre as médias dos parametros mensurados, foi utilizado o teste de Tukey (P <
0,05). Para todas as analises utilizou-se o programa estatistico SAEG 9.0 (Universidade

Federal de Vicosa).
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CAPITULO |

Parte deste capitulo foi fsubmetido a revista Photosynthetica

(formatado no padréo Acta Amazobnica)

Influéncia dos ritmos circadianos na condutancia estomatica e fotossintese em espécies

florestais sob condic¢des naturais na Amazonia Central

RESUMO

Varios fatores internos e externos influenciam o funcionamento estomatico; mas, no caso das
espécies amazonicas os fatores internos tém recebido comparativamente menos atencdo. O
objetivo deste estudo foi determinar como o funcionamento dos estématos e a fotossintese
respondem a exposicao continua & luz durante o ciclo circadiano. Os dados foram coletados
no periodo de junho a setembro de 2010 em cinco espécies florestais na fase juvenil nativas
da Amazonia. A condutancia estomatica (gs), fotossintese (A) e o rendimento quantico
aparente (®) foram mensuradas continuamente durante um ciclo circadiano (24 h, dia e noite),
em [CO;] de 380 pumol mol™, temperatura de 25 + 2 °C, umidade do ar de 73 + 3% e a
radiagdo fotossinteticamente ativa de 50 pmol m? s, Os maiores valores de gs, A e ® foram
observados antes de 14:00 h. Esses trés parametros diminuiram até o final da tarde e noite,
atingindo o estado estacionario em torno de meia noite. O processo de reabertura estomatica
(inferida pelo aumento nos valores de gs) comecou apds a meia noite (01:00 e 02:00 h), num
periodo em que foram registrados os menores valores de temperatura. As temperaturas mais

baixas ap0s a meia-noite deveria ocasionar o fechamento, em vez de abertura dos estdmatos.
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A reabertura estomatica no inicio da madrugada sugere o envolvimento de fatores enddgenos
(relégio circadiano) no funcionamento estomatico.
PALAVRAS-CHAVE: Reldgio bioldgico, fotossintese, funcionamento estomatico, abertura

estomatica desuniforme.

Influence of circadian rhythms on stomatal conductance and in photosynthesis in forest

tree species under natural conditions in Central Amazonia

ABSTRACT

Several internal and external factors affect stomatal functioning, but in comparison with the
latter, internal factors have received less attention in Amazonian tree species. The aim of this
study was to determine how stomatal functioning and photosynthesis respond to continuous
light exposure during a circadian cycle. We collected data from June to September 2010 in
tree species in the Amazon native youthful phase. Stomatal conductance (gs), photosynthesis
(A) and the apparent quantum yield (®) were measured continuously during a circadian period
(24 h, day and night) under a [CO,] of 380 pmol mol™, temperature of 25 + 2 °C, air relative
humidity of 73 + 3%, and a constant photosynthetically active radiation of 50 pmol m? s™.
The highest values of gs, A and ® were observed before 14:00 h. These three parameters
decreased toward the end of the afternoon and night until reaching steady state around
midnight. Stomatal reopening (inferred by the increase in gs values) began after midnight
(01:00 - 02:00 h) when the lower temperatures were recorded. Cooler temperatures after
midnight should promote closing rather than stomatal opening. Stomatal reopening in the
early predawn hours suggests the involvement of an endogenous timer (circadian clock) in
stomatal functioning.

KEYWORDS: Biological clock, photosynthesis, stomatal functioning, stomatal patchiness.
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INTRODUCAO

Os estudos relacionados as trocas gasosas em arvores nos ecossistemas florestais
avaliam, sobretudo os efeitos do ambiente fisico. Fatores ambientais que afetam o
funcionamento estomatico incluem a irradidncia, concentracdo de CO,, disponibilidade de
agua e temperatura (Assman 1999; Kaiser e Kappen 2000). A maioria dos trabalhos efetuados
com arvores tropicais tem-se estudado o desempenho estomatico e a fixacdo de CO, em
condigdes estaticas (Carswell et al. 2000; Mohoti e Lawlor 2002). Isto é, valores de
condutancia estomatica (gs) e de fotossintese (A), obtidos apenas em determinados horarios
durante o dia, fornecendo pouca informagdo sobre a dindmica destes dois parametros (gs, A)
ao longo do periodo circadiano (24 h, dia e noite).

A variacdo diurna em gs e, consequentemente, nas taxas fotossintéticas tem sido
comumente atribuida as variagcdes na intensidade de luz e no contetdo de agua na folha. O
efeito da luz em gs pode ser direto, por meio da sensibilidade das células guarda a luz azul, ou
indiretamente associado ao efeito da luz vermelha na fotossintese (Shimazaki et al. 2007).
Outros fatores externos como a umidade relativa do ar (Monteith 1995), temperatura (Neilson
e Jarvis 1975; Peak e Mott 2010) também influenciam o funcionamento dos estomatos. Além
disso, fatores internos tais como, idade e estado nutricional da folha (Wright e Westoby 2002)
e fatores relacionados ao funcionamento de um relégio biolégico podem também ser cruciais
no funcionamento estomatico (McClung 2001; Webb 2003).

Existem evidéncias que mostram que o0s ritmos circadianos controlam inimeros
processos em seres Vivos, incluindo as plantas superiores (Harmer et al. 2000). Por exemplo,
a transcricdo génica, atividades de algumas enzimas (Johnson et al. 1995; Hotta et al. 2007),

abertura e fechamento dos estbmatos, assimilacdo de CO, e movimento foliares, estdo
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associados a fatores endégenos controlados por um reldgio bioldgico (Webb 1998; Dowson-
Day e Millar 1999). Os ritmos circadianos conferem uma vantagem seletiva, porém sua
contribuigdo no crescimento vegetativo permanece indeterminada (Yanovsky e Kay 2002).
No entanto, alguns autores (Gorton et al. 1993; Dodd et al. 2005) sugerem que 0S ritmos
circadianos podem afetar positivamente o teor de clorofila, fotossintese e eficiéncia no uso da
agua. Neste estudo, partiu-se da hipotese de que, sob iluminagdo constante 0 movimento
estomatico ao longo de um periodo circadiano reflete os efeitos de fatores enddégenos. Assim
sendo, o objetivo principal deste estudo foi determinar como o funcionamento dos estdmatos
e fotossintese respondem a exposicao continua & luz num ciclo circadiano em cinco espécies
florestais na fase juvenil nativas da Amazonia.
MATERIAL E METODOS
Area de estudo e material vegetal

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical (Nucleo ZF2),
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada a 60 km ao norte de
Manaus (02° 36° 21 S; 60° 08” 11” W), em uma area de floresta nativa de terra firme. A
regido apresenta caracteristicas de clima equatorial imido, precipitacdo anual de 2240 mm,
sendo o periodo de novembro a maio, 0s meses mais chuvosos (acima de 100 mm por més) e
0s meses de julho a setembro o periodo de menor precipitacdo (menor que 100 mm por més).
Acima do dossel da floresta, a temperatura média é de 27 °C e umidade relativa média 78%
(Dias 2009). No estudo utilizaram-se cinco espécies florestais na fase juvenil Amphirrhox
surinamensis Eichl. (Violaceae), Duguetia flagellaris Huber (Anonnaceae), Fusaea longifolia
(Aubl) Safford (Anonnaceae), Guarea carinata Ducke (Meliaceae), Myrcia subsericeae A.
Gray (Myrtaceae) nativa da Amazbnia Central, com quatro repetices (uma planta por

repeticéo).
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Conduténcia estomatica e fotossintese durante o ciclo circadiano

Para mensurar gs e A utilizou-se um medidor de fotossintese (Li-6400, Li-Cor, EUA).
Os dados foram coletados de junho a setembro de 2010, em intervalos de trés minutos durante
27 h (dia e noite continuamente, ou seja, 540 observacdes por folha) utilizando uma folha
madura por planta e quatro repeticdes. As trocas gasosas foram medidas em [CO,] de 380
umol mol™, temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa do ar (UR) de 73 + 3% e radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 50 umol m? s™. Durante as medices toda a planta foi
mantida no escuro, com excecdo da folha a ser examinada (Doughty et al. 2006). Também foi
determinado o rendimento quantico aparente (®) sob RFA constante, calculada como a razédo
A/RFA. Embora a intensidade da luz utilizada neste estudo seja aparentemente baixa, foi na
verdade cinco vezes a radiacdo média do sub-bosque da floresta (10 pmol m? s?). Além
disso, ndo se utilizou um valor de RFA mais elevado para evitar o risco de ocasionar
fotoinibicdo nas folhas, devido ao experimento requerer exposicao a luz constante por periodo
prolongado, uma vez que essas plantas estdo adaptadas a condi¢bes de baixa luminosidade no
sub-bosque.

Para verificar se houve fotoinibicdo nas folhas utilizadas ap6s mensuracdes em luz
continua, dados da fluorescéncia da clorofila a foram medidos antes e depois do periodo de
coleta, com um analisador da eficiéncia da planta (PEA, MK2 — 9600 — Hansatech, UK).
Antes de efetuar a medicdo da fluorescéncia, a folha foi aclimatada a escuriddo por 20
minutos e posteriormente, em uma area de 4 mm de diametro foi aplicado um pulso de luz de
3000 pmol m? s? : a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (relagdo F/Fn) foi
avaliada conforme descrito por Bjorkman e Demmig (1987). Com a finalidade de se
determinar a capacidade fotossintética das plantas utilizadas, ao final das coletas de dados do
ciclo circadiano, em folhas das mesmas plantas e com valores similares de SPAD determinou-

se a condutancia estomatica em luz saturante (gssat) € a taxa de fotossintese em luz saturante
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(Amax) bem como, os valores de rendimento quantico aparente (®kqk), Rq (taxa de respiracéo
foliar) e a irradiancia de compensagéo (l¢, sendo Ry/®). Amax € gs-sat foram determinados em
temperatura ambiente, intensidade de luz de 1000 pmol m? s e [CO,] de 380 umol mol™ e
UR 73%. Os valores SPAD foram medidos com um clorofilometro (SPAD-502, Minolta,
Japdo). O dkek e Rq foram determinados utilizando o método de Kok (Villar et al. 1994), @y
foi obtido em baixa luminosidade, assim como a inclinagéo da linha de regressdo A/RFA. Ry
foi a intercepgéo desta linha com o eixo Y (por exemplo, RFA=0).
Condi¢6es ambientais

Os dados de precipitacdo foram coletados utilizando um pluviémetro convencional,
instalado numa torre de observacéo a 40 m de altura, localizado a 3,3 km da area de estudo.
Também, foram coletados dados de irradiancia, umidade do ar e temperatura do sub-bosque
utilizando sensores especificos (Li-191 SA, Li-Cor, EUA; Humitter 50Y, Vaisala, Oyj,
Finlandia) conectados a um datalogger (Li-1400, Li-Cor, NE, EUA) e programado para
registrar os dados em intervalos de 15 minutos (RFA) e 30 minutos (umidade e temperatura).
A umidade do solo foi determinada gravimetricamente, tendo a massa de solo seca como
referéncia. A analise de regressao foi usada para descrever a relacdo entre A e gs, e também @
e Os.
RESULTADOS
Condi¢6es ambientais

A precipitacdo média do periodo de estudo (junho-setembro de 2010) foi de 74 mm,
oscilando de 14 mm em agosto para 153 mm em junho. No sub-bosque a umidade relativa do
ar foi sempre acima de 90% e a temperatura minima e maxima foram 22 °C e 28 °C,
respectivamente (Tabela 1). A umidade do solo no periodo do estudo foi de 65% préximo do
ponto de saturacdo do solo (74%). A irradiancia média no sub-bosque foi 10 pmol m? s,

com picos ocasionais (sunflecks) acima de 100 pmol m? s (Figura 1).
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Tabela 1. Radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), temperatura do ar média, minima e maxima (Tmed, Tmin, Tmax) € Umidade relativa do ar (UR)
no sub-bosque da floresta mensurado durante as coletas de dados. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (F./Fn) mensurado antes e ap6s
o0 periodo de coleta do ciclo circadiano em cinco espécies florestais na fase juvenil da Amazo6nia Central. Dados coletados nos meses de junho a

setembro de 2010.

