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SARAIVA, G.F.R.. INFLUENCIA DO USO DE TELAS DE SOMBREAMENTO
COLORIDAS (AZUL,VERMELHA E PRETA) NA FISIOLOGIA DA PRODUCAO
DE MUDAS DE GUANANDI (Calophyllum brasiliensis) 2013. 55P. DISCERTACAO
(MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - As florestas tém um papel fundamental na ciclagem do carbono e, em
conseqliéncia, nos processos de mudancas climdticas. O crescimento e a produtividade de
mudas podem ser influenciados pelas taxas de transpiracdo e assimilagdo fotossintética.
Atualmente, sabe-se que, com o aumento da radiacdo, tanto a luz vermelha quanto a azul
influenciam a abertura estomdtica e, consequentemente, a taxa fotossintética. Entretanto, ha
maior eficiéncia da luz azul do que a luz vermelha na estimulacdo da abertura estomatica.
Tendo em vista a necessidade de uma melhoria na producdo e qualidade de mudas de
esséncias nativas, torna-se imprescindivel o estudo cada vez mais detalhado dos processos
envolvidos, além de buscar novas tecnologias. Nesse sentido, este trabalho busca avaliar a
influéncia de telas de sombreamento coloridas (azul, vermelho e preto), no desenvolvimento
inicial e fisiologia em mudas de Calophyllum brasiliensis, que é uma espécie secundaria tardia
a climax. O trabalho foi realizado nos Departamentos de Botanica do Instituto de Biociéncias e
Departamento de Ciéncias Florestais da FCA, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Botucatu-SP. O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualisado com
quatro tratamentos, cada um contendo 80 unidades amostrais. Os tratamentos foram
determinados da seguinte forma: mudas sem tela de sombreamento (pleno sol), mudas
cobertas com tela de sombreamento a 50% azul, vermelha e preta. As avaliagdes foram feitas
aos 120, 150 e 180 dias ap6s o transplante para o viveiro (DAT), sendo selecionadas algumas
mudas de cada tratamento, e, em cada uma, o segundo par de folhas, totalmente expandido
foi amostrado para realizacdo de medidas de fotossintese e emissdo de fluorescéncia da
clorofila, juntamente com analises biométricas, de pigmentos, analise bioquimica e, utilizando
o Indice de qualidade de Dickson (IQD), foi avaliado qual tratamento proporcionou mudas de
melhor qualidade. As mudas cultivadas a pleno sol apresentaram melhor desenpenho em
todas as caracteristicas biométricas, na taxa de assimilacdo de CO, e, principalmente, na
atividade da enzima nitrato redutase, que auxiliou na aclimatagdo das mudas, tornando o
tratamento a pleno sol o que apresentou as mudas com melhor qualidade segundo o 1QD.

Palavras-chave: Trocas gasosas, sombreamento, telas coloridas, mudas, aclimatagéo, nitrato
redutase.



SARAIVA, G.F.R. INFLUENCE OF USE OF SCREENS FOR COLORED
SHADE (BLUE, RED AND BLACK) IN PHYSIOLOGY OF SEEDLING
PRODUCTION OF GUANANDI (Calophyllum brasiliensis) 2013. 55P.
DISCERTA(}AO (MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

ABSTRACT: Forests play a key role in the cycling of carbon and, consequently, in the
processes of climate change. The growth and productivity of seedlings can be
influenced by the rates of transpiration and photosynthetic assimilation. Currently, it is
known that with increasing irradiation, both light blue to red as stomatal aperture and
cause an increase in photosynthetic rate. However, there is greater efficiency of light
blue on the red light in stimulating stomatal opening. Given the need to improve the
production and quality of native species seedlings, it is essential to study increasingly
detailed the processes involved, and seek new technologies. Thus, this work seeks to
observe the influence of shade screens colored (blue, red and black), the initial
development and physiology in the seedlings Calophyllum brasiliensis, late secondary
species will climax. The work was performed in the Department of Botany, Institute of
Biosciences and Department of Forest Sciences FCA, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu-SP. The statistical design will be in four blocks, each containing 80
sample units of each treatment (without shade cloth seedlings, saplings covered with
blue screen, red and black). Assessments are made at 120, 150 and 180 days after
transplantation in the nursery (DAT), with some selected seedlings from each
treatment, and each of the second pair of leaves fully expanded, was subjected to
controlled chamber infrared gas analyzer (IRGA LI 6400, Licor) for performing
measurements of photosynthesis and chlorophyll fluorescence emission, along with
biometric analysis, analysis of pigments, and biochemical analysis using the Dickson
guality index (IQD) to determine which treatment provided best seedlings. Seedlings
grown in full sun had advantages in all biometric characteristics, assimilation rate and
especially the role of the enzyme nitrate reductase, which helped the acclimation of
plants making treatment in full sun which presented the seedlings with best quality
according to the 1QD.

Keywords: Gas exchange, shading, color screens, seedlings, acclimation, nitrate

reductase.



Introducéo

Os projetos de reflorestamento em areas degradadas ja ocorrem no Brasil em
diversas escalas e com varias finalidades; muitas instituicdes tém demandado atencdo e
dinheiro nessa atividade, como empresas de varios setores, organizacdes e, inclusive, o
meio académico, os quais atuam visando obter reparos ambientais, atendimento da
demanda de matéria-prima para industrias, melhora na qualidade de producdo e até a
participacdo em um futuro mercado do carbono (SCARPINELLA, 2002).

Os programas publicos e privados que desenvolvem o setor de producéo de
mudas no Brasil destinam poucos recursos e investimentos na produgdo de mudas
nativas, com fins conservacionistas e de reflorestamento, principalmente aquelas para
recuperacdo de matas ciliares e areas degradadas. Isso porque, as maiores parcelas do
setor se atem a producao de esséncias exdticas (eucalipto e pinus), que sao utilizadas em
programas de reflorestamento monoespecifico e na producgdo de papel e celulose, setor
esse muito rentavel nos dias atuais, o que explica a maior atencdo a ele destinada
(GOMES, 1996).

Dentre as vantagens de se utilizar espécies nativas, podemos citar: a contribuicéo
para a conservagdo da biodiversidade regional, protegendo, ou expandindo as fontes
naturais de diversidade genética da flora em questdo, e da fauna a ela associada,
podendo, também, representar importantes vantagens técnicas e econdmicas devido a
proximidade da fonte de propagulos, facilidade de aclimatacdo e perpetuacdo das
espécies (OLIVEIRA-FILHO, 1994).

Os sistemas de producdo de mudas vém se tornando cada vez mais técnicos,
visando aumento de produtividade e qualidade das mudas. Eles atendem,
principalmente, aos grandes empreendimentos, 0s quais possuem mais capital e acesso a
tecnologia, fazendo, assim, com que 0s pequenos produtores ndo tenham acesso a essa
tecnologia, o que dificulta a execucdo de plantagdes florestais e programas corretos de
reflorestamentos em pequenas propriedades (MATTEI, 1993).

A demanda cada vez maior por mudas de espécies florestais a um menor custo
fez com que a qualidade das mudas fosse relegada a segundo plano. A melhoria nas
técnicas de producédo de mudas € uma préatica em franca expansao e vem mostrando sua
importéncia na evolucdo da producao silvicultural brasileira (GOMES et al.,1991).

A fotossintese € um processo de fundamental importancia para todos os vegetais,
pois através dele as plantas conseguem obter a energia que precisam para processos

vitais e reprodutivos que demandam energia. Em virtude disso, a qualidade e a
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intensidade da luz séo fatores ambientais que podem influenciar diretamente nas trocas
gasosas, e em diversos processos e vias metabdlicas nas plantas (COSTA &
MARENCO, 2007).

Em virtude de seu estilo séssil de vida, as plantas tém uma capacidade muito
grande de perceber e responder a mudancas na composicdo da luz do ambiente. Para
isso utilizam-se de sinalizadores biologicos que promovem determinados padres nas
reacOes quimicas ocorridas no metabolismo vegetal, os quais respondem a quantidade e
qualidade da luz, representadas pela irradidncia e comprimento de ondas,
respectivamente (ALMEIDA & MONDSTOCK, 2001).

No entanto, nem todos os comprimentos de onda da luz visivel (400 a 700 nm)
sdo importantes para que ocorra uma resposta da planta em decorréncia da modificagéo
do espectro de luz. H& uma maior eficiéncia da luz azul (500 nm) em relagdo a luz
vermelha (700 nm) na estimulagdo da abertura estomética. 1sso se deve as células-
guarda possuirem um fotorreceptor especifico para luz azul (ASSMANN &
SHIMAZAKI, 1999), contribuindo para melhor desempenho fotossintético por parte da
planta, pois a fotossintese liquida final pode ser alterada se houverem modifica¢des nas
concentragfes dos substratos iniciais da reacdo, sendo o gas carbénico um dos
principais deles. Existem também os fitocromos que respondem a radiacdes na
frequéncia do vermelho, promovendo ajustes morfoldgicos e fisioldgicos (LI et al.,
2000), causando alteracBes em Grgdos vegetativos, reprodutivos e de armazenamento
(FRANKLIN & WHITELAM, 2005).

A luminosidade é um dos fatores fisicos mais importantes no controle do
desenvolvimento de plantulas de espécies arbdreas em florestas tropicais imidas (LEE
et al. 1997). Ao nivel do solo as condi¢des de luz sdo extremamente varidveis, pois ha
uma atenuacdo e modificacdo da radiacdo através dos vérios estratos da cobertura
vegetal, e isso leva a uma grande plasticidade por parte das plantas em relacdo &
variacdo de luminosidade, caracteristica que € inerente a cada espécie e pode ter um
papel fundamental na sobrevivéncia em ambientes diversos e heterogéneos, como o
encontrado nas florestas tropicais (PETIT et al. 1996).

O sombreamento no processo de produgdo de mudas é necessario, pois 0 excesso de
radiacdo pode diminuir drasticamente a capacidade fotossintética das mudas,
contribuindo para a ocorréncia de fotoinibicdo (KITAO et al., 2000). Os danos
fotoinibitorios estdo, sobretudo, relacionados com mudancas nas propriedades fisico-

guimicas das membranas dos tilacoides e também por desvios na cadeia de transporte de



elétrons. Estes fatores provocam reducdo do rendimento quéntico do fotossistema Il
(FSII), aumento da dissipacao da energia nao-fotoquimica e diminuicdo da eficiéncia de
carboxilacdo (GILMORE & GOVINDJEE, 1999).

Sabendo-se isso, muitos pesquisadores e produtores de mudas tém optado pela
utilizacdo de telas de sombreamento coloridas, principalmente nas cores azul, vermelho
e preto em diferentes taxas de transmitancia, fazendo com que desta forma, o
comprimento de onda e a quantidade de energia incidente sejam alterados em beneficio
das plantas. Essas telas sdo hoje comercializadas em toda parte e, segundo varios
estudos, elas podem proporcionar respostas variadas conforme a espécie vegetal e o tipo
de produto explorado.

Baseado nisto, faz-se necessario o estudo da utilizacdo de telas coloridas no
sombreamento de mudas de espécies nativas, para obter-se melhor desempenho na
producdo e maior sucesso no plantio destas, que sédo de extrema importancia nos

processos de reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas.

