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"Quando sitiares uma cidade por muito tempo,
pelejando para a tomar, ndo destruirds o seu arvoredo,
metendo nele machado, pois dele comeras; pelo que nao
0 cortaras, pois sera a arvore do campo algum homem,

para que fosse sitiada por ti?"
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RESUMO

As alteracbes na composicdo quimica da atmosfera, resultantes de
atividades antrépicas como aumento de gases de efeito estufa, principalmente
diéxido de carbono (COz), metano (CHg) e éxidos de nitrogénio (NOy), tém levado
a previsbes alarmantes acerca de mudancas climaticas sendo que uma das
principais estratégias de atenuacao desses efeitos € o sequestro de carbono e sua
alocagdo em biomassa. Neste estudo foram analisados os efeitos da alteracao
quantitativa do CO»> na atmosfera sobre plantulas de Hymenaea courbaril L. var.
stilbocarpa (Heyne) Lee & Langenheim, uma espécie arbdrea de estagio avangado
de sucessao ecoldgica (climacica) da mata atlantica, visando identificar possiveis
alteracoes provocadas no estabelecimento das plantulas pela presenca ou
auséncia de reserva cotiledonar em exposicdo a uma atmosfera de carbono de
720ppm. Os dados obtidos demonstram que a alta concentragcao de CO, diminui o
indice estomatico em folhas, compensa parcialmente a perda de reservas sobre o
acumulo de massa seca, acelera o desenvolvimento e aumenta o tamanho do
caule em plantulas privadas da reserva cotiledonar. Em plantas com reserva, a
maior concentracdo de CO. aumenta o tamanho das folhas, a densidade e o
indice estomaticos e a area dos estdmatos. A taxa de assimilacdo fotossintética
aumenta com o cultivo em 720 ppm de COg, independentemente da reserva, € 0s
dados da razao raiz/parte aérea indicam que a alta concentracao de CO, tampona
o efeito da perda das reservas na alocagdo da biomassa, revelando um maior e
mais precoce investimento em parte aérea por parte das plantas submetidas a alta

concentragao de COs.



ABSTRACT

The alterations in atmosphere chemical composition due to anthropic
activities, such as raising in levels of Greenhouse Effect gases, mainly carbon
dioxide (COy), methane (CHs), and nitrogen oxides (NOy), have driven to alarming
forecasts about climate changes, and one of the most important strategies to
diminish these effects is carbon sequestration and its concentration in the biomass.
In this study, we focus on the effects of quantitative alteration in atmospheric CO»
on seedlings of Hymenaea courbaril L. var. stilbocarpa (Heyne) Lee &
Langenheim, a tree found in Mata Atlantica, aiming to identify possible changes in
the behaviour of these plants due to either the presence or absence of cotyledon
storage exposed to a 720 ppm carbon concentration in the atmosphere. Our data
show that the increase in CO, concentration interact with the absence of storage
mobilisation in order to diminish the stomatic index in leaves, partially compensate
for the absence of storage and its effect on the accumulation of dry mass,
accelerate the development of the plant and enhance the stem size. In plants in
which storage mobilisation was present, the high concentration of CO, developed
greater leaves and raised stomatal density, index and area. Independently of the
presence or absence of the cotyledon reserves, the higher concentration of COy
also seems to raise the CO. assimilation and the root : shoot ratio. These results
seem to indicate that the high concentrations of CO; buffers the effect of the lack of
storage mobilisation products on the partitioning of the mass in the developing
seedling, revealing a greater and more premature investment in the shoot by the
plants growing under high CO. concentration, and turn the establishment of the

photosynthetic apparatus even more premature.
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INTRODUCAO

Género Hymenaea

Segundo Lee & Langenheim (1975) as leguminosas da subfamilia das
Caesalpinioideae compdéem um dos grupos mais importantes em producado de
resinas e um dos mais conspicuos componentes dos ecossistemas equatoriais na
Africa e América do Sul. O género Hymenaea, a que pertence o jatoba ou jatai, é
considerado particularmente interessante devido aos aspectos evolutivos
registrados em ambares produzidos pelas suas arvores, sendo que sao
conhecidas amostras fésseis desses ambares datadas a partir do periodo
Terciario (65 a 5,1 milhdes de anos atras). Esse género tem provavel origem nas
florestas equatoriais africanas, mas sofreu radiacdo adaptativa para praticamente
todos os ecossistemas tropicais na América do Sul e Central. Suas primeiras
descricbes datam de 1623, por Bauhin, que descreveu uma de suas plantas como
Ceratia diphyllos. Piso, em 1642 e Marcgraf, em 1648 (apud Lee & Langenheim,
1975), a descreveram com o nome de Jetaiba. Em 1703 Plumier a descreveu com
o nome de Courbaril, mas em 1737 Linnaeus rejeitou esses nomes e escolheu
Hymenaea, uma homenagem a Himeneu, o deus grego do casamento, em
referéncia as folhas bifolioladas cujos movimentos nictitrépicos fazem com que os
foliolos se unam a noite. Em 1753 Linnaeus descreveu uma H. courbaril oriunda

do Brasil como espécie tipo do género (Lee & Langenheim, 1975).