Espécie A. surinamensis  D. flagellaris  F. longifolia  G. carinata M. subsericecae Média

Variaveis

RFA (umol m™s™) 11 10 9 8 11 9,8
Tmed (C°) 24,4 24,3 25,2 25,4 25,3 24,9
Tmin (C°) 22,4 22,3 21,4 22,4 22,2 22,1
Tmax (C°) 28,3 28,4 28,6 28,7 27,8 28,3
UR (%) 92 94 95 91 93 93
F./Fn (antes das medicbes) 0,82 0,79 0,80 0,80 0,78 0,80

F./Fm (apds ciclo continuo) 0,78 0,72 0,79 0,78 0,75 0,76
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Condutancia estomética e fotossintese durante o ciclo circadiano

Em condi¢cbes de luminosidade constante, gs de todas as espécies estudadas variou
durante o periodo do dia e noite (Figura 1). Os maiores valores de gs foram observados antes
de 14:00 h, diminuindo ao entardecer, tendéncia que continuou no inicio do periodo noturno
até atingir o estado estacionario (0,01 mol m? s) & meia noite. A reabertura estomatica

comegou apos a meia noite entre 01:00 h e 02:00 h do dia seguinte (Figura 1).
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Figura 1. Condutancia estomatica (gs, circulo aberto) em funcdo do horario do dia em cinco
espécies florestais na fase juvenil da Amazonia Central ao longo do ciclo circadiano.
MedicBes efetuadas em intervalos de trés minutos, em concentracéo de CO, 380 umol mol™ e
luminosidade de 50 pmol m? s™. O tempo de medicdo iniciou no dia 1 e finalizou no dia 2,
aproximadamente 27 h de coletas (horas sdo mostradas em escala continua). As setas nas
figuras 1A, B, C, D e E mostram o horario que inicia 0 processo de abertura estomatica. As
barras horizontais cinzas indicam o periodo noturno. Os painéis em destaque mostram a
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) no sub-bosque da floresta mensurado durante as

coletas. Dados coletados nos meses de junho a setembro de 2010.

Tanto A como o ® seguiram a mesma tendéncia de gs (Figuras 2A, 3A, 4A, 5A e 6A).
Depois de um declinio consistente até aproximadamente meia noite, A aumentou
constantemente durante a madrugada, e, como a intensidade de luz foi mantida constante, ®
também seguiu a mesma tendéncia descrita para a fotossintese (Figuras 2A, 3A, 4A, bA e
6A). Houve pouca diferenca nos valores de F./Fn registrados no inicio e no final do
experimento (0,80 x 0,76, Tabela 1), indicando que a intensidade de luz utilizada durante as

medigdes de trocas gasosas ndo ocasionaram fotoinibicdo.
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Figura 2. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quéntico aparente (®, linha tracejada) em fungdo do horario do dia em A.
surinamensis (Figura 2A). Radiagdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque),
umidade relativa do ar na camara foliar (UR\rca) € temperatura na camara foliar (Trga)
mensurados durante as coletas (Figura 2B). Dados coletados nos meses de junho a setembro
de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na Figura 2B mostra

o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o periodo noturno.
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Figura 3. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quéntico aparente (®, linha tracejada) em fun¢do do horario do dia em D.
flagellaris (Figura 3A). Radiacdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque),
umidade relativa do ar na camara foliar (UR\rca) € temperatura na camara foliar (Trga)
mensurados durante as coletas (Figura 3B). Dados coletados nos meses de junho a setembro
de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na Figura 3B mostra

o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o periodo noturno.
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Figura 4. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quéntico aparente (®, linha tracejada) em fungdo do horario do dia em F.
longifolia (Figura 4A). Radiacédo fotossinteticamente ativa (RFAsub-bosque) NO Sub-bosque,
umidade relativa do ar na camara foliar (UR\rca) € temperatura na camara foliar (Trga)
mensurados durante as coletas (Figura 4B). Dados coletados nos meses de junho a setembro
de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na Figura 4B mostra

o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica periodo noturno.
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Figura 5. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quéntico aparente (®, linha tracejada) em fun¢do do horario do dia em G.
carinata (Figura 5A). Radiacdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque);
umidade relativa do ar na camara foliar (UR\rca) € temperatura na camara foliar (Trga)
mensurados durante as coletas (Figura 5B). Dados coletados nos meses de junho a setembro
de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na Figura 5B mostra

o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o periodo noturno.
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Figura 6. Condutancia estomatica (gs, linha continua), fotossintese (A, losango aberto) e
rendimento quéntico aparente (@, linha tracejada) em fungdo do horario do dia em M.
subsericeae (Figura 6A). Radiacéo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque);
umidade relativa do ar na camara foliar (UR\rca) € temperatura na camara foliar (Trga)
mensurados durante as coletas (Figura 6B). Dados coletados nos meses de junho a setembro
de 2010. Condicdes experimentais conforme descrito na Figura 1. A seta na Figura 6B mostra

o declinio da temperatura até o amanhecer. A area sombreada indica o periodo noturno.

Os valores de A e @ correlacionaram significativamente com gs (Figuras 7A, 8A, 9A,
10A e 11A), indicando que gs foi o principal fator determinante na fixacdo de CO,. No
entanto, a perda de linearidade entre A e gs (em gs > 0,04 mol m? s™) indica que nesses

valores de gs, a fotossintese ndo foi limitada pela difusdo de CO, no espago intercelular, e
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talvez tenha sido limitada pela luz. A relacdo entre Ci/C, diminuiu com o decréscimo nos
valores de gs. Entretanto, deve-se salientar que, durante a madrugada houve uma tendéncia de

aumento em Ci/C,, em valores baixos de gs (indicado por um circulo nas Figuras 7B, 8B, 9B,

10B e 11B).
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Figura 7. Relacdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 7A) e entre
Ci/C, e gs (Figura 7B) em A. surinamensis. O painel inserido na Figura 7A mostra a relacédo
d-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura estomatica,
fendmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura 7B. Condi¢cbes

experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 8. Relacdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 8A) e entre

Ci/C, e gs (Figura 8B) em D. flagellaris. O painel inserido na Figura 8A mostra a relacdo ®-

gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura estomatica,

fendmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura 8B. Condi¢cdes

experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 9. Relacdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 9A) e entre
Ci/C, e gs (Figura 9B) em F. longifolia. O painel inserido na Figura 9A mostra a relacdo d-gs.
O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura estomatica, fen6meno
que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura 9B. Condicdes experimentais

conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 10. Relagdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 10A) e entre

Ci/Cs e gs (Figura 10B) em G. carinata. O painel inserido na Figura 10A mostra a relacdo ®-

gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura estomatica,

fendmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura 10B. Condi¢cbes

experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 11. Relacgdes entre fotossintese (A) e condutancia estomatica (gs; Figura 11A) e entre
Ci/Cs e gs (Figura 11B) em M. subsericeae. O painel inserido na Figura 11A mostra a relacao
®-gs. O circulo em baixos valores de gs indica desuniformidade na abertura estomatica,
fendmeno que ocorre no inicio da madrugada indicado pela seta na Figura 11B. Condi¢cbes

experimentais conforme descrito na Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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Fotossintese em luz saturante, gssat, lc, € Rg

Valores de Amax € Ossat registrados em luz saturante foram cerca de 30-50% maiores
(Tabela 2) dos observados sob baixa intensidade de luz utilizada para avaliar o funcionamento
dos estbmatos durante o ciclo circadiano. Também, observa-se na tabela 2 que o nivel de luz
usado no experimento (50 pmol m? s™) foi entre 3,3 e 7,6 vezes a irradiancia de compensacao
(Ic), e cerca de 5 vezes a intensidade de luz média registrada no sub-bosque. Além disso, 0s
valores de @ estimados durante o ciclo circadiano foram comparaveis com os obtidos usando
0 método de Kok (®kek na Tabela 2), e, em média Ry foi 5% de Amax, 0 que ja era esperado
para folhas de sombra. Finalmente, os valores de SPAD elevados (Tabela 2) mostram que as

folhas utilizadas no estudo estavam em boas condigdes fisiologicas.
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Tabela 2. Fotossintese maxima em luz saturante (Amax), condutancia estomatica em luz saturante (gssat), respiracdo foliar (Rg), rendimento
quantico aparente (®yok), ponto de compensacdo por luz (I¢) e valores SPAD mensurado em cinco espécies florestais na fase juvenil da Amazonia
Central. Cada valor representa a média de quatro plantas por espécie. Dados coletados no periodo de junho a setembro de 2010.

Espécies A. surinamensis  D. flagellaris  F. longifolia  G. carinata M. subsericeae Média

Variaveis

Amax (Umol m™* s™) 4,6 43 3,5 3,9 4,9 4 4
Gs.sat (Mol M2 s 0,12 0,07 0,06 0,11 0,10 0,09
R4 (umol m™ s™) 0,32 0,24 0,24 0,16 0,14 0,22
Dyox [umol (CO,) umol™(fétons)] 0,043 0,032 0,033 0,035 0,045 0,040
lc (nmol m? s™) 7,6 6,7 6,6 4,7 3,3 5,8

Valores SPAD 51,8 44,2 43,6 47,4 43,8 46,2
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DISCUSSAO
Condig6es ambientais

A precipitacdo mensal observada durante o periodo de estudo esti dentro da média
anteriormente registrada para esta regido da Amazoénia Central (Dias 2009), assim como 0S
valores de irradiancia, temperatura e umidade relativa do ar registrados no sub-bosque séo
semelhantes com os dados relatados em estudos anteriores na mesma area (Marenco e Vieira
2005; Nascimento 2009; Mendes e Marenco 2010).

Conduténcia estomatica e fotossintese durante ciclo circadiano

Em todas as espécies estudadas g foi maior no periodo da manha do que a tarde, o que
estd de acordo com os resultados encontrados por outros (Kaiser e Kappen 2000; Nascimento
2009, Mendes e Marenco 2010), que observaram maiores valores de gs entre 10:00 h e 14:00
h, e gs minimo ao final do dia. O rapido declinio de gs logo apds a exposicdo da folha as
condicdes ambientais da camara foliar, ocorreu provavelmente devido a perda rapida de agua
nos primeiros minutos de exposicdo ao ambiente da camara foliar, haja vista que a umidade
do ar na camara foliar foi menor (cerca de 20%) do que UR do sub-bosque a qual a folha
estava anteriormente adaptada. Buckley (2005) relata para varias espécies o fechamento dos
estdmatos em resposta a exposicao a baixa umidade, resultando numa perda de agua atraves
das células guarda (Monteith 1995; Mott e Peak 2010).

Observou-se que gs comegcou a aumentar apds a meia noite entre 01:00 e 02:00 h do
dia seguinte durante um periodo em que UR permaneceu relativamente constante (73%),
dessa forma as alteracbes em A e gs ndo podem ser atribuidas a variacdo da UR na camara
foliar. Ainda deve-se notar que, a temperatura na camara foliar reduziu cerca de 2°C durante a
madrugada até o amanhecer (indicado pelas setas nas linhas tracejadas na figura 2B, 3B, 4B,
5B e 6B). De fato, 0 aumento de gs antes do amanhecer foi oposto ao que deve ser esperado.
Estd bem documentado que em condigdes constante de umidade relativa do ar, ocorre a

diminuicdo de gs em resposta ao declinio da temperatura (Wilson 1948; Stalfelt 1962; Rogers
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et al. 1979, Peak e Mott 2010), o que é contrério ao que foi observado no presente estudo.
Assim, infere-se que de alguma forma um fator endégeno sobrepuja o efeito negativo da
temperatura na abertura estomatica, tendo-se como resultado a reabertura estomatica no inicio
da madrugada. Isto sugere o envolvimento de fatores enddgenos (ritmos circadianos) no
funcionamento dos estdmatos, talvez envolvendo as aquaporinas no controle do fluxo de dgua
(Lopez et al. 2003).

O padrdo de abertura e fechamento dos estdmatos sob luz constante observado neste
estudo, concorda com os resultados observados em plantas herbaceas (Hennessey e Field
1991; Dodd et al. 2005) e em espécies florestais da Amazonia (Doughty et al. 2006). Embora
tenham sido observados ritmos circadianos nos movimentos estomaticos em varias especies
de plantas, este é o primeiro estudo a documentar o funcionamento dos estdmatos sob luz
continua em espeécies florestais da Amazdnia na fase juvenil.

O envolvimento de um relégio enddégeno na modulagdo da abertura estomatica seria
um beneficio para planta, pois manter os estdmatos fechados durante a noite (quando a
absorcdo de carbono é zero) evita perdas desnecessarias de agua por transpiracdo conforme
sugerido por Dodd et al. (2005). Os ritmos circadianos provavelmente permitem aos
estdmatos responderem apropriadamente aos sinais em uma fase especifica (Webb 1998), por
exemplo, em plantas de sub-bosque a abertura ritmica dos estdbmatos confere melhor
aproveitamento no uso da luminosidade durante o dia e concomitantemente pode levar a um
aumento da assimilacdo de CO; (Pearcy 1990; Allen e Pearcy 2000).

Tanto a assimilacdo de CO, como o ® seguiram 0 mesmo ciclo circadiano como
observado para gs. Isto porque, gs pode afetar @ via seu efeito em C; (Bjorkman 1981), e como
RFA foi mantida constante, as mudancas em A foram similares as oscilacfes de ®. Aumento
em A nas primeiras horas antes do amanhecer e seu declinio durante a tarde e a noite esta de

acordo com os resultados de outros (Hennessey e Field 1991; Webb 2003). As oscila¢des da
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fotossintese em um longo periodo de estudo de ritmos circadianos também confirmam a
hipotese de que enzimas envolvidas com o Ciclo de Calvin (Por exemplo, Rubisco), também
podem estar relacionadas a ritmos circadianos como relatado em Phaseolus vulgaris
(Hennessey e Field 1991). Harmer et al. (2000) relatam que fatores endégenos podem
controlar reacGes do ciclo de Calvin e regular a quantidade de proteinas envolvidas no
metabolismo das plantas através do controle da transcricdo génica, taxas de traducdo e
regulacdo da degradacdo de proteinas. Acredita-se que cerca de 16% dos genes expressos em
Arabidopsis estdo associados a um reldgio biolégico (Harmer et al. 2000; McClung 2001), e
que ritmo circadiano na condutancia estomatica e assimilagdo de CO;, levam a maxima
absorcdo de carbono em horarios proximos do meio dia (Dodd et al. 2005).