Objetivos

e Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do uso de telas de
sombreamento preta e colorida (azul e vermelho) comparadas ao ambiente de pleno sol,

na producdo e fisiologia de mudas de Guanandi (Calophyllum brasiliensis).

e Objetivos especificos

Foram avaliados, a fim de se averiguar o sucesso de cada tratamento, as trocas
gasosas foliares, a fluorescéncia da clorofila a, a biometria das mudas, os teores totais
de pigmentos foliares e analise bioguimica, podendo assim determirnar o tratamento

que resultou em mudas de Guanandi de melhor qualidade.



2. Revisao de Literatura

2.1 Influéncia da luminosidade

Apenas 5% da energia total que incide na superficie terrestre é aproveitada pelas
plantas para formacdo de carboidratos, o restante é emitida em comprimentos de ondas
maiores, perdida na forma de calor e refletida (TAIZ & ZIEGER, 2009). Sendo assim,
verifica-se que 1,3% da radiacdo incidente ao topo da atmosfera é utilizada pelas plantas
para a fotossintese ¢ “apenas” essa fracao da energia da luz é responsavel por toda a
vida na terra.

A produtividade vegetal € diretamente influenciada por caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas dos 6rgdos fotossintetizantes, conhecidos como fonte, e dos
6rgdos consumidores dos produtos fotossintetizados, conhecidos como dreno. Os
fotoassimilados constituem mais de 90% da massa seca da planta, sendo uma parte
utilizada durante o crescimento e desenvolvimento da planta e outra parte € oxidada na
respiracéo celular, servindo como fonte de energia para o crescimento e funcionamento
dos processos bioldgicos (POPQV et al., 2003).

As caracteristicas e condicdes ambientais influenciam diretamente as taxas
metabolicas das plantas e assim determinam as taxas e proporcdes da fotossintese e
respiracdo, que significam ganhos e perdas no balanco das trocas gasosas,
respectivamente, levando assim a exercer uma influéncia direta na produtividade
bioldgica e econdbmica dessas plantas, visto que a fotossintese liquida é um 6timo
indicador da taxa de assimilacdo de carbono por um organismo fotossintetizante
(POPQV at al., 2003).

A fotossintese € um processo vital as plantas, sendo um processo de extrema
eficiéncia na conversdo de matéria inorganica em matéria organica, utilizando-se da
energia fornecida pelo ambiente. Para que seja cada vez mais eficiénte, as plantas tém
mecanismos de fotoresposta como o movimento dos cloroplastos nas células em
respostas a variacdo da luz, buscando um melhor posicionamento, e a abertura e
fechamento dos estdmatos para que ocorra uma melhor absorcdo de CO; ou reducao na
perda de dgua (KAWAI et al., 2003). Os poros estomaticos permitem a troca de vapor
de &gua entre a planta e a atmosfera, sendo importantes no processo de transpiracao e
fotossintese (VAVASSEUR & RAGHAVENDRA, 2005).



As células-guarda dos estdmatos apresentam uma sensibilidade muito refinada
para uma infinidade de sinais ambientais e endogenos, 0s quais incluem temperatura,
umidade, quantidade de &gua na planta, CO, e principalmente a luz. Por isso hd um fino
controle sobre a abertura estomatica para que ndo ocorra perda excessiva de agua pela
planta, ou que ela fique privada de CO,, fatores esse que prejudicariam a capacidade
fotosintética da planta (ASSMANN & SHIMAZAKI, 1999).

A luz tem influéncia direta na modulagdo de diversas enzimas estromais que
estdo ligadas ao transporte de elétrons e fixacdo do CO,, tais como a rubisco, Frutose-
1,6-bifosfato fosfatase, ribulose-5-fosfato quinase, NADP-gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, entre outras, e essa modulacdo da luz fornece uma chave tipo liga-
desliga para essas enzimas-chave do ciclo de Calvin (TAIZ & ZEIGER, 2009).

O estudo da luminosidade e a sua relagdo com a fotossintese é fundamental para
avaliacdo do potencial das espécies arboreas e a sua utilizacdo comercial e em
programas de reflorestamento, pois a disponibilidade e qualidade da luz constituem
fatores importantes e criticos para o desenvolvimento da planta. O crescimento e a
forma com que a planta se adapta aos diferentes ambientes luminosos ao longo do
tempo se relaciona com a sua eficiéncia metabolica em se capturar e converter a energia
e isso esta associado, entre outros fatores, aos teores de pigmentos e enzimas foliares
(ALMEIDA et al., 2004). Os teores de clorofila e carotendides nas folhas séo utilizados
para estimar o potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a
absorcdo e transferéncia de energia luminosa e ao crescimento e a adaptacao a diversos
ambientes.

A luz é primordial para o crescimento e desenvolvimento dos vegetais, ndo so
por fornecer energia através da fotossintese, mas também por fornecer sinais que
regulam seu metabolismo por meio de receptores sensiveis a luz a diferentes
intensidades, qualidade espectral e estado de polarizacdo. Dessa forma, qualquer
modificacdo no nivel de luminosidade aos quais uma espécie estd aclimatada, pode
condicionar diferentes respostas fisiologicas em suas caracteristicas bioquimicas,
anatomicas e de crescimento (ATROCH et al., 2001).

A importancia de se estudar espécies arboOreas estd muito relacionado ao
ambiente em que vivem. Por exemplo, em um ambiente de clareira a variacdo da
irradiancia depende, entre outros fatores, da posi¢édo do sol, altura das arvores que estéo
ao redor e dinamica de passagem das nuvens, apresentando uma faixa de variacao que

vai de 25 a 2.300 umol fotons m™? s a0 longo de um dnico dia, enquanto que a



irradiancia em um subbosque € predominantemente baixa e difusa, com pontuacfes de
faixas de luz através das copas das arvores (Chazdon et al.1996). Por isso 0 uso
eficiente da luz pode ser uma caracteristica fundamental para propiciar as plantas
vantagem competitiva entre populagdes no que se refere ao maior aproveitamento da
transformacédo de energia luminosa em energia quimica, tendo assim uma importante
vantagem evolutiva.

Assim, ao longo de um gradiente de regeneracdo de clereiras, a utilizagéo
fotossintética da luz é um componente fundamental para a distribuicdo das espécies, e
essa fato nos ajuda a grupar as espécies em grupos secessionais. De uma maneira geral,
as espécies que demandam mais luz, possuem uma alta taxa de crescimento e altos
valores de fotossintese méaxima, sendo consideradas pioneiras. E por outro lado, existem
espécies mais tolerantes ao sombreamento, com taxas fotossintéticas mais baixas, estas
sdo classificadas como espécies intermedidrias ou secundarias (Strauss-Debenedeti &
Bazzaz 1996).

2.2 Aclimatacao

O Pesquisador polonés Daniel Arnon nunca deixou de admirar e se encantar com
o ‘“grande projeto da fotossintese”, seja através de suas proprias conquistas ou de outros
pesquisadores no campo da fotossintese. Uma parte fundamental do grande projeto da
fotossintese envolve uma requintada aclimatacdo do aparato fotossintético, devido as
constantes mudangas no estimulos ambientais (Arnon, 1982).

Quando as plantas experimentam uma mudanca nas condic¢des de luz, a maioria
delas é capaz, em maior ou menor grau, de se aclimatar a mudanca ocorrida (Kitajima
1996), isso porque primeiramente elas podem mudar a fracdo de biomassa investida em
raizes, caule e folha. Em segundo lugar, elas sdo capazes de modular a area foliar por
unidade de biomassa, através de alteracBes em sua anatomia e, em terceiro lugar, elas
podem mudar o investimento relativo de nitrogénio entre 0s componentes
fotossintéticos.

As mudancas da planta como um todo em resposta ao aumento na luz consistem
em uma menor alocacgdo de biomassa para as folhas e um aumento da translocacgéo para
as raizes (Brouwer, 1962; Poorter & Nagel 2000), pois essa mudanga na alocacéo de
biomassa mantém uma taxa de transpiracdo constante por unidade de massa de raiz
(Sims & Pearcy, 1994), podendo também sustentar a maior demanda de nutrientes

necessarios para o crescimento em altas irradiagbes. No entanto, em muitos casos, a



alocacdo de biomassa em folhas ndo é particularmente sensivel ao crescimento da
irradiacdo e é um fator de importancia no que diz respeito a alteracGes da taxa de
crescimento da planta (Poorter & Nagel, 2000).

Outra mudanca ao nivel de folha, € a alteracdo da area foliar especifica (AFE),
onde uma determinada quantidade de biomassa pode ser espalhada sobre uma pequena
ou uma grande area foliar. As plantas cultivadas sob alta irradiancia geralmente
possuem as folhas grossas com uma AFE baixa (Bjorkman 1981), em parte devido ao
fato de possuir camadas extras de parénquima palicadico (Hanson, 1917). Isto aumenta
0 namero de cloroplastos e a quantidade de enzimas fotossintéticas e, portanto, melhora
a capacidade fotossintética por unidade de area foliar. No entanto, por ter mais biomassa
alocada em uma determinada &rea, 0 aumento da capacidade fotossintética das folhas
sob alta irradiancia tem um custo maiorextra para a constru¢cdo de mais tecido
fotossintetizante (Poorter & Nagel, 2000).

O ultimo estdgio de aclimatacdo ocorre no nivel celular, onde hd uma re-
alocagdo do nitrogénio entre os vdarios “pools” envolvidos na fotossintese. AS
caracteristicas mais importantes de folhas crescidas sob alta irradiacdo, comparadas com
aquelas de pouca luz sédo: menos clorofila por unidade de nitrogénio, maior razdo de
clorofila a/b , aumento na capacidade de transporte de elétrons por unidade de clorofila
e uma taxa ligeiramente maior de transporte de elétrons para a atividade da rubisco. Em
trabalhos anteriores foi demonstrado que a particdo do nitrogénio dentro das folhas
muda com o crescimento da irradiancia, de tal forma a maximizar a fotossintese (Evans
& Seemann 1989).

Durante a vida da planta, ela passa por inUmeras situaces que podem leva-la a
uma condicdo de estresse, portanto fatores relacionados a irradiancia excessiva, que
frequentemente esta associada a altas temperaturas e alta demanda atmosférica por
vapor de agua sdo causadores de estresse. O estresse é considerado um desvio
significativo nas condi¢des Otimas para a vida, e induz mudancas e respostas em todos
os niveis funcionais do organismo (LACHER, 2004).

Os estresses ambientais causados por diversos fatores, incluindo a
disponibilidade de luz, dependendo da intensidade, podem acarretar em um
desenvolvimento anormal da planta. Em contra partida, os sistemas bioldgicos possuem
uma tendéncia inerente de buscar a manutencdo de sua estabilidade, que é

compreendida como a capacidade do sistema manter sua individialidade e organizacao ,
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mesmo em face de todas as alteracGes morfo-fisiologicas que séo estimuladas pelas

variacdes do ambiente (Souza & Oliveira 2004).

2.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As chamandas espécies reativas de oxigénio (“Reactive Oxygen Species” -
ROS), ou EROs, sdo produzidas constantemente como subprodutos de varias vias
metabolicas das plantas, em diferentes compartimentos celulares de orgéos e tecidos.
Alguns representantes s&o o superéxido (O%), peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical
hidroxila (OH) que ocorrem normalmente devido ao metabolismo do oxigénio, de
modo que ao longo da vida do vegetal ha um delicado balanco entre a producédo de
EROs e a atividade do sistema anti-oxidante que os neutraliza (APEL; HIRT, 2004).

Nas células vegetais as EROs, principalmente o H,0,, sdo geradas no citosol,
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomas e espaco apoplastco (NAVROT, et al., 2007) e
ocorrem normalmente no metabolismo celular. Porém, quando acumuladas tornan-se
toxicas (QUAN et al., 2008), podendo causar danos aos componentes celulares, como
menbranas e acidos nucléicos (DIAS et al., 2007), bem como danos aos constituintes
celulares, como os lipidios das membranas, proteinas, pigmentos dos cloroplastos e
enzimas (VERMA et al., 2003). Recentes investigaces tém revelado que as EROs,
especialmente o H,O,, sdo componentes centrais de sinais de transdugdo em cascata,
envolvidos em adaptacbes a mudangas ambientais (NEILL et al.,2002b), as quais
ocorrem sob varios estresses bidticos e abidticos (NEILL et al., 2002a), podendo exibir
também uma funcdo sinalizadora nas células para os genes de protecdo celular e
participar diretamente do sistema de defesa contra infec¢bes através de efeito toxico
direto ao patégeno, ou na formacdo de precursores de polimeros de lignina e da
resisténcia sistémica adquirida (SAR) (RESENDE et al., 2003).

Para minimizar os efeitos deletérios das EROs e adequar a sua guantidade nas
células, os organismos aerobios desenvolveram um eficiente sistema defensivo
antioxidante, também conhecido como “scavengers”, constituidos por componentes
enzimaticos e ndo-enzimaticos. As defesas ndo-enzimaticas incluem as vitaminas C e E,
glutationa (GSH), B- caroteno, compostos fendlicos, tocoferdis e poliaminas. Ja o
sistema enzimatico envolve as superoxidos dismutases (SOD), catalases (CAT),

peroxidases (POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX),
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glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GSTs). (SCANDALIOS, 2005;
BLOKHINA et al., 2003). Ao lado de outros mecanismos fisiologicos, a eficiéncia do
sistema antioxidante aumenta a capacidade de tolerancia e aclimatacdo da planta, devido
a diminuigdo dos efeitos nocivos causados pelas EROs e pela participacdo desses no
sistema de defesa e protecdo da planta.

Foi observado que em varias espécies vegetais ha uma super expressdo da
atividade da enzima superdxido dismutase em resposta a diversos fatores estressantes,
sendo por isso consideradas importantes na tolerancia ao estresse, comforme Broetto et
al. (2002). A enzima superéxido dismutase (SOD) atua na primeira linha de defesa
contra a toxicidade caudada pelas EROs, catalisando a dismutacdo de radicais
superéxido (O%) em peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,), representando
assim, um dos principais mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo celular
(HASSAN, 1988). O peroxido de hidrogéneo formado nessa reacéo é, a seguir, reduzido
a agua pelas peroxidases na presenca de acido ascorbico (Bowler et al. (1992).

A SOD pode ser encontrada em trés classes diferenciadas, de acordo com o
metal presente em seu sitio ativo: 1- associada ao Cu(ll) e ao Zn(ll) (Cu/ZnSOD) que
sdo localizadas no citosol e cloroplastos; 2- associada ao Fe(lll) (FeSOD) localizadas
nos cloroplastos; e 3- associada ao Mn(lll) (MnSOD) localizadas na matriz dos
cloroplastos (SCANDALIOS, 2005).

As peroxidases e catalases sdo as mais importantes enzimas reguladoras dos
niveis intercelulares de H,0O,, e estas enzimas se encontram espalhadas por todas as
partes da planta (BLOKHINA et al., 2003).

Peroxissomos e glioxissomas sdo as organelas onde a catalase é comumente
encontrada, possuindo a capacidade de degradar rapidamente o perdxido de higrogénio
em H,O e O, tendo papel fundamental no sistema antioxidativo. As catalases séo
separadas em trés classes: as catalases da classe | sdo as responsaveis por remover o
H.0, que é produzido durante o processo de fotorrespiracdo; as da classe Il participam
do processo de lignificacdo e estdo localizadas nos tecidos vasculares; as catalases da
classe Il sdo mais comunmente encontradas nas sementes e plantas jovens e também
participam da degradacdo do H,O,, mas daqueles que séo resultantes da degradacéo dos
acidos no glioxissoma (RESENDE et al., 2003). A catalase também apresenta uma
funcdo combinada com as SODs, pois ela converte o H,O,, originado pela atividade da
SOD, em H,0 e O, (CATANEOQ, 2008).
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A catalase € uma enzima que apresenta sensibilidade a luz, a qual pode
ocasionar sua inativacdo, assim como situacdes de estresse promovidas por baixas ou
altas temperaturas; condi¢cBes que suprimem a sintese protéica também causam sua
inativagdo (CHANG et al., 1998).

As peroxidases também atuam na prevencdo e protecdo aos efeitos deletérios
causados por radicais livres e pela peroxidacdo dos lipidios (CHANG et al., 1998). Elas
participam de inumeros processos fisioldgicos da planta como lignificacdo, suberizacéo,
catabolismo da auxina, tolerancia a salinidade e mecanismos de defesa contra patdgenos
(HIRAGA et al.,2001). Desta forma, um aumento na atividade da enzima peroxidase
pode ser considerado uma acdo protetora, pois elas neutralizariam as EROs em agua e
oxigénio molecular, evitando assim a peroxidacdo dos lipidios. A POD é uma enzima
que esta envolvida em muitas reacfes metabolicas e processos fisioldgicos dos tecidos
vegetais, por isso Gaspar (1986) afirma que a peroxidase é uma molécula chave nos
processos de aclimatacdo das plantas ou de adaptacdo de alguns de seus Orgdos

separadamente, as mudancas do meio ambiente.

2.4 Nitrato Redutase

A enzima nitrato redutase (NR) é formada por duas subunidades idénticas com
trés grupos prostéticos cada (flavina adenina dinucleotideo — FAD, heme e complexo
formado por molibdénio, mais uma molécula organica chamada pterina) e esta presente
no citoplasma (TAIZ & ZEIGER, 2009).

O elemento quimico nitrogénio esta entre os principais elementos minerais, pois
junto ao Carbono, Oxigénio e Hidrogénio formam os componentes principais de
biomassa. O Nitrogénio apresenta uma intima relacdo de interdependéncia com o
processo de fotossintese, pois a energia e estrutura molecular necessarias para a
incorporagdo do nitrogénio provém do metabolismo dos carboidratos, e esse por sua vez
¢ dependente de varios compostos que contém nitrogénio, como por exemplo, as
clorofilas, que tem um papel fundamental na fotossintese (LARCHER, 2006).

O processo de assimilacdo de nitrogénio € o segundo maior processo metabdlico
nas plantas, sendo superado apenas pela fotossintese. A principal forma de nitrogénio
inorganico disponivel para a planta € o que é absorvido do solo na forma de amonio e

principalmente nitrato, elemento esse que tem uma absor¢do dependente do pH no solo,
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e sob pH baixo, a sua absorcdo é mais prejudicada que a de aménio (BUCHANAN et
al., 2000).

A nitrato redutase (NR) catalisa o processo de reducdo do nitrato (NOs3)
absorvido pelas raizes em nitrito (NO,) (LARCHER, 2006). Contudo para realizar essa
funcdo a forma mais comum da NR usa 0 NADH como doador de elétrons, mas em
tecidos ndo clorofilados ela pode utilizar tanto o NADH quanto o NADPH (YANG &
MIDMORE, 2005).

Apo6s a reducdo do nitrato para nitrito, este deve ser transportado e reduzido
rapidamente, pois o nitrito € um ion altamente reativo e potencialmente toxico para a
planta, sendo entdo tranportado do citosol para o interior dos cloroplastos (em tecidos
clorofilados) e plastideos (ndo clorofilados), onde é reduzido a amonia pela enzima
nitrito redutase (NiR), que se utiliza de uma ferrodoxina reduzida como doadora de
elétrons. Essa ferredoxina reduzida é proveniente do transporte de elétrons da
fotossintese nos cloroplastos e do NADPH formado na rota da oxidacdo das pentose-
fosfato nos tecidos aclorofilados (YANG & MIDMORE, 2005; TAIZ & ZEIGER,
2009). Esse ambnio que é produzido é incorporado em moléculas organicas, como
aminoacidos e nucleotideos, por meio da acdo conjunta de outras duas enzimas, a
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) (LARCHER, 2006).

A producéo da enzima nitrato redutase é muito rapida e ocorre de acordo com as
necessidades da planta, sendo que o nitrato, a luz e os carboidratos interferem na sua
traducéo e transcricdo (TAIZ e ZEIGER, 2009). A sua atividade varia de acordo com a
fase de vida da planta, possuindo maior atividade em 6rgdos de crescimento, durante a
fase jovem, visto que esses requerem uma grande quantidade de N.

As alteragBes diérias na fotossintese interferem na expressdo e atividade da
nitrato redutase, variando de acordo com o dia e com a noite, sendo que, geralmente,
possui um pico de producdo no final da noite e nas primeiras horas do dia. Para um
grande numero de espécies, mesmo se elas forem colocadas em condi¢des de luz
constante, as oscilacdes circadianas da atividade da nitrato redutase permanecerdo por
aproximadamente 24 horas, indicando que esse ritmo é enddgeno (YANG &
MIDMORE, 2005). A citocinina tambeém estimula a produgdo de nitrato redutase, além

de ser regulada pelas alternancias entre luz e escuro (LARCHER, 2006).
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2.5 Teor de Pigmentos

Dos pigmentos que se encontram nas folhas das arvores, merece principal
atencdo a clorofila, pela funcdo essencial que desempenha na fotossintese e no
crescimento das plantas (Kramer & Kozlowski, 1979). Este parametro é freqlientemente
utilizado por pesquisadores para estimar a eficiéncia fotossintética das plantas e,
conseqlientemente, seu reflexo sobre o crescimento e adaptabilidade delas aos diversos
ambientes (Engel, 1989 e Carvalho, 1996). Embora ocorram varios tipos de clorofila
nos vegetais verdes, séo a clorofila a e a clorofila b que tém a maior importancia. A
estrutura de ambas é basicamente a mesma, porém, a clorofila a é de ocorréncia
generalizada em todas as células fotossintetizadoras e desempenha um papel
fundamental no processo de bioconversdo de energia. Enquanto que, 0S outros
pigmentos, entre eles a clorofila b, sdo chamados pigmentos acessorios e estdo
associados a transferéncia de energia para o processo fotossintético (Magalh&es, 1979).
A presenca de clorofila b em quantidades relativamente grandes nas plantas umbrofilas
é justificada pelas suas caracteristicas de absorcao, cujos picos maximos (453 e 643 nm)
aproximam-se mais da regido do verde comparados com a clorofila a (430 e 660 nm).