A estreita relacdo observada entre A e gs concorda com os resultados relatados por
outros em plantas de espécies diferentes (Mendes e Marenco 2010; Magalhdes 2010), e
mostra que ¢s, seja talvez o principal fator determinante para as taxas fotossintéticas. O
aumento da fotossintese no inicio da madrugada indica que as folhas ndo sofreram
fotoinibicdo, o que foi também verificado pelos altos valores de F./Fn, ao final das coletas.
Dessa forma, a intensidade de luz utilizada neste experimento foi suficientemente baixa para
evitar fotoinibicdo, mas a0 mesmo tempo alta e satisfatoria para induzir a abertura estomatica
ao longo do ciclo circadiano. Tipicamente, o fechamento estomatico ocasiona uma diminuicéo
na [CO,] nos espacos intercelulares e consequentemente na razdo Ci/C,. Todavia, no inicio da
madrugada (indicada por um circulo nas Figuras 7B, 8B, 9B, 10B e 11B), observou-se um
aumento na razdo Ci/C, em baixos valores de gs 0 que indica que o processo de abertura
estomatica ndo é uniforme em toda a folha (Pospisilova e Santrucek 1994; Mott e Peak 2007).
Fotossintese em luz saturante, gs-sat, lc, € Rg

Os valores de Amax € SPAD concordam com os relatados por Nascimento (2009) e

Mendes e Marenco (2010), mostrando que as folhas utilizadas neste estudo podem ser
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consideradas representativas daquelas em boa condicdo fisiologica. Além disso, os baixos
valores de Ry e Ic s@o consistentes com 0s baixos teores de proteinas por unidade de &rea
foliar, frequentemente encontrado em folhas adaptadas a sombra (Valladares e Niinemets
2008).
CONCLUSOES

O fato de a abertura estomatica declinar ao final da tarde e inicio da noite em
condicdes de luminosidade constante, umidade relativa do ar quase constante e temperaturas
decrescentes, que ndo favorecem a abertura estomatica, implica que a reabertura do poro
estomatico ndo € provocada por alteracdes das condi¢cbes ambientais. Conclui-se que o
declinio de forma constante na condutancia estomatica durante a tarde e a noite e 0 aumento
constante em gs durante o pre-alvorecer esta relacionado com as atividades de um reldgio

biologico, que parece modular o funcionamento dos estdmatos nas espécies estudadas.
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CAPITULO Il

Parte deste capitulo foi submetido a revista Pesquisa Agropecuéaria Brasileira

(formatado no padréo Acta Amazonica)

Parametros da fotossintese e caracteristicas foliares em espécies florestais da Amazonia
Central

RESUMO

A luz e temperatura sdo fatores importantes que afetam os parametros fotossintéticos das
folhas de arvores juvenis em condigcdes de sub-bosque. Os objetivos deste estudo foram
determinar como parametros fotossintéticos (Vemax € Jmax) respondem a luminosidade,
temperatura e as variacdes diurnas no ambiente fisico. Determinou-se tambeém, as relacdes
entre as caracteristicas foliares (espessura e AFE), luminosidade e capacidade fotossintética
(Apot). Os dados de trocas gasosas foram coletados nos meses de setembro a dezembro em
condicdes ambientais de temperatura (27 £ 2°C) e umidade relativa (70 = 3%). Para avaliar o
efeito do horario do dia nos parametros fotossintéticos (Vc-max € Jmax), 0S dados referentes as
curvas de luz (A/RFA) e CO, (A/C;) foram coletados nos horéarios entre 08:00-16:00 h. V¢.max €
Jmax correlacionaram significativamente com as taxas de fotossintese (Amax € Apot). Ndo houve
efeito significativo (P > 0,05) do horéario do dia em Vimax € Jmax- Entretanto, o aumento da
irradiancia no sub-bosque e da temperatura foliar levaram a valores maiores de Amax, Apot, Ve-
max € Jmax- Observou-se também, relacdo altamente significativa entre a luminosidade no sub-
bosque e a espessura foliar, assim como entre espessura, AFE e Ap. A falta de efeito do

horario do dia em V¢.max € Jmax SUgere que esses parametros fotossintéticos estejam associados
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a fatores difusivos bem como a fatores que influenciam a Rubisco, tais como a ativacdo da
enzima. Mostrou-se também que pequenas variaces na luminosidade influenciam
significativamente a fisiologia e anatomia da folha (espessura foliar).

PALAVRAS-CHAVE: Condutancia estomatica, fotossintese, velocidade méaxima de
carboxilacdo da Rubisco, sub-bosque, taxa maxima de transporte de elétrons e variacdo

diurna.

Photosynthetic parameters and leaf traits in saplings native to Central Amazonia

ABSTRACT

Light and temperature are important factors that affect photosynthetic parameters of sapling
leaves understory conditions. The objectives of this study were to determine how
photosynthetic parameters (Vemax and Jmax) respond to light, temperature and diurnal
variations in the physical environment. It was also determined the relationships between leaf
characteristics (thickness and AFE —specific leaf area), light and photosynthetic capacity
(Apot). Gas exchange data were collected from September to December under ambient
conditions of temperature (27 £ 2 ° C) and relative humidity (70 = 3%). To evaluate the effect
of time of day on photosynthetic parameters (Vc-max and Jmax), light response curve (A/RFA)
and CO, response curve (A/C;) were generated between 08:00 and 16:00 h. V¢max and Jmax
significantly correlated with photosynthetic rates (Amax and Apor). There was no significant
effect (P> 0.05) of time of day on V¢.max and Jmax. However, the increase in irradiance at the
forest understory and the increase in leaf temperature led to higher values of Amax, Apot, Ve-max
and Jmax. There was also a positive relationship between light intensity in the forest understory
and leaf thickness, as well as between thick, afe and Apet. The lack of an effect on time of day
on Vemax and Jmax Suggests that these photosynthetic parameters are probably associated with

diffusive factors, as well as factors that influence Rubisco, such as the activation of the
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enzyme. It was also shown that small variations in understory light significantly influence the
physiology and anatomy of the leaf (leaf thickness).
KEYWORDS: Stomatal conductance, photosynthesis, maximum carboxylation velocity of

Rubisco, understory, maximum rate of electron transport and diurnal variation.

INTRODUCAO

Nas florestas tropicais Umidas, a luminosidade é muito variada, com pouca luz
atingindo o sub-bosque da floresta, o que influencia a capacidade fotossintética de arvores na
fase juvenil no seu ambiente natural (Fetcher et al. 1994). Em comparacdo a plantas de sol,
plantas de sombra apresentam taxas fotossintéticas menores (Boardman 1977) e mecanismos
fisiolégicos que permitem o uso eficiente da luminosidade disponivel no sub-bosque
(Hikosaka e Terashina 1995). Baixa irradiancia, muitas vezes leva a uma diminuicdo na
espessura da folha e na massa foliar especifica (Valladares e Niinemets 2008). Além disso,
plantas desenvolvidas na sombra investem mais em complexos coletores de luz e plantas
desenvolvidas ao sol, em proteinas envolvidas no ciclo de Calvin e transporte de elétrons
(Laisk et al. 2005).

A disponibilidade de luz no sub-bosque da floresta depende de varios fatores, tais
como horario do dia e nebulosidade bem como das aberturas e mini-aberturas do dossel da
floresta visiveis no sub-bosque. Além disso, as variacbes no regime luminoso durante o
crescimento normalmente levam a diferencas nas taxas de fotossintese (A), em razdo das
diferencas na velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax) € na taxa maxima de
regeneracdo da ribulose bisfosfato; RUBP (Jmax), dependente do transporte de elétrons, bem
como das diferencas nas taxas de difusdo de CO, para os cloroplastos (Bjorkman 1981).
Segundo Farquhar et al. (1980), o valor de A representa o valor minimo de dois fatores
limitantes: a atividade da Rubisco (Ac) e a taxa de regeneracéo da RuBP (A;). Isto €, A= min

{Ac, Ai} - Rg, em que Rq indica a taxa de respiracdo da folha na presenca de luz.
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A resposta da fotossintese a irradidncia € comumente descrita por uma equagao
exponencial de Von Bertalanffy que inclui os parametros fi (®) e R4 em que ® ¢é o rendimento
quantico aparente e Rq é a respiracdo da folha na auséncia de luz (Horton e Neufeld 1998). Em
condi¢des naturais, a taxa de fotossintese é geralmente limitada pela luz, por isso ® e Ry s&0
parametros importantes. Dessa forma, modificacdes nos niveis de luminosidade a qual uma
espécie esta adaptada podem condicionar diferentes respostas fisiologicas em suas
caracteristicas bioquimicas e morfolégicas (Oguchi et al. 2005).

Apesar de existir até o presente momento alguns estudos que documentam as
caracteristicas fotossintéticas de arvores do dossel na fase juvenil em florestas tropicais (por
exemplo, Poorter e Oberbauer 1993; Marenco e Vieira 2005; Magalhdes 2010), ainda
precisam ser elucidados como o0s parametros fotossintéticos (por exemplo, Vemax € Jmax)
respondem as variacfes diurnas no sub-bosque da floresta. Entender como Ve.max € Jmax Variam
entre as espécies ou sdo afetadas por condicdes ambientais durante o crescimento €
importante, porque tais variaveis sdo utilizadas para parametrizar modelos que prognosticam a
capacidade de fixacdo de carbono das florestas (Sellers et al. 1997).

Com isso, partimos das seguintes hipdteses: 1%) existe efeito do horario do dia em V.
max € Jmax Nas espécies estudadas, 2%) a luminosidade e temperatura afetam os parametros
fotossintéticos das plantas em seu ambiente natural. Assim, 0s objetivos deste estudo foram
determinar como parametros fotossintéticos (Vemax € Jmax) respondem a luminosidade,
temperatura e as variac@es diurnas no ambiente fisico. Determinaram-se também, as relacdes

entre as caracteristicas foliares (espessura e AFE), luminosidade e capacidade fotossintética

(Apot).-
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MATERIAL E METODOS
Local do estudo e material vegetal

O estudo foi conduzido na Estagdo Experimental da Floresta Tropical (Reserva ZF2),
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). O local apresenta uma densa floresta
tropical nativa de terra firme, localizado a 60 km ao norte de Manaus (02 ° 36 '21 "S, 60 ° 08'
11" W). O tipo de solo predominante da regido é classificado como latossolos, com baixa
fertilidade e alta acidez (pH de 4,2 a 4,5). A regido apresenta caracteristicas de clima
equatorial imido, com temperatura media anual de 27 °C, precipitacdo anual de 2240 mm e
umidade relativa do ar de 78% (Dias 2009). No estudo utilizaram-se cinco espécies nativas da
Amazonia Central, Amphirrhox surinamensis Eichl. (Violaceae), Duguetia flagellaris Huber
(Anonnaceae), Fusaea longifolia (Aubl) Safford (Anonnaceae), Guarea carinata Ducke
(Meliaceae), Myrcia subsericeae A. Gray (Myrtaceae) com quatro repeticdes cada,
consistindo cada planta uma repeticdo, totalizando 20 plantas de 1 a 3 m de altura. Foram
selecionadas espécies com maior nimero de individuos por hectare e com importancia
ecoldgica e econémica.
Parametros das trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas com um analisador de gas infravermelho (Li-6400,
Li-Cor, NE, EUA) em quatro plantas de cada espécie, e duas a trés folhas por planta. Os
dados foram coletados em condi¢bes ambientais de temperatura (27 £ 2 °C) e umidade
relativa (70 + 3%). Curvas de resposta a luz (curvas A/RFA) foram geradas em [CO;] de 380
umol mol™. Considerando que a resposta da fotossintese para a concentracdo de CO; (curvas

1 como descrito

A/C;) foi determinada a uma intensidade de luz de 1000 pumol m? s
anteriormente (Azevedo e Marenco 2012). O ® e Rq foram determinados utilizando o método

de Kok (Villar et al. 1994), ® foi obtido em baixa luminosidade, assim como a inclinagdo da
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linha de regressdo A/RFA. R4 foi a intercepcdo desta linha com o eixo Y (por exemplo,
RFA=0). Calculou-se a velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax) € a taxa
maxima de transporte de elétrons (Jmax) Usando as equacdes de Farquhar (Farquhar et al.
1980).