Os carotendides protegem as plantas contra processos fotooxidativos potencialmente
nocivos. S&o componentes essenciais da estrutura das antenas dos fotossistemas. Alguns
destes compostos sdo precursores de acido abscisico (ABA), uma fitohormonio que
modula processos de desenvolvimento e de estresss nas plantas (Koornneef, 1986).

As antocianinas tembém possuem um papel muito importante nos vegetais, pois
estudos recentes tém fornecido suporte tanto para a perspectiva de que elas
desempenham muito mais que um papel benéfico nas plantas, além de atuarem como
pigmento acessorio dando cor a folhas e frutos. Estudos sugerem que as antocianinas
podem conferir um grau significativo de protecdo contra danos fotoxidativos causados
pela luz, agindo também como antioxidantes e atenuadores de luz (Neill et al ., 2002;
Pietrini et al ., 2002; Neill & Gould, 2003) .

2.6 Producéo de mudas

Nos ultimos anos os viveiros florestais evoluiram significativamente, buscando
racionalizar a produgdo de mudas através da melhoria das condigdes de trabalho dos
funcionarios, aumento dos rendimentos operacionais e principalmente melhorando a

qualidade fisiologica das mudas. Um dos principais problemas encontrados pelos
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viveiristas ou produtores de mudas florestais € determinar os fatores que aumentem a
sobrevivéncia e melhorem o desenvolvimento inicial das mudas no campo e na fase de
viveiro, assim como as caracteristicas fisiologicas das plantas que melhor se
correlacionam a essas variaveis.

A importéncia de se produzir mudas mais vigorosas € que elas tém uma maior
chance de sucesso no estabelecimento nas condi¢fes de campo, bem como o fato de
maximizar o seu crescimento ao diminuir tempo de transplante. Ha varias maneiras de
se alcangar mudas mais vigorosas de maneira prética, rapida e facil, apenas observando-
se parametros morfoldgicos (Fonseca et al., 2002) ou realizando anélises do crescimento
em mudas sob diferentes condi¢des de luminosidade, nutrientes e agua.

A luz, por ser uma fonte priméria de energia relacionada a fotossintese (Campos
& Uchida, 2002) e fendmenos morfogenéticos (Taiz & Zeiger, 2009), € um dos
principais fatores que influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais.
Todas as plantas tem uma habilidade muito grande para modificar o seu modelo de
desenvolvimento em resposta ao ambiente luminoso (Holt, 1995). Contudo a natureza e
intensidade da resposta morfogénica pode variar consideravelmente entre espécies de
acordo com a capacidade de aclimatacdo e a dependéncia da quantidade ou qualidade da
luz (Groninger et al., 1996; Taiz & Zeiger, 2009). Desta forma, a eficiéncia do
crescimento pode muito bem ser relacionada a capacidade de adaptacdo das mudas as
condicBes luminosas do ambiente, sendo o crescimento ideal de algumas espécies em
ambientes com baixa ou alta luminosidade, atribuido a plasticidade da espécie em
ajustar repidamente seu modelo de alocacdo de biomassa e comportamento fisiologico
(Dias-Filho, 1999).

Nos programas de povoamentos florestais, a qualidade das mudas usadas é fator
preponderante para 0 sucesso ser alcangado, por isso busca-se sempre produzir mudas
em grandes quantidades, mas que possam superar as adversidades do ambiente apds
plantio no campo e atingir altos percentuais de sobrevivéncia. Na natureza, a resposta
das mudas varia em relacdo a luminosidade, e por ser uma fonte primaria de energia
relacionada a fotossintese, a luz no ambiente de viveiro influencia o crescimento das
mudas e, para muitas espécies, ainda ndo sdo conhecidas as suas condi¢fes 6timas de
cultivo.

A taxa fotossintética da planta é diretamente afetada pela luz, por meio de sua
intensidade, qualidade e periodo de exposicdo, mas , a intensidade constitui o fator de

maior relevancia, pois quando acima de um limite adequado a planta, prejudica a
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fotossintese, pois causa mudancas morfologicas e fisiologicas, que levam a uma
fotoinibicao da planta (Moraes Neto et al., 2000).

O grau de plasticidade em relacdo a variacao de luz inerente a cada espécie, pode
ter papel fundamental na sobrevivéncia de plantas em ambientes heterogéneos e
variaveis, como o das florestas tropicais, e pode explicar diferencas na distribuicao
ecologica e geografica das espécies (Petit et al. 1996). Assim posto, a melhor qualidade

de uma muda pode ser alcangada de maneira diferente para cada espécie.

2.7 Guanandi (Calophyllum brasiliensis)

Arvore nativa do Brasil, o0 Guanandi (Calophyllum brasiliensis) foi a primeira
espécie a receber o titulo de “madeira de lei” no pais, em 1835; sua madeira ainda é
pouco utilizada no Brasil, em contraste com sua popularidade em outros paises da
América do Sul e Caribe, podendo esteticamente substituir o mogno (Swietenia spp.) e 0
cedro (Cedrela spp.) (CARVALHO, 2011).

O Guanandi ocorre do México até a América do Sul tropical, desde o nivel do mar
até 1500m de altitude; no Brasil é encontrada na Amaz6nia, no Cerrado e na Mata
Atlantica, desde o Estado do Amazonas até Santa Catarina. Na Amazonia, é
freqlientemente observada nas varzeas e igap0s. Ja nos cerrados, habita as matas de
galeria.

Essa espécie cresce bem em solos aluviais, argilosos, silico-argilosos ou arenosos,
acidos (pH 4,5-6,0), e apresenta excelente adaptacdo tanto a ambientes encharcados
quanto a locais secos. Sua madeira possui boa durabilidade e resisténcia, 0 que permite
seu uso na construcdo civil e naval, na producdo de cabos de ferramentas, méveis finos,
dormentes, pontes, postes, chapas, ldminas faqueadas decorativas, barris para depdsito
de vinhos e em trabalhos gerais de carpintaria e marcenaria.” (LORENZI , 2002).

E considerada uma espécie secundéria/intermediaria tardia (DURIGAN &
NOGUEIRA, 1990) ou climax tolerante a sombra (RONDON NETO et al., 1999).
Apresenta regeneracdo natural abundante na sombra, mostrando ser uma espécie que
estd em expansdo em matas que ndo sofrem pressdo antropica (KAWAGUICI &
SCHIAVINI, 1995). Na producdo de mudas de Guanandi, recomenda-se usar
sombreamento com 50% de intensidade luminosa, na fase de viveiro (CARVALHO,
1996).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no viveiro de mudas do Departamento de Ciéncias
Florestais da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) de Botucatu, que possui
Latitude 22°52'47" S, longitude 48°25'12" W e a altitude média de 810m, com um clima

CfB transicao para CwB, de acordo com sistema de classificacdo climatico de Koppen.
3.2 Delineamento Experimental

Para a realizagdo do experimento, as sementes de Guanandi foram coletadas de um
unico individuo adulto e saudavel, na area da fazenda experimental Lageado, da FCA-
UNESP, em de 2011. As sementes foram preparadas e colocadas para germinar em casa
de germinacdo, sob umidade e luminosidade controladas.

Ap6s o inicio da germinacdo as sementes foram transferidas para os tubetes de 250
cm® com o substrato comercial Plantmax®, onde permaneceram na casa de germinagao
até o surgimento do primeiro par de folhas verdadeiras e logo apos foram transferidas
para o viveiro e colocadas sob malha de sombreamento (50%) para garantir que desde o
inicio todas estivessem sobre a mesma condicao de luminosidade.

No viveiro, as mudas foram divididas em 4 tratamentos com 4 repeti¢fes possuindo
10 plantas Uteis cada. Os tratamentos foram: malhas de sombreamento preta 50%, azul
50%, vermelho 50% e o controle a pleno sol, onde permaneceram pelo periodo de 180
dias ap6s o transplante para o viveiro (DAT). As mudas foram regadas no minimo 3
vezes ao dia para garantir a disponibilidade de agua e ndo receberam nenhum tipo de
adubacdo especial, para garantir que a Unica variavel entre os tratamentos fosse a

qualidade da luz.
3.3 Trocas Gasosas

As avaliagOes de trocas gasosas foram realizadas das 09:00 as 11:00 horas da

manhd, utilizando-se equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de
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CO, e vapor d’agua por radiacdo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”,
modelo LI-6400, LI-COR).

As medidas foram calculadas a partir da diferenca entre a concentracdo de CO, e
vapor d’agua do ar da referéncia (valor presente na camara sem a folha) e da amostra
(valor com a folha presente na camara), obtendo-se as concentragdes de vapor d’agua e
CO;, que foram liberados (transpiracdo — vapor d’agua) e assimilados (assimilacdo de
CO,) pelos estomatos das folhas.

Para as avaliagdes foram selecionadas 8 plantas de cada tratamento, as quais
foram escolhidas e padronizadas as segundas folhas totalmente expandidas.

A concentracdo de CO, de referéncia utilizada durante as avaliacbes foi a
presente no ambiente, a qual variou de 380 a 400 pmol CO, mol™ de ar. A fim de
homogeneizar as repeticdes, a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA), foi gerada por um diodo emissor de luz acoplado a camara de amostragem de
torcas gasosas, padronizando a luminosidade que estava presente no ambiente em cada
periodo de avaliacdo, para que todas as plantas estivessem sob as mesmas condicdes de
luz. Durante as avalia¢Oes, foram coletados dados de temperatura e umidade relativa do
ar utilizando o proprio medidor de trocas gasosas.

As caracteristicas de trocas gasosas analisadas foram: taxa de assimilacdo de
CO; (A, pmol CO, m? s™), taxa de transpiracdo (E, mmol vapor d’agua m? s?),
condutancia estomatica (gs, mol m?s™) e concentracdo interna de CO, na folha (Ci,
umol CO, mol ™ ar). Essas variaveis foram calculadas pelo programa de anélise de
dados do equipamento de trocas gasosas, que utiliza a equacdo geral de trocas gasosas
de Von Caemmerer & Farquhar (1981).

As medidas de flourescéncia da clorofila a foram feitas com o aparelho
Fluorémetro PAM — Junior (Chlorophyll — Fluorometer) WALZ/Alemanha.

3.4 Analises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas foram realizadas coletadas em 3 periodos, aos 120, 150
e 180 dias apds o transplante para o viveiro. As coletas foram realizadas as 14:00 hs,
logo ap6s o periodo de maior estresse oxidativo das plantas. Apds a coleta, as folhas
foram embrulhadas em papel aluminio e sacos plasticos, sendo posteriormente imersas

em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer a -80 °C.
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A obtencdo do extrato bruto se deu através da ressuspensdo do material vegetal
processado (200 mg) em 2,0 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 M com pH 6,8. Apds
a maceracao as amostras foram colocadas para centrifugar por 10 minutos a 10000 rpm,
sendo entéo, o sobrenadante coletado em microtubos e armazenado em ultra freezer a -
80°C.

3.5 Determinacao do teor de proteinas soluveis

A determinacdo, em triplicata, foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976) utilizando o extrato obtido para determinacdo das enzimas. Como
padrédo utilizou-se a albumina de soro bovino - BSA (1 mg mL-1). A leitura foi feita em

595 nm, sendo o teor de proteinas expresso em mg g massa fresca-1 (M.F.).

3.6 Atividade da enzima Peroxidase (POD)

A atividade da POD foi analisada utilizando o método descrito por Lima et al.
(1999) utilizando o mesmo extrato bruto das demais enzimas. Aliquotas de 1,0 mL
foram colocadas em tubos de ensaio contendo H,0O,, aminoantipirina e fenol e mantidas
em banho maria a 40° C por 5 minutos. Etanol absoluto (2 mL) foi utilizado para
interromper a reagéo e a leitura foi feita em espectrofotdometro a 505 nm. A atividade da

enzima foi expressa em pmoles H,O, decomposto g M.F.-1.

3.7 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A determinacdo da CAT foi realizada por medicdo em um aparelho de
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 240 nm pelo monitoramento da
variacdo da absor¢édo do peroxido de hidrogénio, conforme Peixoto et al. (1999). Para o
teste, 50 uL de extrato bruto foram adicionados a 950 uL. de tampao fosfato de potéssio
50 mM pH 7,0, suplementado com perdxido de hidrogénio a uma concentracéo final de
12,5 mM. A variacdo da absorcao (_E) foi calculada em um intervalo de 80 segundos,

sendo a atividade da enzima calculada utilizando-se um coeficiente de extingdo molar
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~=39,4 mM-1 cm-1. A atividade especifica (uKat ug prot -1) da catalase levou em

consideracdo a concentracdo de proteina solGvel no teste.

3.8 Atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da SOD leva em consideracdo a capacidade da
enzima em inibir a fotorreducdo do NBT (azul de cloreto de nitrotetrazolio). A atividade
foi determinada pela adi¢ao de 50 uL de extrato bruto a uma solugdo contendo 13 mM
de metionina, 75 pL de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uM de riboflavina em 3,0 mL de
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. A reacdo iniciou pela iluminacdo dos tubos,
em camara composta por lampadas fluorescentes (15 W), a 25°C. Ap6s 5 minutos de
incubacdo, o final da catélise foi determinado pela interrupcdo da Iluz
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O composto azul formado (formazana) pela
fotorreducdo do NBT foi determinado pela leitura em espectrofotémetro a 560 nm. Uma
unidade de SOD ¢ definida como a atividade da enzima necessaria para a inibicdo de
50% da fotorreducdo do NBT. Para o célculo da atividade especifica da enzima
considera-se a porcentagem de inibicdo obtida, o volume da amostra e a concentracdo

de proteina na amostra (ug pL-1).

3.9 Atividade da enzima Nitrato Redutase (NR)

A andlise da atividade da redutase de nitrato foi efetuado pelo método proposto
por Brachtvogel (2010). Foram pesados 200 mg de material vegetal macerado e
incubado em tubos de ensaio com 5 mL de solugdo tampéo fosfato (K2HPO4 +
KH2PO4, 0,1mol L-1), pH 7,0 contendo 0,5 mM de KNO3 1% de propanol e 0,5 mM
de nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH; Sigma cat. no N-
605). Os tubos foram cobertos com tampa de silicone e as amostras foram submetidas a
vacuo por trés ciclos de um minuto com intervalo de 30 segundos, para permitir a
infiltracdo da solugdo de incubacdo na amostra. Apos, foi realizada a incubacdo das
amostras em banho maria a 32°C por 30 minutos, mantendo as amostras no escuro. Com
0 término da incubacdo, pipetou-se uma aliquota de 1mL da solucdo de incubacdo e
adicionou-se 1 mL da solucéo de sulfanilamida a 1% e 1 mL de solugéo den-naftil a

0,02%, ambas diluidas em solu¢do de HCI a 25%. Apds a filtragem em papel filtro
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qualitativo, procedeu-se a quantificacdo do produto formado (de cor violeta/purpura)
pela leitura em espectrofotdmetro de absorcdo atbmica no comprimento de onda de 540
nm. A atividade da enzima redutase foi expressa em micromol de nitrito produzido por
grama de massa fresca (M.F.) por hora (umol de NO, g M.F.-1 h-1).

3.10 Quantificacdo de pigmentos

Para a quantificacdo dos pigmentos foi utilizado o método proposto por Sims e
Gamon, 2002, onde o extrato foi obtido utilizando solugcdo TRIS (hydroximetil)
aminomethan e acetona 80%, onde as amostras foram deixadas na geladeira por uma
hora e apoés foi realizada a leitura no comprimentos de onda de 663 nm para Clorofila a,

647 nm para clorofila b, 537 nm para antocianina e 470 nm para 0s carotenoides.

3.11 Area Foliar

A érea foliar de planta inteira foi determinada por intermédio de um integrador
de 4rea, Area Meter modelo Li-3100, da LI-COR e expressa em cm®.

3.12 Massa fresca e massa seca

A massa seca da parte aérea foi determinada apds a pesagem da massa fresca, sendo
as amostras colocadas em estufa com circulacdo de ar a 72°C onde permaneceram até
atingir peso constante. Tanto a massa fresca como a massa seca foram expressas em

gramas.

3.13 Indice de Qualidade de Dickson

Para se averiguar a qualidade das mudas foi utilizado o indice de qualidade de
Dickson (1QD), que foi determinado em funcdo da altura da parte aérea (H), do
diametro do coleto (DC), do peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA) e do peso de
matéria seca das raizes (PMSR), por meio da formula (Dickson et al., 1960):
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. PMST (g)
" H(em)/DC (mm)+PMSPA (g)/ PMSR (g)

3.14 Analise Estatistica

Para anélise estatistica, todos os resultados obtidos foram submetidos & analise de
variancia (teste F), sendo as medias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa de computador SISVAR.

4. RESULTADOS

4.1 BIOMETRIA

Foram analisadas as caracteristicas biométricas das mudas submetidas aos quatro
tratamentos, sendo elas a massa seca de raiz, caule e folha, altura, didmetro de colo e
area foliar aos 120, 150 e 180 dias ap6s o transplante. Diversos parametros tém sido
utilizados para estabelecer as bases da adaptabilidade das plantas as condi¢des de maior
ou menor grau de sombreamento. Dentre estes, parametros fisioldgicos, morfoldgicos e
ecologicos sao freqlientemente avaliados, onde as variaveis de crescimento tém ocupado
posicao de destaque (Engel, 1990).

O acumulo de massa seca foi maior para as plantas cultivadas sob pleno sol em
todas as épocas analisadas, tendo uma massa seca total superior aos outros tratamentos
(Tabela 1), concordando com Ferreira et al. (1977), os quais utilizando sombreamento
de 70%, 50%, 25% e a pleno sol, concluiram que este Ultimo tratamento proporcionou
maior producdo de massa seca total em mudas de faveira (Peltophorum dubium) e em

mudas de Jatoba (Hymenaea stigonocarpa).
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Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 1,36 a 2,00 a 291a
50% Azul 1,21 ab 1,72 ab 1,98 b

50% Vermelho 1,02b 1,67 bc 2,03Db
50% Preto 1,06 b 1,38¢c 1,78 b
C.V(%) 11.92 11.95 15.67

Tabela 1. Massa seca total (g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT
(Dias apos transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

A massa seca de raiz nao apresentou diferenca significativa aos 120 DAT, mas
as mudas cultivadas a pleno sol chagaram aos 180 DAT com uma ligeira vantagem
sobre os outros tratamentos e diferenciando estatisticamento das mudas sob tela 50%
preta (Tabela 1), evidenciando a aclimatacdo das plantas ao ambiente luminoso e

acumulando uma maior quantidade de massa nas raizes.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,445 a 0,774 a 1,04 a
50% Azul 0,454 a 0,785 a 0,78 ab

50% Vermelho 0,414 a 0,677 ab 0,81 ab
50% Preto 0,481 a 0,551 b 0,71b
C.V(%) 21.07 14.13 17.05

Tabela 2. Massa seca de raiz (g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT
(Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012

Em relagéo a massa seca de caule, as mudas cultivadas a pleno sol acumularam
significativamente mais massa aos 180 DAT do que os outros tratamentos (Tabela 2),
isso pode se relacionar com caules mais vigorosos encontrados nesse tratamento, que
também apresentaram um diametro de colo superior aos outros tratamentos (Figura 6),

sendo essa caracteristica boa indicadora de mudas de boa qualidade.
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Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,440 a 0,607 a 1,030 a
50% Azul 0,361 b 0,571 a 0,483 b

50% Vermelho 0,293 b 0,547 a 0,631Db
50% Preto 0,480 a 0,540 a 0,700 b
C.V(%) 12.34 8.34 23.42

Tabela 3. Massa seca caule (g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT
(Dias apos transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

As mudas cultivadas a pleno sol acumularam maior quantidade de massa nas folhas
aos 180 DAT em relacdo aos outros tratamentos (Tabela 4), mesmo ndo diferindo
significativamente, o ganho de massa das folhas acompanhou o ganho dos outros 6rgaos
das mudas, os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles

também, evidenciando ainda mais a superioridade das mudas cultivadas a pleno sol.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,483 a 0,623 a 0,843 a
50% Azul 0,398 a 0,571a 0,526 b
50% Vermelho 0,317 a 0,450 a 0,599 ab
50% Preto 0,345a 0,528 a 0,663 ab
C.V(%) 23.45 16.17 18.23

Tabela 4. Massa seca de folhas (g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT
(Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

O tratamento a pleno sol também apresentou os melhores resultados quanto a altura
média das mudas (Figura 5), ao diametro de colo médio (Figura 6) e valor médio de

area foliar (Figura 7), mostrando que o tratamento a pleno sol favoreceu a melhor
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qualidade das mudas de Guanandi. Gomes et al. (1978) analisaram a infuéncia do
sombreamento na formacdo de mudas de Eucalyptus grandis e observaram que o
tratamento a plena luz proporcionou melhor desenvolvimento em altura, didmetro do
colo e producdo de matéria seca total. Verificaram, também, que o nimero de folhas e a

area foliar por planta foram significativamente mais elevados quando ndo houve

sombreamento.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 12,92 a 13,80 a 16,43 a
50% Azul 11,1a 12,67 ab 1456 b

50% Vermelho 11,475 a 11,92 b 14,66 b
50% Preto 11,36 a 12,26 b 14,26 b
C.V(%) 7,96 8,61 9,34

Tabela 5. Altura média das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT (Dias apés
transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 3,69 a 4,01a 4,72 a
50% Azul 3,26 bc 415a 381b

50% Vermelho 3,45 ab 3,54 Db 4,00 b
50% Preto 295¢ 3,34 b 3,63b
C.V (%) 7,17 5,39 9,62

Tabela 6. Diametro de colo médio das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT
(Dias apos transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.
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Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 47,37 a 53,96 a 69,76 a
50% Azul 40,62 ab 49,35 a 46,39 b
50% Vermelho 28,91 bc 41,67 a 56,00 ab
50% Preto 30,33 ¢ 47,17 a 53,14 ab
C.V(%) 21,74 15,06 16,75

Tabela 7. Area foliar média das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT (Dias apds
transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

E importante se destacar o fato de que a maior area foliar apresentada pelas mudas
cultivadas a pleno sol pode ter sido favorecida pelo aumento da média do numero de
folhas por planta e ndo pelo aumento da area foliar individual, revelando uma
caracteristica de adaptacdo da planta a luminosidade do ambiente, modificando a sua
morfoligia em beneficio de seu metabolismo em face do ambiente luminoso ao qual as

mudas foram submetidas.