Ac = [Vemax (Ci -T™)]/[Ci + Ke(1+ O/Ko)]

A = [Imax (Ci -T*)]/([4C; + 8T%)]

Onde: A; e A; sdo as taxas fotossintéticas liquidas limitada pela atividade da Rubisco e
taxa de transporte de eléetrons (A;), respectivamente. I'* representa o ponto de compensagéo de
CO,, na auséncia da respiracdo e na presenca de luz; C; € a concentracdo de CO, nos espagos
intercelulares, O representa a concentracdo de oxigénio nos espacos intercelulares; K¢ e K,
representam a constante de Michaelis-Mentem da Rubisco para carboxilacdo e oxigenacao,
respectivamente. Vcmax € Jmax S80 frequentemente relatadas a 25 °C, por isso os dados foram
normalizados para esta temperatura, tal como descrito por Medlyn et al. (1999). Neste estudo,
as taxas fotossintéticas foram determinados em luz saturante (1000 pmol m? s?) e
concentragdo de CO; de 380 (Amax) e 2000 umol mol™ (Ayy). Para avaliar o efeito do horario
do dia em Vemax € Jmax , 0S dados referentes as curvas A/C; e A/RFA foram coletados nos
horarios entre 08:00 e 16:00 h, em dias selecionados ao acaso no periodo de setembro a
dezembro de 2010.

Caracteristicas foliares

Ao final do estudo dos parametros fotossintéticos foram determinados a area foliar
especifica (AFE, razdo entre a area e massa foliar), a espessura da folha (Eiar) € 0S teores
relativos e absolutos de clorofila. A area da folha foi mensurada com um medidor de area
foliar (Li-3000A, Li-cor, EUA). A espessura da folha foi medida com um paquimetro digital
(preciséo de 10 um) na porgdo mediana da folha evitando-se nervuras proeminentes. Os teores

relativos e absolutos de clorofila foram determinados em folhas maduras, totalmente
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expandidas e com bom aspecto fitossanitario. Os valores SPAD (teor relativo de clorofila)
foram medidos utilizando-se um clorofilometro (SPAD-502, Minolta, Japdo) em 10 pontos
(para se obter uma média), em cada lado da nervura central da folha, na face adaxial. Os
teores absolutos de clorofila foram determinados conforme o método de Arnon (Arnon,
1949). Os dados foram coletados no més de dezembro de 2010 sendo utilizadas folhas
semelhantes as usadas para coleta de dados de trocas gasosas para determinar a AFE, Egiiar €
0s teores relativos e absolutos de clorofila.
Ambiente fisico
Os dados de precipitacdo foram coletados utilizando um pluviémetro convencional,

instalado numa torre de observacdo a 40 m de altura, localizado proximo a area de estudo.
Também, foram coletados dados de irradiancia, umidade do ar e temperatura do sub-bosque
utilizando sensores especificos (Li-191 SA, Li-Cor, EUA; Humitter 50Y, Vaisala, Oyj,
Finlandia) conectados a um datalogger (Li-1400, Li-Cor, NE, EUA) e programado para
registrar os dados em intervalos de 15 minutos (RFA) e 30 minutos (umidade e temperatura).
Analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para avaliar as
diferencas entre espécies nas variaveis estudadas e o efeito do horario do dia nos parametros
da fotossintese (Vc-max € Jmax). Analises de regressao foram realizadas para determinar o efeito
da luminosidade e temperatura nas variaveis dos parametros fotossintéticos e caracteristicas
foliares. Teste de Tukey foi utilizado para a separacdo das medias. O programa estatistico

SAEG 9.0 (UFV) foi utilizado para as analises estatisticas.
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RESULTADOS
Ambiente fisico

A precipitacdo média dos meses de estudo (setembro a dezembro) foi de 318 mm.
Durante o estudo a temperatura do sub-bosque oscilou entre 23 °C a noite e 27 °C ao meio dia.
Durante a maior parte do dia a média da umidade relativa do ar foi superior a 80 %, oscilando
a irradiancia média em torno de 10 pmol m? s, com variacdes entre um ponto e outro da
floresta e com picos acima de 30 pmol m? s (Figura 1) devido & ocorréncia de feixes de luz

solar direta (sunflecks). J4 a irradiancia acumulada variou de 0,35 para 0,9 mol m? dia™.
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Figura 1. Radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA, linha pontilhada), temperatura do ar (T,
linha tracejada) e umidade relativa do ar (UR, linha continua) no sub-bosque em funcéo do

horario do dia mensurados durante as coletas dos dados. Dados coletados nos meses de
setembro a dezembro de 2010.

Parametros da fotossintese
Houve diferenca significativa (P < 0,05) entre especies em Amax, Apot, Os, @, Ic, Ra €
Jmax; exceto Vemax NA0 variou entre espécies (Tabela 1 e 2). Em média, na maioria das

espécies Apqt foi quase o dobro (8,13 umol m™ s™) dos valores observados para Amax (Tabela 1

e 2).



Tabela 1. Fotossintese maxima (Amax), condutancia estomatica em [CO;] ambiente (gsasoy), rendimento quéntico

aparente (®), irradiancia de compensacao (l¢) e respiracao foliar (Rg) em cinco espécies florestais da Amazonia Central.

Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Cada valor corresponde & média de quatro plantas por

espécie.

Variaveis Amax

Espécies

(9stsson)

(umol m?s™)  (mol m?s™)

@ (umol (CO,) I

umol™ (fétons))

(umol m? s™)

Rd

(umol m?s™)

A. surinamensis 35b 0,12 a 0,038 ab 7,9ab 0,29 ab
D. flagellaris 3,7b 0,07b 0,044 ab 8,3a 0,32a
F. longifolia 4.6 a 0,06 b 0,028 b 8,6 a 0,23 abc
G. carinata 51a 0,11a 0,040 ab 4,2 be 0,16 bc
M. subsericeae 4,8 a 0,11a 0,053 a 2,7¢ 0,10c
Média 4,4 0,94 0,041 6,4 0,22
CV (%) 32,3 30,3 43,1 51,7 40,7

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas colunas e minusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Capacidade fotossintética (Apot), condutancia estomatica (gs) em [CO;] saturante
(9sp20007), Velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax @ 25°C), taxa maxima de
transporte de elétrons (Jmax @ 25°C) em cinco espécies florestais da Amazénia Central. Dados
coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Cada valor corresponde a méedia de

quatro plantas por espécie.

Variaveis Apot Os[2000] Ve-max Jmax

Espécies (umol m? s™) (mol m?s™) (umol m?s™)  (umol m?s™)
A. surinamensis 9,2a 0,12a 17,7 a 39,9 a
D. flagellaris 89a 0,06 b 18,7 a 38,4a
F. longifolia 8,la 0,07 b 17,6 a 35,4 ab
G. carinata 6,6 b 0,09 ab 145a 250D
M. subsericeae 8,7a 0,09 ab 19,4 a 39,0a
Média 8,13 0,09 17,5 35,5
CV (%) 26,9 38,85 28,96 28,57

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas nao

diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Neste estudo observou-se relacao significativa entre Amax € gs (P < 0,05, Figura 2A), bem
como Apot, Ve-max € gs (Figura 2B e C). Por outro lado, a relagdo entre Jmax € gs ndo foi

significativa (P > 0,05; Figura 2D).
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Figura 2. Relagdo entre a condutancia estomatica (gs) e a fotossintese saturada por luz (Amax,
A), capacidade fotossintética (Apot, B), velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (V.-
max, C) € a taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax, D) em cinco espécies florestais da
Amazonia. Medigdes efetuadas em concentragéo de CO, 380 (Amax) € 2000 (Apor), temperatura
foliar de 27 + 2 °C e luminosidade de 1000 pumol m? s*. Dados coletados nos meses de
setembro a dezembro de 2010. Cada simbolo representa uma folha por planta. Valores de Jmax
e Vemax Calculados a 25 °C.*: significativo a 5% de probabilidade. **: significativo a 1% de

probabilidade, ns: ndo significativo.

Os valores de Vi.max € Jmax correlacionaram significativamente (P < 0,01) com as taxas
de fotossintese (Amax € Apot; Figura 3). O maior coeficiente de determinacéo foi observado
para Apor-dmax (Figura 3D), indicando que em altas concentracoes de CO, o transporte de

elétrons é mais limitante que Ve.max.
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Figura 3. Taxas de fotossintese (Amax € Apot) €m funcdo da velocidade maxima de
carboxilagdo da Rubisco (Vemax) € taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax) €m cinco
espécies florestais da Amazonia. Cada ponto representa uma planta por espécie. **:
significativo a 1% de probabilidade. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de

2010. Valores de Jmax € Vcmax Calculados a 25 °C. Condigdes do experimento conforme
descrito na Figura 2.

Os maiores valores de Ve.max € Jmax 0COrreram ao meio dia, entretanto ndo houve efeito
do horério do dia nesses parametros (Figura 4) nem efeito significativo na interagdo entre

espécie e horario do dia (P > 0,05).
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Figura 4. Velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vc.max; barra pontilhada) e taxa
méaxima de transporte de elétrons (Jmax; barra listrada) em funcéo do horéario do dia em cinco
espécies florestais da Amazonia. Cada barra representa a média de quatro plantas por espécie.
Valores de Vemax € Jmax Calculados a 25 °C. Condic¢des do experimento conforme descrito na
Figura 2. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Barras seguidas pelas
mesmas letras (parte superior) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

As taxas fotossintéticas medidas em condi¢cdes ambientes [CO;] foram mais limitadas

POr Ve.max, d0 que por Jmax (Figura 5).
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Figura 5. Taxa de fotossintese em fungédo da [CO;] intercelular (C;) para A. surinamensis (A),
D. flagellaris (B), F. longifolia (C), G. carinata (D) e M. subsericeae (E). A linha continua
mostra a limitacdo da fotossintese imposta pela taxa de carboxilacdo da Rubisco (Ac). A linha
tracejada indica a limitagdo da fotossintese imposta pelo transporte de elétrons (A;). A linha
continua vertical mostra o valor de C; em que ocorre a transicdo da fotossintese limitada por
Ac para limitada por A;. Os nimeros (dentro dos graficos) mostram os valores de C; em pumol
mol™. Cada ponto corresponde & média de cinco plantas por espécie. Dados coletados nos

meses de setembro a dezembro de 2010.
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Vale a pena notar que, o aumento da irradiancia no sub-bosque (RFAsub-bosque) € da

temperatura foliar levou a um aumento em Amax, Apot, Ve-max € Jmax (Figura 6 e 7), sugerindo

que a intensidade da luz no sub-bosque e variagdes na temperatura foliar durante as medigcoes

das trocas gasosas de alguma forma afetam os parametros fotossintéticos.
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Figura 6. Fotossintese saturada por luz (Ama, A), capacidade fotossintética (Ape, B),

velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax, C) € taxa maxima de transporte de

elétrons (Jmax, D) em funcdo da radiacdo fotossinteticamente ativa no sub-bosque (RFAsub-

bosque) Medidas durante as coletas de trocas gasosas. *: significativo a 5% de probabilidade.

**: significativo a 1% de probabilidade. Cada simbolo representa a média de quatro plantas

por espécie. Valores de Vcmax € Jmax Calculados a 25 °C. Dados coletados nos meses de

setembro a dezembro de 2010. CondicBes do experimento conforme descrito na Figura 2.
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Figura 7. Fotossintese saturada por luz (Amax, A), capacidade fotossintética (Ape, B),

velocidade méaxima de carboxilacdo da Rubisco (Vc.max, C) € taxa maxima de transporte de

elétrons (Jmax, D) em funcdo da temperatura foliar medidas durante as coletas de trocas
gasosas. *: significativo a 5% de probabilidade. **: significativo a 1% de probabilidade. Cada

simbolo representa a média de quatro plantas por espéecie. Valores de Jmax € Vc-max Calculados a

25 °C. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Condigdes do

experimento conforme descrito na Figura 2.

Caracteristicas foliares

A AFE variou de 12,7 m? kg™ em M. subsericeae para 19,5 m* kg™ em G. carinata

(Tabela 3). A espessura da folha (Esoliar) Nd0 apresentou diferenca significativa entre espécies
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(P > 0,05). Ja o contetdo de clorofila total e valores SPAD oscilaram de 353 e 43 (F.

longifolia) para 607 umol m?s™e 58 (A. surinamensis), respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Area foliar especifica (AFE) espessura da folha (Eiar), Clorofila (a+b) e valores
SPAD em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada valor corresponde a média de

quatro plantas por espécie.