4.2 INDICE DE QUALIDADE DAS MUDAS

Além das caracteristicas biométricas, utilizou-se um indice que se baseia nessas
caracteristicas para se identificar o tratamento que proporcionou mudas de melhor
qualidade. O indice de qualidade de Dickson (IQD), leva em consideracio o peso total
de massa seca e a altura, diamétro de colo, massa seca de parte aérea e radicular.

Como esperado, as plantas cultivadas a pleno sol obtiveram melhor 1QD ao

chegarem aos 180 DAT (Figura X), sendo seguidas pelas mudas sob tela 50% vermelha.
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indice de Qualidade de Dickson (IQD)
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Pleno Sol 50% azul 50% vermelho 50% preto
Tratamentos - 180 Dias apéds transplante

Figura 1. indice de qualidade de Dickson das mudas de Guanandi aos 180 DAT (Dias
apos transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012,

E importante se ressaltar que as mudas cultivadas a pleno sol ndo atingiram um
IQD superior aos outros tratamentos aos 120 e 150 DAT (tabela 8), mas com o passar
do tempo, o crescente aumento da taxa de assimilacéo liquida de CO, levou as mudas a
atingir melhores patamares e se tornarem mais vigorosas, com melhor desempenho em
altura, diametro de colo, massa seca total e de cada Orgdo separadamente, e

consequentemente, poderiam obter maior sobrevivéncia ap6s a saida do viveiro a

campo.
Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,159 a 0,275a 0,394 a
50% Azul 0,163 a 0,299 a 0,241 b
50% Vermelho 0,148 a 0,253 ab 0,280 b
50% Preto 0,171 a 0,210 b 0,262 b
C.V(%) 24,30 16,48 22.27

Tabela 8. Indice de qualidade de Dickson das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180
DAT (Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.
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4.3 TROCAS GASOSAS

A Assimilacéo liquida de CO; (A, umol CO, m?s™) foi maior em todas as
épocas para as plantas cultivadas a pleno sol, revelando que a maior luminosidade a que
as mudas foram submetidas, promoveram a maior qualidade apresentada pelas mudas,
fato esse que pode ser relacionado com a maior assimilacdo de CO, , que providéncia
maior quantidade de energia para o crescimento da planta. O Acimulo de biomassa
pelas plantas é determinado por vérios fatores, incluindo a area foliar, a capacidade
fotossintética individual das folhas e a disponibilidade de nutrientes no solo (Larcher,
2006). Desse modo, os ganhos de biomassa e 0 crescimento das plantas estdo
fortemente relacionados a atividade fotossintética.

Os outros tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles em
nenhuma das épocas ( Tabela 9), mostrando que o sombreamento sob tela 50% preta,
50% azul e 50% vermelha nédo influénciou significativamente na taxa de assimilacédo

liquida das mudas.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 9,04 a 12,67 a 15,22 a
50% Azul 549 b 8,24 b 7,35Db
50% Vermelho 584D 7,88Db 8,37b
50% Preto 481D 9,83 ab 7,720
C.V(%) 32.00 23.42 23.52

Tabela 9. Taxa de Assimilacéo liquida de CO, (A, umo 1CO, m™?s™) das mudas de
Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT (Dias ap06s transplante), cultivadas no viveiro da
FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

A condutancia estomatica das plantas nos mostra que as plantas cultivadas sob tela
de sombreamento 50% azul, chegaram aos 180 DAT com um valor significativamente
maior que 0s outros tratamentos, e isso pode ser esperado de acordo com a literatura,
que diz que a maior eficiéncia da luz azul (500 nm) na estimulacdo da abertura
estomatica se deve as células-guarda possuirem um fotorreceptor especifico para luz
azul (ASSMANN & SHIMAZAKI, 1999).

E interessante se notar que aos 120 e 150 DAT, o tratamento a pleno sol apresentou

maior abertura estomatica, mostrando que plantas levaram algum tempo para se
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aclimatar ao ambiente que lhes foi imposto. Os dados de condutancia estomatica e os de
assimilacdo ndo estdo em consonancia, mostram que mesmo com uma gs menor, as
plantas a pleno sol ndo tiveram seu desempenho fotossintético prejudicado, pois
alcancou 6tima taxa de assimilagéo de CO,.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,10 a 0,103 a 0,069 b
50% Azul 0,051 b 0,080 a 0,151 a

50% Vermelho 0,05b 0,058 a 0,055 Db
50% Preto 0,052 b 0,079 a 0,073 b
C.V(%) 53.74 40.37 46.39

Tabela 10. Condutancia estomatica (gs, mol m™s™) das mudas de Guanandi aos 120,
150 e 180 DAT (Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-
Botucatu, 2012

Os resultados da Assimilacdo liquida (Tabela 9) e da condutancia estomatica
(Tabela 10) mostram que a capacidade de um individuo, ou espécie vegetal, em tolerar
e responder de forma relativamente rapida as alteracbes do meio, seja como forma de
maximizar o seu aproveitamento e/ou garantir a sua permanéncia, revela sua capacidade

de aclimatacdo, o que, em geral, esta relacionado as caracteristicas do grupo ecolégico.

4.4 TEOR DE PIGMENTOS

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e,
conseqlientemente, ao crescimento e a adaptabilidade a diversos ambientes é o conteddo
de clorofilas, antocianinas e carotendides. Além da concentracdo total desses pigmentos,
a proporcao entre eles e entre as clorofilas a e b muda em funcdo da intensidade
luminosa. O conteudo de clorofila nas folhas freqiientemente é utilizado para estimar o
potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absorcdo e

transferéncia de energia luminosa.
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As mudas de Guanandi chegaram aos 180 com teores de clorofila a nas folhas
semelhantes em todos os tratamentos (Tabela 11), porém o tratamento 50% Azul
apresentou bom desempenho aos 150 DAT, quando ha uma maior abertura estomatica,

acompanhada de crescimento na taxa de assimilagéo.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 7,03 a 5,42 bc 5,53a
50% Azul 5,58 ab 8,42 a 5,62 a

50% Vermelho 4,28 b 4,24 c 3,52a
50% Preto 7,50 a 6,16 b 4,81 a
C.V(%) 18.05 11.01 19,47

Tabela 11. Teor total de Clorofila a (umol/g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e
180 DAT (Dias apds transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu,
2012.

Quanto aos teores de Clorofila b, o tratamento sob tela 50% preta apresentou
um bom desempenho em todas as épocas, chegando aos 180 DAT com um teor maior
que os outros tratamentos (Tabela 12), sndo significativamente diferente, e isso se pode
entender pelo fato de o sombrite preto proporcionar um ambiente luminoso semelhante
ao encontrado em areas sombreadas naturalmente, e plantas de sombra apresentam uma
menor relacdo Cl a/Cl b, logo de uma maneira geral demonstra-se que a proporc¢do entre
clorofila a e b tende a diminuir com a reducdo da intensidade luminosa (Tinoco &
Vasquez-Yanes, 1985; Lee, 1988), isso ocorre para que as plantas possam captar a luz
em comprimentos de ondas de menor energia, como os da luz difusa pelo
sombreamento, auxiliando na captura e transferéncia de energia as moléculas do centro
de reacdo dos fotossistemas, maximizando assim o processo de captacéo e conversar de

energia so sol, favorecendo a fotossintese.
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Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 1,87 ab 1,42 b 1,88 ab
50% Azul 1,71 ab 201a 1,88 ab

50% Vermelho 131b 111D 0,99¢
50% Preto 3,22 a 1,97 a 2,64 a
C.V(%) 42.71 14.53 43.39

Tabela 12. Teor total de Clorofila b (umol/g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e
180 DAT (Dias ap6s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu,
2012.

Os teores de antocianinas encontrados evidénciam que o tratamento sob tela 50
% vermelha obteve desempenho inferior aos outros tratamentos, tendo os piores
resultados aos 120 e 180 DAT (Tabela 13). Notamos também que os teores de
antocianina encontrados possuem uma relacdo grande com os teores de carotendides
(Tabela 14) e ao observarmos o desempenho das mudas ao longo das épocas, notamos a

grande semelhanca entre o0s comportamentos apresentados entre o teor desses

pigmentos.
Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 28,63 a 17,80 b 19,13 a
50% Azul 21,16 ab 29,54 a 22,65 a
50% Vermelho 19,23 b 17,38 b 1511 b
50% Preto 22,62 ab 15,38 b 24,28 a
C.V(%) 16.02 10.21 26.46

Tabela 13. Teor total Antocianina (umol/g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e 180
DAT (Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.

Essa similaridade nos teores de antocianinas e carotendides encontrada nos
tratamentos ao longo das épocas pode ser explicada pelo fato de ambos possuirem

fungdes bioldgicas muito importantes como, a funcéo de antioxidantes, protecdo a acéo
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da luz, mecanismo de defesa entre outras fungbes no metabolismo e fisiologia das

mudas.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 1204,31 a 796,82 ab 867,50 ab
50% Azul 924,95 bc 1181,65 a 887,24 ab

50% Vermelho 607,52 c 761,45 b 642,65 b
50% Preto 1115,08 ab 628,29 b 99591 a
C.V(%) 12.92 23.49 18.08

Tabela 14. Teor total Carotendides (umol/g) das mudas de Guanandi aos 120, 150 e
180 DAT (Dias ap6s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu,
2012.

4.5 Atividade Enzimatica

4.5.1 Catalase

Apds a dismutacdo do superdxido em perdxido de hidrogénio pela SOD, os
niveis intracelulares de H,O, necessitam serem regulados e isso ocorre atraves de uma
grande variedade de enzimas, sendo as mais importantes as peroxidases e as catalases,
localizadas em quase todas as partes da célula (BLOKHINA et al., 2003), isso mostra a
intensa relacdo entre as trés principais enzimas antioxidantes.

A Catalase ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos em
nenhuma época (Tabela 15), mas o tratamento a pleno sol chega aos 180 DAT com uma
atividade maior da CAT em relagdo aos outros tratamentos (Figura 15), mesmo essa

diferenca ndo sendo significativa estatisticamente.
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Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 0,30 a 0,24 a 0,34 a
50% Azul 0,35a 0,36 a 0,23 a

50% Vermelho 0,20 a 0,31a 0,19a
50% Preto 0,27 a 0,24 a 0,25a
C.V(%) 54.22 46.08 51.08

Tabela 15. Atividade da Catalase ((Kat)mKat pg proteina) das mudas de Guanandi aos
120, 150 e 180 DAT (Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-
Botucatu, 2012

A catalase, juntamente com a SOD é considerada a mais eficiénte entre as
enzimas antioxidantes. Ambas apresentam uma funcdo combinada, de modo que a CAT
converte o H,0,, originado em funcdo da atividade da SOD, em H,O e O,
(SCANDALIOS, 1993), e isso pode explicar a relacdo apresentada entre as duas

enzimas em todos os tratamentos aplicados as mudas de Guanandi.

4.5.2 Superoxido dismutase (SOD)

Similarmente ao encontrado com a catalase, a enzima Superdxido dismutase
(SOD) também ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos ao final dos
180 DAT (Tabela 16), As atividades da CAT e da SOD para o tratamento a pleno sol

teviveram um aumento ao longo do tempo tendo a CAT um aumento mais acentuado,.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 1065,30 b 123329 a 1217,08 a
50% Azul 1759,21 a 1321,28 a 1218,38 a

50% Vermelho 1577,56 ab 1307,08 a 1074,02 a
50% Preto 1650,07 a 1134,16 a 1228,46 a

C.V(%) 17.58 19.59 13,34

Tabela 16. Atividade da Superoxido dismutase (SOD) (U/mg prot) das mudas de
Guanandi aos 120, 150 e 180 DAT (Dias apds transplante), cultivadas no viveiro da
FCA-UNESP-Botucau, 2012.
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4.5.3 Peroxidade (POD)

As peroxidases sdo consideradas as mais importantes na eliminacao de H,O, no
citosol e nos cloroplastos. Sua atividade é frenquentemente aumentada em resposta ao
estresse, pois a protecdo celular contra as reacdes oxidativas é uma das principais
funcOes dessa enzima (SIEGEL, 1993).

Os tratamentos Azul e pleno sol apresentaram uma maior atividade da

peroxidase (POD), em relacdo aos outros tratamentos em todas as épocas (Tabela 16).

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 18,56 a 19,36 a 13,05 ab
50 % Azul 20,60 a 18,20 ab 16,90 a
50% Vermelho 17,38 ab 12,02 bc 7,86 bc
50% Preto 9,84b 8,63 ¢ 4,99 c
C.V(%) 22.31 22.24 24.88

Tabela 17. Atividade da Peroxidase POD (umol/min/ mg prot) das mudas de Guanandi
aos 120, 150 e 180 DAT (Dias ap6s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-
Botucatu, 2012.

Os resultados encontrados nas atividades das enzimas SOD, POD e CAT,
apresentaram uma grande similaridade entre os tratamentos no geral, mostrando que a
diferenca de luminosidade entre os tratamentos ndo causou um estresse oxidativo nas
plantas a ponto de ser necessario uma atuacdo mais contundente do sistema anti
oxidante nos tratamentos, contudo todas as enzimas tiveram seu papel na aclimatagéo

das mudas ao ambiente luminoso imposto.
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4.5.4 Nitrato redutase

O nitrogénio, dentre os elementos minerais, € 0 mais abundante nas plantas e é
geralmente, um dos principais fatores limitantes para o seu crescimento. E encontrado
em moléculas importantes, tais como proteinas e acidos nucléicos (RNA e DNA). As
plantas tém a capacidade de assimilar o nitrogénio inorganico do ambiente e sintetizar
0s 22 aminodcidos encontrados nas proteinas, bem como todos 0s outros compostos
organicos nitrogenados (KERBAUY, 2004).

A atividade da enzima Nitrato redutase foi consideravelmente maior no
tratamento a pleno sol com relacdo aos outros tratamentos (Tabela 18) tendo o
tratamento sob tela 50% vermelha como segundo melhor. fato esse que nos ajuda a
entender a maior assimilacéo liquida de CO, pelas mudas de Guanandi a pleno sol e em
segundo pela tela vermelha, visto que a atividade da enzima € influénciada pela luz e as
alteracdes diarias na fotossintese influenciam a expressdo e a atividade da nitrato
redutase, variando de acordo com o dia e a noite, levando a enzima a ter um pico de
producéo no final da noite e nas primeiras horas do dia (YANG & MIDMORE, 2005),

revelando sua importancia e influéncia nas taxas assimilatdrias das mudas.

Tratamentos 120 DAT 150 DAT 180 DAT
Pleno Sol 6,21a 4,89 a 5,85a
50% Azul 517c 2,78 Db 2,61c
50% Vermelho 2,87Db 4,44 a 490hb
50% Preto 2,82¢ 2,74 b 299¢c
C.V(%) 11.45 19.72 10.37

Tabela 18. Atividade da Nitrato redutase (ug nitrito/min/g MF) das mudas de Guanandi
aos 120, 150 e 180 DAT (Dias ap06s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-
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5. Fluorescéncia da Clorofila a

Devido a problemas com o aparelho de medidas, s foi possivel realizar medidas
de flourescéncia da clorofila aos 120 e 180 DAT. Os resultados apresentados nos
mostram que ndo houveram diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 17),
porém o tratamento Vermelho apresentou uma ligeira inferioridade em relagdo aos
outros tratamentos nas duas medidas.

Os dados mostram que os tratamentos ndo causaram uma fotoinibicdo das
mudas, nem mesmo pela alta luminosidade do pleno sol, que mostrou nédo prejudicar as
mudas, ndo causando dissipacdo do excesso de energia pela flourescéncia. Até mesmos
as mudas cultivadas sob tela vermelha, que apresentaram uma aparente fotoinibicao,
ndo tiveram suas taxas assimilatérias e seu crescimento afetados, mostrando a

capacidade de aclimatacdo e resposta da planta, utilizando sua maquinaria bioquimica.

Tratamentos 120 DAT 180 DAT
Sol 0.71a 0.72 a
Azul 0.72a 0.72a
Vermelho 0.63a 0.60 a
Preto 0.75a 0.74a
C.V(%) 15.65 13.29

Tabela 19. Eficiéncia quantica do FS Il (F\/Fy) das mudas de Guanandi aos 120, 180
DAT (Dias ap0s transplante), cultivadas no viveiro da FCA-UNESP-Botucatu, 2012.



37

6. Discussao

De acordo com os resultados apresentados, o tratamento a pleno sol
proporcionou mudas com maior vigor e maior qualidade, pois a resposta da planta a luz
solar pode ser avaliada por meio da analise de caracteristicas de crescimento, como a
altura, o peso da matéria seca, a relacdo raiz/parte aérea e o didmetro do coleto
(FELFILI et al., 1999). Todos os principais resultados biométricos mostraram que 0
sombreamento das mudas de Guanandi, até os 180 dias apds o transplante para o
viveiro, apresentaram um desempenho inferior & mudas cultivadas a pleno sol. E
sabido que os ganhos de biomassa e crescimento das plantas estdo fortemente
relacionados as taxas fotossintéticas das plantas. As mudas cultivadas a pleno sol
apresentaram uma maior taxa de assimilacdo liquida de CO, e maiores taxas na
fotossintese e mesmo expostas a radiagdo maxima, nao apresentaram uma fotoinibicao
do aparato fotossintético. Segundo Long et al. (1994), a fotoinibicdo € um processo
fisioldgico caracterizado pela reducéo lenta e reversivel da fotossintese como resultado
da exposicdo a luz solar plena, fato esse que ndo foi encontrado nas mudas, que ao
contrario apresentaram aumento na taxa fotossintética (Tabela 9).

Quando ocorre a fotoinibicdo, a sua intensidade pode ser avaliada por redugéo na
eficiéncia quantica do fotossistema Il (relacdo Fv/Fm), pois comumente, esta
caracteristica da fluorescéncia é usada como indicador de estresse, quando fatores
bidticos ou abidticos alteram a funcionalidade do fotossistema Il (FSII) e esse foi um
outro aspecto que ndo foi observado nas mudas de guanandi a pleno sol, pois em todas
as avaliacOes de fluorescéncia realizadas, as medidas ndo indicaram a ocorréncia de
fotoinibicdo (Tabela 19). Um fato importante que ha de ser ressaltado é que a
suscetibilidade a fotoinibicdo depende, principalmente, da espécie em questdo e do
ambiente de luz de crescimento (Osmond, 1994), pois a caracteristica de aclimatacao e
adaptacdo a um determinado ambiente € inerente a cada espécie, podendo ser variavel
até mesmo dentro de uma mesma espécie, a depender do ambiente que a cerca.

Algumas das principais mudancas, decorrentes de aumento na quantidade de luz,
sdo aumento na maior alocacdo de biomassa para as raizes (Osunkoya et al. 1994);
variacdo na altura do caule (Poorter 1999), caracteristicas que foram apresentadas pelas

plantas a pleno sol, como mostrado nas Tabelas 2 e 5 respectivamente.
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Outra caracteristica importante na taxa de assimilacdo de uma planta é a area
foliar, e as plantas cultivadas a pleno apresentaram uma area foliar superior aos outros
tratamentos em todas as épocas de avaliagdo (Tabela 7). E importante ressaltar que a
maior &rea foliar apresentada pelas mudas a pleno sol se deu por aumento do nimero
médio de folhas por planta, e ndo pelo aumento da area individual das folhas, mostrando
que a capacidade de alterar a estrutura das folhas em resposta a diferentes niveis de luz é
um atributo comum das espécies que apresentam amplo poténcial de aclimatagdo
(Bjorkman, 1981). Todos os indices mostrados anteriormente dao o suporte necessario
para calcularmos um importante indice de qualidade das mudas, o indice de qualidade
de Dickson (1QD), que foi superior para as mudas cultivadas a pleno sol aos 180 DAT
(Figura 1), resssaltando que morfologicamente, as mudas cultivadas a pleno sol
apresentaram melhor qualidade em relagdo &s mudas que foram sombreadas, indicando
que apos serem levadas ao campo alcangariam maior taxa de sobrevivéncia.

Para as mudas de Guanandi utilizadas para esse trabalho, ficou muito claro que a
intensidade luminosa gerada pelo tratamento a pleno sol favoreceu a fotossintese, com
aumento na taxa de assimilacdo de CO, alcancando resultado melhor que os outros
tratamentos em todas as épocas (Tabela 9), esse fato demonstra que a evolucao natural
das plantas tem seguido um caminho entre maximizar a captura de luz para aumentar a
fotossintese e minimizar o dano poténcial que resulta de excesso de luz no aparelho
fotossintético (Long et al., 1994), visto que a luz difere dos outros elementos climéaticos
na natureza pela sua amplitude e taxa de sua variacdo ao longo até mesmo de um dia.

Um fator que essencial no controle das trocas gasosas € a abertura estomatica,
pois atraves dos estdmatos ocorre a entrada e saida dos gases fundamentais a planta. As
mudas cultivadas sob tela 50% azul apresentaram ao final dos 180 DAT maior abertura
estomatica comparadas aos outros tratamentos (Tabela 10). Esse fato é explicado pelo
fato de a abertura estomatica ser mediada por acumulagio de sal K* nas células-guarda,
e esse acumulo de K* através do canal de K* voltagem-dependente é acionada por um
poténcial eléctrico através da membrana plasmatica (Hedrich e Schroeder, 1989;
Assmann, 1993). Este poténcial elétrico é criado por uma bomba de H* ativada pela luz
azul, que tem sido sugerida ser H-ATPase da membrana plasmatica (Assmann et al,
1985;. Shimazaki et al, 1986;. Schroeder, 1988;. Schwartz et al, 1991 ; Amodeo et al,
1992).