Variaveis AFE Efoliar Clorofila (a+b) Valores SPAD

Espécies (m? kg™ (mm) (umol m?s™)

A. surinamensis 15,4 ab 0,23 a 607 a 58 a
D. flagellaris 14,9 ab 0,19a 436 a 49 ab
F. longifolia 14,9 ab 0,21a 353b 43 b
G. carinata 19,5a 0,19a 395 b 47 ab
M. subsericeae 12,7b 0,20 a 455 ab 49 ab
Média 15,5 0,21 449 49
CV (%) 13,6 17,36 16,8 11,3

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas nao

diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A luminosidade no sub-bosque (RFAsu-bosque) teve efeito positivo na espessura da
folha (Figura 8A), entretanto a relagdo entre AFE e RFAgb-hosque N80 foi significativa (P >
0,05; Figura 8B), apesar de que houve tendéncia de decréscimo de AFE em resposta a RFAgp-
bosque- ODSErvou-se também, uma relagéo altamente significativa (P < 0,01) entre a espessura,
AFE e Ay (Figura 8C e D), bem como o contetdo de clorofila total, espessura foliar e valores

SPAD (Figura 9).
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Figura 8. Espessura da folha (Efliar, A) € area foliar especifica (AFE, B) em funcdo da
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) mensurada no sub-bosque durante as medicdes de
trocas gasosas. Relacdo entre a capacidade fotossintética (Apor), espessura da folha (Esiiar, C)
e area foliar especifica (AFE, D). Cada simbolo representa a média de quatro plantas por
espécie. Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. **: significativo a 1%
de probabilidade, ns: ndo significativo. Condi¢Ges do experimento conforme descrito na

Figura 2.
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Figura 9. Relacéo entre o contetdo de clorofila (a+b) e espessura da folha (Esoliar, A) € valores
SPAD (B). Dados coletados nos meses de setembro a dezembro de 2010. Cada simbolo

representa a média de quatro plantas por espécie. **: significativo a 1% de probabilidade.

DISCUSSAO
Ambiente fisico

A precipitacdo observada nos meses de estudo estd dentro da média relatada para a
Amazonia Central (Dias 2009). A irradiancia média no sub-bosque da floresta foi semelhante
a relatada por outros autores (Kursar e Coley 1999; Marenco e Vieira 2005). Com relacdo a
irradiancia, deve-se salientar que a luminosidade no sub-bosque da floresta varia muito de um
ponto a outro, em funcdo da abertura e mini-aberturas do dossel no micrositio da medicéo;
porém, ha pouca variacdo entre micrositios no que se refere a umidade e temperatura do ar.
Parametros da fotossintese

Os valores das taxas fotossintéticas (Amax € Apot) € Os Nas espécies estudadas séo

semelhantes aos encontrados por Mendes e Marenco (2010) que relatam valores de Amax entre
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2e5pumol m?s™te Ay entre 7 e 9 umol m? s para espécies em condigdes naturais. Todavia,
quando comparados aos encontrados por outros (Magalh&es et al. 2009; Azevedo e Marenco
2012) para mudas nativas da Amazonia aclimatadas a baixa luminosidade nossos valores de
Amax € Apor S80 maiores. Os valores de Ve.max € Jmax Obtidos neste estudo estédo dentro da faixa
de valores registrados para outras espécies da floresta tropical (Wullschleger 1993). No
entanto, 0s nossos valores de Ve.max S80 baixos quando comparados com aqueles obtidos por
Manter e Kerrigan (2004), que observaram valores entre 20 e 75 umol m? s* em espécies de
folhas largas. Isto indica que folhas de plantas de sub-bosque adaptadas a baixa luminosidade
alocam pequena quantidade de assimilados e nitrogénio para sintese da proteina Rubisco.

Os valores de @ e Ry relatados nesse estudo estdo na faixa de valores encontrados por
Marenco e Vieira (2005) em arvores de dossel na fase juvenil. Entretanto, nossos valores de
Rq e I sAo menores que os observados por Magalhdes et al. (2009) em plantas aclimatadas a
luz solar plena. As baixas taxas de Rq (0,22 pmol m? s™) mostradas neste estudo resultam
num menor I (6,4 umol m?s™), o que é esperado para plantas desenvolvidas a sombra que
apresentam um menor investimento em proteinas envolvidas no ciclo de Calvin (Bjérkman
1981).

Diversos estudos tém mostrado que ha uma estreita relacdo entre as taxas
fotossintéticas e gs (Kumar et al. 1999; Marenco et al. 2006, Mendes e Marenco 2010), bem
como entre Apot, Ve-max € 9s (Magalhées 2010). Entretanto os valores baixos de gs (< 0,04 mol
m? s™) limitam a capacidade fotossintética das folhas mesmo em altas concentracdes de CO,
na camera foliar. Isto pode ser atribuido ao fato da entrada de CO, na cavidade subestomatica
ocorrer quase que exclusivamente através dos estdmatos (Boyer et al. 1977).

E bem conhecida a relagéo entre fotossintese saturada por luz (Amax) € por CO; (Aper) €
Vemax © Jmax, (Evans 1983; Evans e Terashima 1988; Magalhdes 2010). Nesse estudo

observou-se relagdo linear altamente significativa (P < 0,05) entre esses parametros indicando
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que quanto mais elevada a fixacdo de CO, maiores Sa0 0 Vc-max € Jmax. 1St0 pode ser atribuido
a variacdo no estado de ativagdo da Rubisco e/ou a resisténcia na transferéncia de CO, dos
espacos intercelulares para os sitios de carboxilagdo (Evans e Terashima 1988; Warren e
Adams 2001). O maior coeficiente de determinac&o para a relagdo Amax-Ve.max (F° = 0,59%*;
Figura 3A) do que para a propor¢do de Amax-Jmax (r*= 50**, Figura 3B), sugere que em plantas
de sub-bosque Vc.max € mais limitante que Jmax, 0 que esta de acordo com Sage e Kubien
(2007). O contrario ocorre em alta concentracdo de CO, quando Jmax € 0 fator mais limitante
evideciando uma intrinseca relagéo entre Apot € Jmax (Figura 3D).

Neste estudo a falta de efeito do horério do dia em Vemax € Jmax CONntradiz nossa
primeira hipotese, o que nos levou a concluir que além dos fatores ambientais, tais como luz e
temperatura (Warren 2008), os parametros fotossintéticos podem estar relacionados tanto a
fatores difusivos, como na queda da taxa maxima de regeneracdo da ribulose bisfosfato
(RuBP). Alguns estudos tém mostrado que a atividade da Rubisco oscila durante o dia
apresentando baixa atividade nos horarios proximos ao meio dia (Hrstka et al. 2007, Parry et
al. 1993) o que parece ndo ter ocorrido neste estudo. Assim, a auséncia de efeito do horéario do
dia em Vc.max Sugere que fatores que influenciam a Rubisco, tais como a ativacdo da enzima,
ndo tiveram variacdo nos diferentes horarios do dia, o que resultou em V¢.max estavel.

As taxas fotossintéticas medidas em condi¢bes ambientes [CO,] foram limitadas por
Ve-max indicando menor investimento em proteinas associadas a Rubisco (Valladares et al.
2002; Ellsworth et al. 2004; Onoda et al. 2005). Conquanto, em alta [CO,] a assimilacdo de
carbono foi limitada por Jmax O que € consistente com os resultados relatados por Sage e
Kubien (2007) que mostram que, exceto em temperaturas muito altas, a fotossintese é mais
frequentemente limitada pela atividade da Rubisco.

A maioria dos valores de RFA no sub-bosque durante as medicBes fotossintéticas

ficaram abaixo de 1 mol m? dia® (Figura 6). E interesssante notar que, com o aumento da
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luminosidade Vemax € Jmax também aumentaram indicando maior investimento no aparato
proteico na cadeia transportadora de elétrons. Isto sugere que a intensidade da luz no sub-
bosque de alguma forma afeta a atividade da Rubisco. O aumento da temperatura dentro de
uma faixa moderada (28-36 °C) pode aumentar Vc.max € Jmax (Salvucci e Crafts-Brandner
2004; Warren 2008), o que reflete nas taxas de fotossintese (Apot € Amax). EStes resultados
concordam com Portis (1992) que relata que a atividade da Rubisco responde a varios fatores
ambientais, tais como luminosidade e a temperatura.
Caracteristicas foliares

Nossos valores de AFE e Exiar €Sté0 na faixa de valores observados por outros (Marenco
e Vieira, 2005; Mendes e Marenco 2010) para espécies do dossel na fase juvenil. Alguns
estudos mostram que a variacdo da area foliar especifica pode ser causada pela diferenca na
intensidade de luz no ambiente de crescimento da planta (Boardmann 1977). Embora a RFA
tenha efeito significativo na espessura da folha a relagdo entre AFE e RFA ndo foi
significativa, apesar de que houve tendéncia de decrescimo de AFE em resposta ao RFA. Isto
pode ser atribuido ao fato de AFE ser uma variavel que depende ndo apenas da espessura, mas
também da densidade da folha (Niinemetes 1999) o que sugere que RFA pode ter algum
efeito neste ultimo parametro da anatomia foliar. Estes resultados concordam com o0s
observados por outros autores (Niinemetes 1999; Oguchi et al. 2005) que mostram que a
espessura da folha pode aumentar em funcdo da irradiancia. Contudo, ndo é possivel explicar
as amplas variacdes encontradas na AFE entre espécies apenas pelas variagdes na
luminosidade do sub-bosque. Isto sugere que fatores genéticos e de adaptacdo ao ambiente
fisico e ecoldgico (solos de baixo teor de nutrientes, herbivoria, etc) também séo
determinantes para explicar as variacfes na espessura da folha. O aumento na espessura da
folha (baixos valores de AFE) esta relacionado as maiores taxas de fotossintese, pelo maior

acumulo de proteinas fotossintéticas, mas por outro lado também envolve maior teor de
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compostos ndo fotossintéticos que podem influenciar a resposta da planta a herbivoria
(Chabot e Hicks 1982). O efeito da RFA na Ap € na espessura da folha mostram que
pequenas alteracbes no ambiente luminoso do sub-bosque influenciam de forma significativa
0 desempenho fotossintético e a anatomia da folha, estes resultados concordam com o0s
relatados por Oguchi et al. (2005) que encontraram aumento na espessura da folha apds
transferéncia da planta a um ambiente mais iluminado. O efeito positivo da Egliar €M Apot €Sta
de acordo com McMillen e McClendon (1983) e Niinemets (1999) que relatam que a
espessura da folha e a massa foliar especifica (massa seca foliar por unidade de area)
influenciam as taxas fotossinteticas. Além disso, maior espessura foliar esta relacionada com
maiores taxas de fotossintese, provavelmente pelo aumento no acimulo da Rubisco e aumento
no contetdo de clorofila por unidade de area e consequentemente maiores valores SPAD
(Marenco et al. 2009).

CONCLUSOES

1. Embora os parametros fotossintéticos tenham sido responsivos as variagdes na
luminosidade no sub-bosque e temperatura da folha, Vc-max € Jmax Ndo foram influenciados
pelo horario do dia, 0 que sugere que esses parametros fotossintéticos estejam associados a
fatores difusivos, bem como a fatores que influenciam a Rubisco, tais como a ativacdo da
enzima.

2. O ambiente luminoso do sub-bosque desempenha um papel importante na fisiologia e
anatomia da folha, pois tanto as taxas fotossintéticas como a espessura da folha responderam

as pequenas variacoes na irradiancia do sub-bosque.



61

CAPITULO 11l

Parte deste capitulo foi aceito para publicacdo na revista Arvore

(formatado no padréo Acta Amazobnica)

Eficiéncia fotossintética de uso dos nutrientes e crescimento em espécies florestais da

Amazonia na fase juvenil

RESUMO

Na floresta amazdnica a fotossintese e o crescimento das arvores podem ser limitados pela
disponibilidade de nutrientes. Os objetivos deste trabalho foram determinar o efeito dos
conteidos de N e P foliar e a eficiéncia no uso dos nutrientes (N, P, Ca, Mg e K) nos
parametros fotossintéticos em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Determinou-se
também o efeito da luminosidade no sub-bosque no conteddo de N e P foliar, na eficiéncia no
uso do N e P, taxas de fotossintese e o crescimento das arvores juvenis. Os dados de trocas
gasosas e nutrientes foram coletados no periodo de setembro de 2010 a junho de 2011. Os
dados de crescimento (altura e diametro) foram coletados no periodo de julho de 2010 a julho
de 2012. Né&o houve relacdo significativa entre as taxas fotossinteticas (Apot-area, Apot-mas) € aS
concentracdes de N e P por unidade de area e massa, porém Apot, Vemax € Jmax da folha foram
responsivos a eficiéncia no uso dos nutrientes (N, P, Ca, K, Mg). A eficiéncia no uso do N
diminui com o aumento da raz&o N/P, mas ndo houve efeito de N/P na eficiéncia no uso do P.
Além disso, foi observado que a eficiéncia no uso do N e P diminuiu rapidamente com o
aumento do conteudo de N e P. A luminosidade no sub-bosque teve efeito significativo na

eficiéncia no uso do N, P, Apot-area € Apot-mas: A media do incremento anual em diametro foi de



62

1,08 mm ano™. Foi concluido que a fotossintese nas espécies estudadas é mais limitada pelo
contetido de P do que pelo conteudo de N foliar.
PALAVRAS-CHAVE: Crescimento de arvores juvenis, area foliar especifica, irradiancia do

sub-bosque.