E importante notar que a partir dos 150 DAT as mudas a pleno sol mostraram

diminuicdo na abertura estomatica, mas isso ndo acarretou em uma queda na taxa
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assimilatoria, mostrando que o CO, ndo foi um fator limitante para as plantas; em
contra partida o aumento da condutancia estomatica nas mudas sob tela azul nao
resultou em aumento na taxa assimilatoria liquida, mostrando que o CO, disponivel ndo
foi suficiente para proporcionar aumento na fotossintese.

As alteracdes luminosas no ambiente de cultivo proporcionam ajustes do
aparelho fotossintetico das plantas, os quais resultam na maior eficiéncia na absorcao e
transferéncia de energia para 0s processos fotossintéticos. Nesse contexto, os teores dos
pigmentos cloroplastidicos como a clorofila e carotenoides, podem ser utilizados como
importantes marcadores de ambientacdo do vegetal, sendo o contetudo de clorofila nas
folhas freqlientemente utilizado para estimar o potencial fotossintético das plantas, pela
sua ligacédo direta com a absorcdo e transferéncia de energia luminosa Entretanto, nem
sempre esta relacdo existe pois a etapa bioquimica da fotossintese (fase escura) pode
limitar o processo (PORRA et al,1989; CHAPPELLE & KIM,1992).

Os resultados apresentados pelas mudas avaliadas ndo mostraram correlacao
entre os teores de clorofila e as taxas de assimilacdo de CO, para as mudas cultivadas a
pleno sol, pois apresentaram redugdo nos teores de clorofila (Tabela 11), mas nao
apresentaram reducédo similar na taxa de assimilagcdo liquida das mesmas. Por outro
lado, as mudas cultivadas sob tela 50% azul e 50% vermelha apresentaram um padrao
entre os teores de clorofila a e a assimilacdo liquida. Os teores de clorofila b mostraram
um padrdo semelhante aos da clorofila a para todos os tratamentos (Tabela 12),
mostrando que uma correlacdo entre os teores das clorofilas ndo foi influénciada pelos
tratamentos.

O estresse provocado na planta pela luz é frequente sob condicGes tropicais,
sendo a concentracdo de clorofilas e carotendides indicadores da suscetibilidade da
planta & intensidade da luz (VIEIRA, 1996). As clorofilas tendem a ser foto-oxidadas
sob alta irradiacdo e, devido aos carotendides poderem prevenir a foto-oxidacdo das
clorofilas, a relacéo entre as clorofilas e carotendides pode ser usada como um indicador
potencial de perdas foto-oxidativas causadas por fortes irradiagdes (HENDRY &
PRICE, 1993); isso explica a relacdo apresentada entre os teores de clorofila a e
carotendides em todos os tratamentos (Tabela 14).

Os teores de antocianinas e os carotendides mostraram resultados muitos
semelhantes, pois aos 150 DAT as mudas sob tela 50% azul apresentavam os maiores
teores de antocianina apresentando queda em seguida, chegando aos 180 DAT com teor

inferior aos das mudas sob tela 50% preta (Tabela 13). Essa relacdo entre os teores de
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antocianina e carotenoides pode ser explicada por ambos desempenharem um papel
importante na defesa da planta ao estresse oxidativo e como fotoprotetores. Evidéncias
da participacédo das antocianinas na fotoprotecdo foram obtidas a partir de estudos sobre
plantulas de pinheiro sujeitas a pressdes varidveis de luminosidade (Krol et al., 1995).

Recentemente, Smillie & Hetherington (1999) demonstraram que, agindo como
tela de luz visivel, as antocianinas podem proteger tecidos fotossintéticos contra
fotoinibi¢do. Posteriormente, eles propuseram que as antocianinas tém uma funcao geral
na fotoprotecdo de tecidos vegetativos que estdo predispostos a fotoinibig&o, pois
antocianinas podem modificar significativamente a quantidade e a qualidade da luz
incidente sobre os cloroplastos (Krol et al, 1995;. Ntefidou & Manetas, 1996); além
disso a protecdo contra danos oxidativos pode ocorrer as expensas de aumento na
dissipacdo térmica da energia de excitacdo, por meio de carotendides, ou via
metabolismo das ERO’s (e.g., peroxido de hidrogénio, oxigénio singleto, radical
hidroxil), em funcdo da maior atividade do sistema antioxidativo (Asada 1999).

A fotossintese é uma fonte muito bem estabelecida de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em plantas. A cadeia de transporte de elétrons na fotossintese opera
em um ambiente aerdbico, assim, sistemas de regulacdo sdo necessarios para minimizar
a producdo de EROs. Além disso, sistema antioxidante eficiénte € também essencial
para 0 processamento eficaz das EROs, e evitar que elas possam causar danos ao
metabolismos celular e prejudicar o crescimento das plantas.

Os ensaios mostraram que o tratamento a pleno sol chegou aos 180 DAT com
uma maior atividade da catalase em relacdo aos outros tratamentos, iniciando 0 aumento
aos 150 DAT, mesma época em que os tratamentos 50% azul e 50% vermelho
comecaram a apresentar declinio na atividade da catalase (Tabela 15), mostrando que o
aumento na atividade da enzima nas mudas cultivadas a pleno sol pode ter tido papel
importante na aclimatacdo e no melhor desempenho fotossintético das mudas em
questdo, visto que ja estavam h& muitos dias sob a luz ambiente e seu aparato
enzimatico se mostrou preparado para tal condicéo.

Os radicais hidroxila (e seus derivados) sdo uma das espécies quimicas mais
reativas conhecidas (Halliwell 1987; Cadenas 1989; Halliwell e Gutteridge 1989; ),
capaz de reagir de forma indiscriminada e causar a peroxidacao lipidica, a desnaturacédo
das proteinas, e a mutagdo de DNA. A peroxidacdo de lipidos é geralmente utilizada
como um indicador de estresse oxidativo, embora esse possa ser causado também por

outras espécies reativas.
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Por isso, a quantidade de estresse oxidativo poténcial € dependente do estado
fotossintético do cloroplasto. Em geral, os radicais superdxido sdo mais suscetiveis a
serem formados durante os periodos de atividade fotossintética elevada, onde distlrbios
de reacgBes fotossintéticas normais aumentam ainda mais essa probabilidade. E
interessante notar que a atividade da Superdxido dismutase nos tratamentos 50% azul,
50% vermelho e 50% preto teve um inicio alto e foi diminuindo ao longo dos periodos
(Tabela 16), mostrando relacdo inversa com a taxa de assimilagdo liquida desses
mesmos tratamentos (Tabela 9), mostrando que inicialmente as telas podem ter gerado
estresse, mas ao longo do tempo a planta se adaptou e aumentou sua assimilacéo. Por
outro lado para as mudas a pleno sol a atividade da SOD acompanhou a taxa de
assimilacdo, mostrando uma outra estratégia da planta para maximizar suas taxas
fotossintéticas.

Os tratamentos 50% azul e a pleno sol apresentaram atividade da peroxidase
superior aos outros tratamentos (Tabela 17), e devido ao seu papel na prevencédo e
protecdo aos efeitos do estresse oxidativo torna-se uma enzima chave no processo de
aclimatacdo das mudas, visto que os tratamentos acima mencionados obtiveram as
melhores taxas de assimilagéo liquida.

A capacidade fotossintética das folhas esta correlacionada positivamente com o
seu teor de Nitrogénio, presumivelmente pelo fato de a maior parte do Nitrogénio ser
utilizado na sintese de componentes do aparato fotossintético. As relacdes entre a
assimilagdo de carbono fotossintético e a assimilacdo de Nitrogénio nas folhas ja foram
estudadas extensivamente (Bloom et al, 1989,.. De LaTorre et al, 1991). Nas folhas a
modulacdo das atividades da PEP carboxilase e da Nitrato redutase apontam uma
contribuicdo para a sincronizagdo da assimilacdo de Nitrogénio, a fixacdo de carbono e
o0 seu fracionamento . (Champigny e Foyer, 1992; Huber et al,. 1992; Manh et al, 1994).
Burstronm em 1943, obteve evidéncias de que folhas de trigo reduziam nitrato a luz,
mas ndo no escuro, concluindo que a reducdo de nitrato estava diretamente ligada a uma
reacdo fotogquimica, ou que ocorre comcomitantemente com a fixacdo e reducdo do
CO,. Em contrapartida, Delwiche (1951) utilizadando Nitrogénio iénico demonstrou
que as plantas de tabaco metabolizam o nitrato de aménia no escuro, bem como a luz, e
esses estudos nos mostram que a utilizacdo do nitrogénio e de seus compostos depende
da espécie em questao.

As mudas de Guanandi cultivadas a pleno sol apresentaram atividade da enzima

Nitrato redutase superior aos outros tratamentos em todas as épocas (Tabela 18),
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mostrando intima relacdo entre a atividade da enzima com as taxa fotossinteticas,
demonstrando a importancia do Nitrogénio no processo de fotossintese. Outro fato a ser
ressaltado é que as mudas a pleno sol e sob tela 50% vermelha apresentaram as maiores
aitvidades da nitrato redutase, o que levou essas mudas a obterem ao final dos 180
DAT as maiores médias de area foliar (Tabela 7), massa seca total (Tabela 1), massa
seca de raiz (Tabela 2), altura média (Tabela 5), diametro de colo (Tabela 6) e por fim
0s mehores 1QD (Figura 1), demonstrando a importancia da enzima Nitrato redutase
para o desempenho das mudas de Guanandi.

A Importéncia da nitrato redutase para se obter mudas de melhor qualidade fica
mais evidente quando observamos os resultados apresentados pelas mudas com relacao
a fluorescéncia da clorofila a, pois as mudas cultivadas sob tela 50% vermelha
apresentaram uma eficiéncia quantica do FS Il (Fv/Fm) menor que oS outros
tratamentos, mostrando que mesmo com essa pequena fotoinibicdo, talvez causada em
decorréncia da luz modulada pela tela 50% vermelha, as plantas souberam mudar sua

fisiologia buscando alcancar melhor desempenho metabdlico.
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7. Concluséao

Considerando a importancia da fase de producdo de mudas para o cultivo de
espeécies florestais nativas e a caréncia de conhecimentos basicos para sua producéo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar parametros fisiologicos de mudas de Guanandi
produzidas sob o efeito de sombreamento. Em nosso estudo foi constatado que o
tratamento a pleno sol foi o que proporcionou mudas de melhor qualidade, mostrando
que uma espeécie considerada de secundaria tardia a climax mostrou um grande poder de
aclimatacdo e usou a grande quantidade de radicdo para maximizar seu metabolismo,
visto que sua aclimatacéo a luz incidente ocorre no sentido de maximizar o ganho total
de carbono. Entretanto essa resposta pode variar consideravelmente entre espécies, de
acordo com sua capacidade de aclimatacao e a dependéncia da quantidade ou qualidade
da luz (PACHECO & PAULILO, 2009) e que a capacidade de aclimatacdo a mudancas
na intensidade de luz é variavel de espécie para espécie e pode depender do gradiente de
luz que as espécies recebem (Poorter 1999).
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