Photosynthetic use efficiency of nutrient and growth in saplings of Amazonian tree
species

ABSTRACT - In the Amazon tree growth and photosynthesis may be limited by nutrient
availability. The objectives of this work were to determine the effect of leaf N and P contents
use efficiency and foliar nutrients (N, P, Ca, Mg and K) en photosynthetic parameters in five
tree species in Central Amazonia. It was also determined the effect of light in understory the
content of foliar N and P, the efficient use of N and P, rates of photosynthesis and growth of
juvenile trees. Data gas exchange and nutrients were collected in August 2010 to June 2011.
The growth data (height and diameter) were collected in July 2010 to July 2012. There was no
significant relationship between photosynthetic rates (Apot-area - Apot-mas) @nd the concentrations
of leaf N and P per unit area and mass, however Apo, Ve-max and Jmax Were responsive to
nutrient use efficiency (N, P, K, Ca, Mg). The N use efficiency decrease with the increase of
the N/P, but no effect the N/P ratio to P use efficiency. Furthermore, it was observed that to N
and P use efficiency ecreased rapidly with increasing content of N and P. The in understory
irradiance had a significant effect on N and P use efficiency, Apot-area @Nd Apot-mas. Mean growth
in diameter was 1,08 mm year™. It was concluded P content rather than leaf N content limits
photosynthesis in studied species.

KEYWORDS: Growth of saplings, specific leaf area, understory irradiance.
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INTRODUCAO

H& crescente preocupacdo sobre como mudancas globais derivadas do aumento da
concentragdo de CO; na atmosfera podem influenciar o clima da regido amazénica. Alguns
modelos climéaticos prognosticam aumentos no periodo de seca (Cox et al. 2004). Num estudo
prévio, Mendes e Marenco (2010) observaram que a capacidade fotossintética aparentemente
ndo € influenciada pela sazonalidade das chuvas na Amazénia Central, apenas por pequenas
variagdes na luminosidade do sub-bosque. Contudo, ainda ndo se sabe como as variagcdes nos
teores de elementos minerais, tais como nitrogénio (N), fosforo (P), célcio (Ca), magnésio
(Mg) e potassio (K) podem influenciar a capacidade fotossintética de arvores de dossel na
fase juvenil.

A eficiéncia de utilizacdo do nutriente € um importante parametro que afeta a
sobrevivéncia e reproducdo de plantas (Aerts e Chapin 2000) e, assim, a produtividade
primaria liquida e ciclagem de nutrientes no ecossistema terrestre (Chapin 1980; Weih et al.
2011), por conseguinte tem sido comumente usado para avaliar o desempenho fisiologico das
espécies (Brown e Bethlenfalvay 1988; Hiremath 2000; Hidaka e Kitayama 2009).

Varios nutrientes minerais sao essenciais para a fisiologia da folha. O fésforo (P) é um
componente essencial dos acidos nucléicos e tem importante participacdo na sintese de
proteinas e no balanco energético da planta, existindo uma relacdo positiva entre taxa de
fotossintese e teor de fésforo foliar (Raaimakers et al. 1995). O potassio (K) é essencial na
regulacdo osmotica, a maior parte do célcio (Ca) esta associada com a parede da célula, além
do seu papel na estrutura da clorofila; Mg é um metal ativador de muitas enzimas (Marchner
1995). Diversos estudos mostram que geralmente existe uma forte relacdo entre a fotossintese
e a concentracdo de N foliar, pois esse nutriente é componente essencial da enzima ribulose
1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), enzima chave na fixacdo de carbono

(Kitajima et al. 1997; Hikosaka 2004). Além da disponibilidade de nutrientes, a propor¢ao
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adequada entre os nutrientes essenciais também é um importante fator que pode interferir no
ganho de biomassa e nas caracteristicas fotossintéticas (Gusewell 2004; Neves et al. 2004;
Barroso et al. 2005). As relagdes entre as concentracdes de N, P e razdo N/P dependem da
disponibilidade de nutrientes e das condi¢Ges durante o crescimento e tem sido usada para
inferir a importancia relativa destes nutrientes para o crescimento das arvores. Uma relacdo
N/P acima de 16 indica um crescimento reduzido, devido a baixa disponibilidade de P no solo
(Koerselman e Meuleman 1996).

Varios estudos em florestas tropicais relatam diversos efeitos da luminosidade (Denslow
et al. 1990; Mendes e Marenco 2010) nos processos fisiologicos. Em arvores juvenis, a
disponibilidade de luz ¢ um dos fatores mais importantes que limitam o crescimento das
plantas (Nicotra et al. 1999), além disso, baixa irradiancia, muitas vezes leva a uma
diminuicdo na area foliar especifica (razdo entre a area e massa foliar) e fotossintese
(\Valladares e Niinemets 2008). Em comparacdo com a atencdo dada as arvores do dossel
(Reich et al. 1994; Fyllas et al. 2009), a nutricdo mineral de arvores na fase juvenil tem sido
menos investigada. Dessa forma, ndo se sabe como mudancas da luminosidade no sub-bosque
da floresta podem influenciar os contetdos e a eficiéncia no uso dos nutrientes foliares na
Amazonia Central. Neste estudo partiu-se da premissa que a fotossintese pode ser limitada
pelos contetdos de nutrientes foliares, assim como pela eficiéncia no uso do N e P. Assim
sendo, os objetivos deste trabalho foram determinar o efeito dos contetudos de N e P foliar e a
eficiéncia no uso dos nutrientes (N, P, Ca, Mg e K) nos parametros fotossintéticos em cinco
espécies florestais da Amazonia Central. Determinou-se também o efeito da luminosidade no
sub-bosque no conteudo de N e P foliar, na eficiéncia no uso do N e P, taxas de fotossintese e

0 crescimento das arvores juvenis.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo e material vegetal

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical (Nucleo ZF2),
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada a 60 km ao norte de
Manaus (02° 36’ 217 S; 60° 08” 11” W), em uma area de floresta nativa de terra firme. O
clima da regido é equatorial umido, tipo “Am” na classificagdo de Képpen (Kdppen 1936),
sendo a precipitacdo anual de 2240 mm. No estudo utilizaram-se cinco espécies nativas da
Amazonia Central, Amphirrhox surinamensis Eichl. (Violaceae), Duguetia flagellaris Huber
(Anonnaceae), Fusaea longifolia (Aubl) Safford (Anonnaceae), Guarea carinata Ducke
(Meliaceae), Myrcia subsericeae A. Gray (Myrtaceae), com quatro repeticdes cada, uma
planta por repeti¢do, totalizando 20 plantas de 1 a 3 m de altura. As espécies foram
selecionadas levando em conta a sua abundancia relativa no sub-bosque da floresta.
Parametros fotossintéticos

Parametros de trocas gasosas foram medidas utilizando um analisador de gas
infravermelho (Li-6400, Li-Cor, NE, EUA) em cinco plantas por espécie, e duas folhas por
planta coletados de setembro a dezembro de 2010. As trocas gasosas foram medidas em
condicdes ambientais de temperatura de 27 £ 2 °C, umidade do ar de 73 + 3%. A resposta da
fotossintese para a concentracdo de CO, (curvas A/Ci) foi determinada a uma intensidade de

2 s™1), como descrito anteriormente por Azevedo e Marenco

luz saturante (1000 pmol m’
(2012). Calculou-se a velocidade méxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax) € a taxa de
transporte de elétrons (Jmax) conforme Farquhar et al. (1980):

Ac = [Ve-max (Ci -T*)J/[Ci + Ke(1+ O/K)]

Aj= [Imax (Ci -T'*))/([4C; + 81™)]



66

Em que: 7* é o ponto de compensacdo de CO; na auséncia de respiragdo e na presencga
de luz; K. e K, representam as constantes de Michaelis-Mentem da rubisco para CO; e O,
respectivamente e O representa a concentracao de oxigénio nos espacos intercelulares.

Os valores de V¢-max € Jmax foram normalizados a 25 °C utilizando as equacOes descritas
por Medlyn et al. (1999). Neste estudo, a taxa de fotossintese mensurada em [CO,] saturante
(2000 pmol mol™) e luz saturante (1000 pmol m? s?) sdo referidas como capacidade
fotossintética (Apot) (Lawlor e Cornic 2002). A capacidade fotossintética por unidade de
massa (Apot-mas) fOi obtida multiplicando Ape: (por unidade de area foliar) pela area foliar
especifica (AFE).

Eficiéncia no uso dos nutrientes, area foliar especifica e valores SPAD

A eficiéncia no uso dos nutrientes foi determinada por meio da relagao entre quantidade
de carbono fixado via fotossintese (capacidade fotossintética, Apr) € 0 conteudo de nutrientes
foliares.

Para determinacdo dos contetdos de nutrientes foliares utilizaram-se trés a oito folhas
por planta em funcdo do tamanho. Essas folhas foram coletadas no final do experimento
(marco de 2011), desidratadas em estufa a 72 °C até massa constante, moidas e quantificados
os teores de nutrientes. O contetdo de N foliar foi determinado pelo método Kjeldahl. O
contetddo de P foliar foi determinado por colorimetria e as leituras das absorbancias feitas a
660 nm usando molibdato de amonio e acido ascorbico a 3%, K por fotometria de chama, Ca
e Mg por espectrofotometria de absorcéo atbmica (Silva 2009).

A érea foliar especifica (AFE) foi determinada como a razdo entre a area e a massa
foliar. A area foliar foi determinada utilizando um integrador de area (Li-3000A, Li-Cor,
EUA). A massa foliar foi determinada utilizando-se uma balanca de precisdo. Os valores

SPAD foram medidos com um clorofilémetro (SPAD-502, Minolta, Japdo) em cinco pontos,
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em cada lado da nervura central da folha, na face adaxial. A AFE e valores SPAD foram
determinados nas mesmas folhas utilizadas para anélises de nutrientes foliares.
Crescimento das arvores juvenis

O incremento anual em diametro (IAD) foi medido a 50 cm acima do solo, tanto no
sentido norte-sul como no leste-oeste (para se obter uma média do didmetro) utilizando um
paquimetro digital. Para medir o incremento anual em altura (IAA) foi utilizada uma trena. Os
dados de crescimento foram coletados mensalmente no periodo de julho de 2010 a julho de
2012, totalizando 24 meses.
Condig6es ambientais

Para caracterizar o ambiente fisico da area do estudo, foram coletados dados de
luminosidade (RFA), umidade (UR), temperatura do ar (T) e de precipitacdo. A radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) do sub-bosque foi medida utilizando sensor especifico (Li-
191 SA, Li-Cor, EUA) conectado a um datalogger (Li-1400, Li-Cor, NE, EUA) e programado
para registrar os dados em intervalos de 15 minutos. Dados de umidade e temperatura no sub-
bosque também foram coletados a intervalos de 30 minutos utilizando um sensor de umidade
e temperatura (Humitter 50Y, Vaisala, Oyj, Finlandia) acoplado a um datalogger (Li-1400,
Li-Cor). A precipitacdo foi medida com um pluvidmetro convencional, instalado numa torre
de observacdo a 40 metros de altura, a 3,3 km da area do estudo. Também foram coletado
dados da fracdo de céu visivel (FCV) abaixo do dossel da floresta usando um analisador do
dossel (LAI-2000, Li-Cor, EUA) e calculado como o somatdrio das aberturas e mini-aberturas
no dossel da floresta conforme previamente descrito por Mendes e Marenco (2010).
Analises estatistica

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. As diferencas entre
espécies nas variaveis estudadas foram examinadas mediante andalise de variancia (ANOVA),

utilizando o teste de Tukey (P < 0,05) para a separacdo de médias. Anélises de regresséo
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foram realizadas para determinar o efeito da nutricdo mineral sobre a fisiologia da folha. O

programa estatistico utilizado para analise dos dados foi SAEG 9.0 (UFV).

RESULTADOS
Condigdes ambientais e crescimento das arvores juvenis

Durante o estudo a média da precipitacdo anual foi de 2800 mm. A temperatura no sub-
bosque oscilou entre 22 ° C a noite e 29 °C ao meio-dia e a umidade média do ar foi superior a
90%. A irradiancia média no sub-bosque foi 11 pmol m? s*, j4 a média da irradiancia
maxima foi de 28 pmol m? s™. A irradiancia média acumulada variou de 0,53 para 7,2 mol m’
2 dia™ (Tabela 1). Nao houve diferenca entre espécies nas taxas de crescimento em diametro
(IAD; 1,08 mm ano ™), entretanto a taxa de crescimento em altura (IAA) variou de 50 mm

ano™ em G. carinata para 120 mm ano™ em D. flagellaris (Tabela 1).
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Tabela 1. Taxas fotossintéticas (Apot-area; Apot-mas), Velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vc.max), taxa maxima de transporte de elétrons

(Jmax), incremento anual em didmetro (IAD), incremento anual em altura (IAA), area foliar especifica (AFE), radiacdo fotossinteticamente ativa

(RFA) e fracdo de céu visivel (FCV) em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada valor corresponde a media de quatro plantas por

espécie.

Variaveis Apot-area Apot-mas Ve-max Jmax IAD IAA AFE RFA FCV
Espécies (umol m?s?)  (umolm?s?) (umolm?s?)  (umolm?s') (mmano™) (mmano™) (m?kg?) (mol m? dia™)
A. surinamensis 9,2 a 159 a 17,7 a 399a 0,98 a 70 ab 15,48 ab 0,71a 0,014 a
D. flagellaris 8,9a 146 a 18,7 a 38,4 a 1,04 a 120 a 14,91 ab 0,65 a 0,011 a
F. longifolia 8,la 139 a 17,6 a 35,4 ab 1,20 a 60 c 14,95 ab 0,72 a 0,019 a
G. carinata 6,6 b 120 b 14,5a 250Db 0,99 a 50c 19,54 a 0,53a 0,013 a
M. subsericeae 8,7 a 116 b 19,4 a 39,0a 1,08 a 130 a 12,75 Db 0,6la 0,021 a
Média 8,13 8,13 17,5 35,5 1,08 80 15,52 0,64 0,015
CV (%) 26,9 26,9 28,9 28,5 35,1 35,8 13,7 27,9 72,3

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A relagéo entre o incremento anual em diametro (IAD), luminosidade no entorno das
plantas e fotossintese ndo foi significativa (P > 0,05, Figura 1). Isto pode ser atribuido a pouca
variacdo na fracdo de céu visivel (FCV) entre os micrositios (Tabela 1), indicando que a

abertura no dossel da floresta ndo variou entre as espécies.
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Figura 1. Relacdo entre o incremento anual em diametro (IAD), radiacdo fotossinteticamente
ativa no sub-bosque (RFAsub-bosque; A) € & capacidade fotossintética (Apot, B) em cinco espécies
florestais da Amazonia Central. Ay foi medido em [CO,] de 2000 pmol mol™, irradiancia de
1000 pmol m? s, temperatura foliar de 27 + 2 °C e umidade do ar de 73 + 3%. Cada simbolo

representa uma planta por espécies. ns: ndo significativo.

Parametros fotossintéticos e nutrientes

Entre as espécies estudadas, foram encontradas diferencas significativas entre espécies
nos valores de Apot-area, Apot-mas, Jmax € AFE, por outro lado Vc.max Nd0 variou entre espécies
(Tabela 1). Verificaram-se também, diferencas significativas para os teores de P, K, Mg,
eficiéncia no uso do P, K e Mg. No entanto, os teores de N, Ca, a razdo N/P e eficiéncia no

uso do N e Ca ndo variou entre espécie (Tabela 2).
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Tabela 2. Contetdo de nutrientes da folha (mg g™) e eficiéncia no uso dos nutrientes em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada

valor representa a média de quatro plantas por espéecies

Nutrientes Apot/nutrientes
(mg g™ (umol (CO2) mol™ (nutrientes) s™)

Espécies N P K Ca Mg N/P N P K Ca Mg
A. surinamensis 129a 0,62b 432a 4,79a 3,73a 21,01a [198a 7902ab 1546a 1447a 1104 b
D. flagellaris 11,2a 047bc  1,98b 451a 187b 23,73a |143a 7563ab  2248ab  1822a 1668 ab
F. longifolia 11,8a 040c 162b 494a 160b 29/49a |188a 11143a 3358 ab 1504a 2186 ab
G. carinata 158a 0,88 a 464a 658a 237b 1848a |107a 4277Db 1054 b 1010a 1220 ab
M. subsericeae 8,6 a 0,31c 1,83b 479a 146b 28,28a |202a 11867a 2670a 1103a 1986 a
Média 12,9 0,54 2,88 5,12 2,21 24,17 0,17 8550,9 11,3 6,21 8,15
CV (%) 8,5 16,8 28,5 47,51 26,54 31,6 44,03 27,2 58,54 69,05 55,69

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ndo houve relacéo significativa entre as taxas fotossintéticas (Apot-area, Apot-mas) € S

concentracdes de N e P por unidade de area e massa (P > 0,05) (Figura 2A, B, C e D).
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Figura 2. Relagéo entre as taxas fotossintéticas (Apot-srea; A, B € Apo-mas; C, D) € contetdo de

nitrogénio (N) e fésforo (P) em cinco espécies florestais da Amazdnia Central. Cada simbolo

representa uma planta por espécies. Condigdes experimentais conforme descrito na Figura 1.

ns: ndo significativo.

No entanto maior eficiéncia no uso dos nutrientes (N, P, Ca, K, Mg) resultou em

valores maiores de Apot-srea (Figura 3). Com base nos valores de r? para as relagdes entre Apot €

eficiéncia no uso dos nutrientes da folha foi obtida a seguinte ordem de importancia: N > Ca>

P > K> Mg (Figura 3).
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Figura 3. Relagdo entre capacidade fotossintética (Apot-srea) € ficiéncia no uso do nitrogénio (Axe/N; A), eficiéncia no uso do fosforo (Ape/P;

B), eficiéncia no uso do célcio (Ap/Ca; C), eficiéncia no uso do magnésio (Ap/Mg; C), eficiéncia no uso do potéssio (Ap/K; C) em cinco

espécies florestais da Amazénia Central. Cada simbolo representa uma planta por espécies. CondicBes experimentais conforme descrito na

Figura 1. **: significativo a 1% de probabilidade.
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A eficiéncia no uso do N diminuiu com o aumento da razdo N/P (Figura 4A), entretanto ndo
houve relacgdo significativa entre a eficiéncia no uso do P e a razdo N/P (P>0,05; Figura 4B). A
eficiéncia no uso do N e P diminuiu rapidamente com o aumento do conteido de N e P
(r’=0,55**: r’=0,52**: painéis em destaque na Figura 4A e B) indicando que & medida que o
contetdo de N e P foliar aumentam, maior quantidade desses nutrientes podem ser alocados em

estruturas nao fotossintéticas.
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Figura 4. Relagdo entre a eficiéncia no uso do nitrogénio (Ax/N; A), eficiéncia no uso do fésforo
(Apot/P; B) e a razdo N/P. Paineis inseridos nas Figuras 4A e B mostram as relagdes entre Apo/N €
N e Apo/P € P em cinco espécies florestais da Amazoénia Central. Cada simbolo representa uma
planta por espécie. Condices experimentais conforme descrito na Figura 1.**: significativo a 1

% de probabilidade, * significativo a 5% de probabilidade, ns: ndo significativo.

Ve-max € Jmax foram positivamente correlacionados com a eficiéncia no uso do N e P (Figura

5), bem como a eficiéncia no uso do Ca, Mg e K (Figura 6).
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Figura 5. Relacdo entre a velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax, A € B), taxa
maxima de transporte de elétrons (Jmax, C € D), eficiéncia no uso do nitrogénio (Ap/N) e
eficiéncia no uso do fosforo (Ape/P) em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Condigdes
experimentais conforme descrito na Figura 1. Cada simbolo representa uma planta por espécies.

**: significativo a 1 % de probabilidade.
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Figura 6. Relacdo entre a velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax, A), taxa

méaxima de transporte de elétrons (Jmax, B) € a eficiéncia no uso do célcio (Ap./Ca), eficiéncia no

uso do magnésio (Ape/Mg) e eficiéncia no uso do potassio (Ap/K) em cinco espécies florestais da

Amazonia Central. CondicGes experimentais conforme descrito na Figura 1. Cada simbolo

representa uma planta por espécies. **: significativo a 1% de probabilidade.

Por unidade de massa, os conteidos de N, Mg, K e P foram positivamente correlacionados

(P< 0,05; Figura 7A). Entretanto ndo houve correlacbes entre os contetidos de Ca e P, assim

como entre Ca, Mg, Ke N (P > 0,05; Figura 7B).
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Figura 7. Relacdo entre teor de nitrogénio (N), célcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), fosforo

(P, A) e nitrogénio (N, B) em cinco espécies florestais da Amazbnia Central. Cada simbolo

representa uma planta por espécie. **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo 5% de

probabilidade, ns: ndo significativo.

Observou-se que pequenas variagdes na

irradiancia do sub-bosque ndo afetam

significativamente o conteldo de N e P (P > 0,05, Figura 8A, B). No entanto, houve efeito

significativo entre RFAsub-bosque, €fici€ncia no uso do N e P (P < 0,05, Figura 8C, D) e as taxas

fotossintéticas (Apot-area; Apot-mas; Figura 9).
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nitrogénio (N, A), fésforo (P, B); eficiéncia no uso do nitrogénio (Aye/N; C) e eficiéncia no uso

do fosforo (Axe/P; D) em cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada simbolo representa

uma planta por espécie. **: significativo a 1% de probabilidade, *: significativo 5% de

probabilidade, ns: ndo significativo.
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Figura 9. Relagdo entre as taxas fotossinteticas (Apot-area; Apot-mas) € a radiagdo fotossinteticamente
ativa no sub-bosque (RFAsu-bosque) €M cinco espécies florestais da Amazonia Central. Cada

simbolo representa uma planta por espécie. **: significativo a 1% de probabilidade.

DISCUSSAO
Condi¢bes ambientais e crescimento das arvores juvenis

A precipitacdo anual no periodo de estudo esta de acordo com as médias historicas (1961-
1990) da regido (Inmet, 2010). Os valores de irradiancia no sub-bosque observados neste estudo

sdo similares aos descritos em outros trabalhos (Kursar e Coley 1999; Marenco e Vieira 2005)
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que relatam que a luz no sub-bosque da floresta € inferior a 2% da irradiancia registrada acima do
dossel da floresta. Nas florestas tropicais Umidas, acredita-se que as baixas taxas de crescimento
(didmetro e altura) em espécies de sub-bosque estdo relacionadas a baixa luminosidade a que as
arvores sao expostas na fase juvenil. Clark et al. (1999) observaram uma forte associagdo entre o
IAD e a irradiancia em espécies tropicais. No entanto, deve-se notar que a falta de relagéo entre o
IAD e RFAub-hosque €NCONtrada neste estudo ndo significa que a luminosidade n&o influencia as
taxas de crescimento das plantas, mas sim que as variacdes nas aberturas e micro aberturas do
dossel (FCV) foram sutis, limitando as plantas ao mesmo ambiente luminoso (Tabela 1). Kruger e
Volin (2006) relatam que as taxas fotossintéticas afetam o crescimento das arvores, porém, o IAD
ndo demonstrou relagdo significativa (P > 0,05) com Ay das plantas. Isto mostra que o
crescimento das arvores esta determinado ndo apenas pelos ganhos instantaneos de carbono
(fotossintese), mas pela interacdo da fotossintese com outras variaveis fisioldgicas, tais como
relacdo fonte dreno, translocacdo de assimilados e a area foliar (Gifford e Evans, 1981) que
também contribuem para as taxas de crescimento observadas numa planta em um determinado
intervalo de tempo. As taxas de incremento anual em didmetro (IAD) observado neste estudo
(1,08 m ano™) sdo similares as médias de crescimento observadas em arvores adultas em florestas
tropicais em torno de 1 mm ano™ (Clark e Clark 2001; Vieira et al. 2005), porém, menores que as
observadas em plantas cultivadas em baixa luminosidade com suprimentos de nutrientes
(Azevedo e Marenco 2012). A taxa média de crescimento em altura de 80 mm ano™ indica que as
arvoretas utilizadas no estudo (1 a 3 m) podem levar em torno de 400 a 500 anos para atingir o
dossel da floresta, assumindo uma taxa de crescimento constante, evidentemente esse tempo pode
ser menor, haja vista que na medida em que as arvores crescem passam a receber mais luz. Por
outro lado, considerando o incremento em diametro as plantas deste estudo levariam

aproximadamente 100 anos para atingir um diametro de 100 mm, o que estaria de acordo com
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Clark e Clark (2001) que estimam que as arvores em condic¢des de sub-bosque possam levar mais
de 80 anos para atingir o dossel.
Parametros fotossintéticos e nutrientes

Os valores das taxas fotossintéticas das espécies estudadas sdo semelhantes aos encontrados
por Mendes e Marenco (2010) que relatam valores entre 6 e 9 umol m? s™ para espécies em
condicdes naturais. Todavia, quando comparados aos encontrados por outros (Magalhées et al.
2009; Azevedo e Marenco 2012) para mudas nativas da AmazoOnia aclimatadas a baixa
luminosidade nossos valores de Ayt S80 maiores. Os valores dos pardmetros fotossintéticos (Ve-max
e Jmax) relatados neste trabalho estdo dentro da faixa de valores registrados em outras espécies da
floresta tropical (Wullschleger 1993). No entanto, 0s nossos valores de Vi.max Sa0 baixos quando
comparados com aqueles obtidos por Manter e Kerrigan (2004), que observaram valores entre 20

e 75 pumol m? s

Isto indica que folhas de plantas de sub-bosque adaptadas a baixas
luminosidades alocam pequena quantidade de assimilados e nitrogénio para sintese da proteina
Rubisco.

Os valores médios de teor de nutrientes da folha de K, Ca e Mg sdo semelhantes aos
descritos em estudos anteriores (Vitousek e Sanford 1986; Fyllas et al. 2009) para espécies
tropicais. Entretanto, os conteidos de N e P foram menores que os valores relatados em florestas
tropicais por outros autores (Raaimakers 1995; Reich et al. 1999; Nardoto et al. 2008). Diversos
estudos tém mostrado a importancia do N e P na fotossintese (Reich et al. 1999; Fyllas et al.
2009). No entanto, ha pouca informacdo sobre os niveis criticos e 6timos de nutrientes para
espécies florestais da Amazodnia. Em Swietenia macrophylla e Brosimum alicastrum, conteddos
de nutrientes foliares abaixo 10-14 mg g™ (para N) e 0,6 mg g™ (para P) sdo considerados
deficientes para o crescimento (Drechsel e Zech 1991). Koerselman e Meuleman (1996) sugere

que uma relacdo N/P acima de 16 ¢ indicativa de deficiéncia de P. Assim, em comparacdo ao N,

0s baixos conteudos de P foliar e a alta relagdo N/P levam a sugerir que o P tem maior chance de
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ser elemento limitante nas espécies estudadas. Além disso, em algumas arvores, folhas com teores
de nutrientes abaixo de 1,5; 3,0 e 10 mg g para 0 Mg, Ca e K podem limitar o crescimento
(Marschner 1995).

Os resultados deste estudo séo diferentes daqueles de Reich et al. (1991) que observaram
relagdo significativa entre fotossintese e N por unidade de massa foliar. A fotossintese esta
relacionada a variacdo do contetdo de N, pois aproximadamente 60% do nitrogénio total da folha
encontra-se nos cloroplastos, principalmente formando parte de enzimas da fotossintese, tais
como a Rubisco (Hikosaka 2004). No entanto, segundo Reich et al. (1998) a relacéo entre as taxas
fotossintéticas e N expresso por unidade de area ocorre principalmente quando ha pequena
variacdo no conteudo de N por unidade de massa 0 que talvez possa explicar a falta de relacdo
entre Apot-mas, Apot-area © 0S teores de N e P.

Os valores da eficiéncia no uso do N e P foram maiores do que os observados por outros
autores (Hiremath 2000; Cordell et al. 2001). Vitousek e Howarth (1991) relatam que em geral,
plantas que crescem em solos pobres em nutrientes podem apresentar maior eficiéncia de uso dos
nutrientes do que plantas das mesmas espécies crescendo em solos mais ricos em nutrientes.
Ainda, deve-se notar (Figura 3A e B) que a relagdo entre Apot4rea € @ eficiéncia no uso do P e N
sdo altamente significativas (r’= 0,68** e r’= 0,51**; respectivamente) indicando que esses dois
elementos influenciam significativamente a capacidade fotossintética da folha, e que tanto os
contetidos de N (12,9 mg g™) como os contetidos de P (0,54 mg g™*) sdo minimos, o que conduz a
uma maior eficiéncia no uso desses nutrientes. Por outro lado, a diminuicdo na eficiéncia no uso
do N e P como teor de N e P foliar (Figura 4), sugerem que a medida que esses nutrientes foliares
aumentam parecem compensar a diminuicdo no uso da eficiéncia dos mesmos, como resultado
Apot-area @umenta com Apo/N € Apo/P (Figura 3). Reich e Schoettle (1988) observaram que a
eficiéncia no uso do N aumentou linearmente com N/P, contrério ao relatado neste trabalho

(Figura 4). Isto mostra que nas plantas do nosso estudo a eficiéncia no uso do N dimimui
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substancialmente na medida que aumenta as concentracbes de P, ou seja, 0 aumento na
concentracdo de N n&o altera significativamente a eficiéncia no uso do P.

A resposta positiva de Apoarea € @ €ficiéncia no uso dos demais nutrientes (Ca, K e Mg)
mostram a complexidade das interagdes entre o ganho de carbono e a nutricdo mineral de arvores
tropicais, como sugerido por Townsend et al. (2011), indicando que os contetidos minimos destes
nutrientes foliares foram utilizados de forma mais eficiente. Por exemplo, Cuevas e Medina
(1988) evidenciaram que uma area da floresta amazénica respondeu tanto ao P como ao Ca;
Kaspari et al. (2008) observaram que o K aumenta a decomposicéo da celulose em uma floresta
de varzea. As relagdes altamente significativas (P < 0,01) entre Ve.max; Jmax € @ eficiéncia no uso
dos nutrientes (N, P, Ca, Mg, K) confirmam a importancia destes nutrientes no processo
fotossintético (ATP, NAPH). A oferta de fosforo inorgénico regula o ciclo de Calvin e o
transporte de metabdlicos e de compostos assimilados. Porém, os baixos conteudos de P afetam a
atividade especifica da Rubisco e, assim, reduz a sua eficiéncia de carboxilacdo (Lauer et al.
1989; Jia e Gray 2004), o que talvez explique a relacdo menos acentuada entre Vimax € @
eficiéncia no uso do P.

O conteudo de N por unidade de massa aumentou linearmente com o contetudo de P
(Figura 7A), resultados semelhantes também foram descritos por outros (Glsewell e Koerselman
2002; Gusewell 2004). Gusewell (2004) relata que quando muitas espécies sdo comparadas, as
concentracdes de N e P sempre se correlacionam positivamente. Ja, Niinemets e Kull (2003) nao
encontraram correlacdo entre as concentracdes de N e P em espécies que apresentaram pouca
variabilidade nos teores desses elementos. Em contrapartida, a falta de correlacdo nos teores de
Cae P, bem como Ca, Mg, K e N indicam que a absor¢do desses nutrientes ocorreram com pouca
ou nenhuma interferéncia entre eles.

O efeito da irradiancia no sub-bosque na eficiéncia no uso do N e P (Figura 8) mostra que

mesmo sutis mudancas na intensidade de luz no sub-bosque da floresta podem contribuir para a
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melhor eficiéncia desses nutrientes na folha. Isto esta de acordo com Poorter e Evans (1998) que
observaram maior eficiéncia no uso de N em alta irradiancia. A falta de correlacdo entre N, P e a
irradiancia e a relacdo positiva entre as taxas fotossintéticas (Apot-area; Apot-mas) € @ irradiancia
confirmam que na faixa de intensidade de luz observada no sub-bosque (0,4 a 0,1 mol m? dia™) a
fotossintese é fortemente influenciada pelos baixos niveis de luminosidade.
CONCLUSOES

1. No sub-bosque da floresta os teores de N e P foliar estdo correlacionados e a elevada
relagdo N/P (18-30) e os baixos teores foliares de P (0,54 mg g™) sugerem que nas espécies
estudadas as taxas de fotossintese tem maior probabilidade de ser limitada pelos teores de P do
que pelos teores de N.

2. O nivel de irradiancia parece ser um fator limitante para a melhor eficiéncia no uso do
N e P, o que reflete nas taxas de fotossintese.

3. O crescimento das plantas ndo foi influenciado pelas variacdes na luminosidade,
indicando que a fracdo de céu visivel do dossel da floresta ndo foi grande o suficiente, o que

limitou as plantas estudadas a micrositios similares com baixa luminosidade.
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SINTESE

Com a intensificacdo dos estudos sobre mudancas climéaticas globais, cada vez se faz
necessario identificar quais processos influenciam o crescimento e desenvolvimento de espécies
arboreas de florestas primarias da Amazonia, estudando sua capacidade de estocar carbono
(biomassa) ou liberar carbono pra atmosfera. Para isso, tornam-se necessario estudar as
informacdes pertinentes as variaveis fisiologicas em folhas individuais, tais como a condutancia
estomatica, fotossintese, aspectos bioquimicos da folha (velocidade méaxima de carboxilagdo da
Rubisco - Vc.max € a taxa maxima de transporte de elétrons - Jnax) € as caracteristicas foliares em
espécies florestais nativas da Amazonia.

Desta forma, nesta tese investigou-se como a condutancia estomatica e a fotossintese séo
influenciadas pelos ciclos circadianos em condi¢6es de luminosidade continua em cinco espécies
florestais na fase juvenil da Amazonia Central. Os objetivos principais foram os seguintes:

% Investigar o comportamento dos estdmatos e fotossintese durante o ciclo circadiano sob luz
continua em arvores na fase juvenil em condicdes de sub-bosque.

% Determinar o efeito do horario do dia na velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco
(Ve-max) € Na taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax)-

% Determinar como V¢.max € Jmax S80 influenciados pela luminosidade no entorno da folha.

% Determinar as relacdes entre 0 ambiente luminoso e as caracteristicas foliares (espessura,
area foliar especifica) e a fotossintese.

% Determinar o efeito dos contetdos de nutrientes da folha e a eficiéncia no uso dos
nutrientes nas taxas fotossintéticas, Ve-max € Jmax-

% Determinar o efeito da luminosidade no sub-bosque no contetdo de nutrientes, eficiéncia
no uso dos nutrientes e crescimento das plantas.

O diferencial deste trabalho foi superar as grandes dificuldades nas medicGes da
condutancia estomatica (gs) e fotossintese (A) durante ciclos circadianos (dia e noite). Uma vez
que a maioria dos estudos avaliam esses parametros (gs, A) em &rvores tropicais em condigdes
estaticas durante apenas alguns horarios do dia. Além disso, a determinacdo de como 0s ritmos

circadianos influencian gs e A em espécies de arvores de dossel em condi¢des de sub-bosque na
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floresta Amazonica é de fundamental importéncia para o entendimento de como esse ecossistema
pode contribuir com o balanco global do carbono, pois 0s modelos climéaticos que prognosticam a
capacidade de fixacdo de carbono pelas florestas tém como ponto de partida as taxas de
fotossintese, as quais sdo dependentes do funcionamento estomatico e das caracteristicas
bioquimicas da folha (Vc-max € Jmax)

Para estudar esses objetivos esta tese foi divida em trés capitulos principais (que sdo
apresentados no formato de artigo cientifico). O primeiro capitulo demonstra como o
funcionamento dos estdmatos e fotossintese respondem a exposicdo continua a luz num ciclo
circadiano em cinco espécies florestais na fase juvenil nativas da Amazonia. Verificou-se maiores
valores de gs, A e @ antes de 14:00 h. Esses trés parametros diminuiram até o final da tarde e
noite, atingindo o estado estacionario em torno de meia-noite. O processo de reabertura
estomatica (inferida pelo aumento nos valores de gs) comecgou pds a meia noite (01:00 e 02:00 h),
num periodo em que foram registrados os menores valores de temperatura. As temperaturas mais
baixas apds a meia-noite deveria ocasionar o fechamento, em vez de abertura dos estomatos. A
reabertura estomatica no inicio da madrugada sugere o envolvimento de fatores enddgenos
(relégio circadiano) no funcionamento estomatico. Nas plantas de sub-bosque a abertura ritmica
dos estobmatos confere melhor aproveitamento no uso da luminosidade durante o dia e
simultaneamente pode levar a um aumento da assimilacdo de CO,. Embora tenha sido observados
ritmos circadianos nos movimentos estomaticos em varias espécies de plantas, este estudo é
pioneiro em documentar o funcionamento dos estbmatos sob luz continua em espécies florestais
da Amazdnia na fase juvenil.

No segundo capitulo foi determinado como parametros fotossintéticos (Vc-max € Jmax)
respondem a luminosidade, temperatura e as varia¢fes diurnas no ambiente fisico. Observou-se
também, o efeito da luminosidade nas caracteristicas foliares (espessura e AFE) e capacidade
fotossintética (Apor). Os resultados mostram que o aumento da irradiancia no sub-bosque e da
temperatura foliar levou a maiores valores de Amax, Apot, Ve-max € Jmax. Entretanto, o horario do dia
ndo teve efeito significativo em Vcmax € Jmax, Sugerindo que esses parametros fotossintéticos
estejam associados a fatores difusivos bem como a fatores que influenciam a Rubisco, tais como a
ativacdo da enzima. Também, foi verificada relacdo positiva entre luminosidade e espessura
foliar, assim como entre espessura, AFE e Ay, isto confirma que pequenas variagdes na
luminosidade influenciam significativamente a fisiologia e anatomia da folha (espessura foliar).

No terceiro capitulo foi investigado o efeito dos contetdos de N e P foliar e a eficiéncia no
uso dos nutrientes (N, P, Ca, Mg e K) nos parametros fotossintéticos em cinco espécies florestais

da Amazbnia Central. Determinou-se também o efeito da luminosidade no sub-bosque no



88

conteido de N e P foliar, na eficiéncia no uso do N e P, taxas de fotossintese e o crescimento das
arvores juvenis. Os resultados mostram que Apst, Ve-max € Jmax da folha foram responsivos a
eficiéncia no uso dos nutrientes (N, P, Ca, K, Mg). Foi observado que em comparacdo ao N, 0s
baixos conteudos de P foliar e a alta relagdo N/P levam a sugerir que o P tem maior chance de ser
elemento limitante nas espécies estudadas. Além disso, a luminosidade no sub-bosque pode
contribuir para a melhor eficiéncia no uso do N e P. Além disso, a media do crescimento em
altura de 80 mm ano™ indica que as arvoretas utilizadas no estudo (1 a 3 m) podem levar em torno
de 400 a 500 anos para atingir o dossel da floresta, assumindo uma taxa de crescimento constante.

Os resultados aqui apresentados indicam fortemente a necessidade de mais estudo sobre o
papel dos ritmos circadianos no funcionamento dos estdmatos e assimilacdo de CO, em espécies
florestais da Amazonia Central. Pesquisas futuras devem se concentrar em elucidar a influéncia
dos ritmos circadianos no desempenho estomatico das plantas sob estresse hidrico, pois alguns
modelos climéaticos globais prognosticam um aumento do periodo de seca para esta regido da

Amazonia.
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