O género Hymenaea, ainda segundo Lee & Langenheim (1975), possui
distribuicao anfiatlantica e pertence a Tribo Detarieae (Cynometreae),
apresentando duas secbes: Hymenaea e Trachylobium. Possui arvores
geralmente grandes (podendo superar os 25m), primariamente perenifélias, com
troncos retos e cilindricos de casca suave de cor cinza prateado, folhas alternas
estipuladas, bifolioladas com peciolo livre do lado interno, porém parcialmente
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coberto pela lamina do lado externo, flores periginas com 4 sépalas, 5 pétalas, 10
estames e um pistilo, formando inflorescéncias dos tipos paniculo longo
(caracteristica da secao Trachylobium) e paniculo curto que se torna corimbosa
quando madura (caracteristica da secao Hymenaea). Os frutos sdo lenhosos, do
tipo vagem, indeiscentes, ovoides a oblongos, de cor marrom claro a marrom
escuro quando maduros e verdes quando imaturos, com endocarpo farinaceo
cobrindo sementes ovoides a elipsdides de testa dura e lisa marrom a marrom
escuro. As células da epiderme foliar podem apresentar dois padrdes em
Hymenaea: células de paredes retas ou de paredes sinuosas. A germinacao é
epigea, sendo o primeiro par de folhas, aqui chamadas edfilos, unifoliolado e
oposto diferente das folhas subseqiientes. E caracteristica do género a presenca
do colar entre a base do hipocétilo e a raiz, junto ao solo. O nimero cromossémico
diploide é de 24 para todas as espécies e variedades do género e nao ha
evidéncia de hibridizagcdo ou poliploidia. Essa uniformidade no numero
cromossdémico € compativel com o padrao geral das leguminosas arbéreas
tropicais e nem sempre fica restrita a espécies de um mesmo género, sendo
também comum em nivel de tribo (Atchison, 1951 e Heywood, 1971, apud Lee &
Langenheim, 1975). Assim, o numero cromossémico € de pouco valor taxonémico

na distin¢cdo de espécies.

Embora haja descricdo de reprodugcdo vegetativa, a reproducao por
sementes é predominante e as adaptacbes florais parecem favorecer a
polinizagao cruzada. As flores de H. courbaril ttm odor forte, abrem-se ao pér do
sol (antese noturna), entre 17 e 21 horas, e por volta do meio dia do dia seguinte
ja perderam seu calice, corola e estames. Em diversas espécies da secao
Hymenaea, incluindo H. courbaril, sao produzidas diariamente poucas flores
durante algumas semanas. Correlacionando as caracteristicas das flores com a
quantidade de néctar produzida por flor, que é grande o bastante para atrair seus
polinizadores (morcegos e mariposas), mas insuficiente para satisfazé-los (Van
der Pijl, 1936; Vogel, 1968-1969; Baker, 1961, 1973 apud Lee & Langenheim,

1975), percebe-se que a estratégia de polinizacdo do jatoba corresponde a um
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padrao de polinizador voando de flor em flor (“trapline syndrome”). Isso aumenta
as chances de polinizagao cruzada mesmo em populacoes dispersas. As espécies
da secao Trachylobium, provavelmente de onde se originaram as demais, tém
inflorescéncias e flores adaptadas para a polinizagao por insetos, o que corrobora
sua maior antigliidade, visto que nos paleotropicos 0s morcegos presumivelmente
pertenciam a ordem Megachiroptera, grandes e pouco ativos, que dificiimente

poderiam se envolver em polinizacgéo.

A floracdo ocorre sempre durante a estacao seca ou na transicdo para a
estacdo chuvosa. Entretanto, devido a distribuicdo do género ao longo de uma
ampla faixa de latitude, essa floracdo ocorre em periodos diferentes nas varias
populacdes, mesmo quando essa populacdo € da mesma espécie, como
Hymenaea courbaril, espécie polimorfica, com 6 variedades ocupando desde o
México Central ao Estado de Sao Paulo, no sudeste brasileiro. Os frutos chegam
ao seu tamanho maximo 2 meses apos a fertilizagdo, mas permanecem na arvore
por cerca de mais 6 a 8 meses, aparentemente o tempo necessario para a
maturagdo das sementes, o0 que s ocorre 2 ou 3 meses antes da queda do fruto
(Lee & Langenheim, 1975). A dispersdao das sementes se da principalmente pela
agua de rios e cérregos e também pelo mar. Em terra a disperséao é zodfila, pela
atividade de roedores e outros mamiferos, como porcos do mato, que quebram as
vagens a procura da polpa farindcea, que ingerem juntamente com as sementes,
as quais passam pelo trato digestivo e sao escarificadas pelos acidos ali

presentes.

O género Hymenaea apresenta 14 espécies, sendo 3 na secdo
Trachylobium, e 17 variedades, 4 na secao Trachylobium. Apenas uma espécie,
H. verrucosa, ndo se encontra na América, mas restrita a costa oriental da Africa e
a ilhas adjacentes, como Madagascar. As 13 espécies americanas se distribuem
do México aos paises da América do Sul, exceto Uruguai e Chile (Langenheim,
1973). Tal amplitude requer plasticidade do género, que de fato possui espécies
distribuidas desde cerrados, caatingas e matas de galeria a florestas equatorial e
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atlantica. A densidade de individuos, de uma mesma espécie e de outras espécies

desse género, varia grandemente com o tipo de ecossistema.

A luz é o recurso mais limitante na distribuicdo demografica de espécies em
uma floresta tropical, sendo que a quantidade requerida por uma dada espécie
para germinar e se estabelecer define se esta € pioneira (alta radiacado),
secundaria inicial (média) ou climacicas ou secundarias tardias (baixa, 1 a 2%)
(Canhan, 1989 apud Santos, 2002). Hymenaea courbaril € uma espécie vegetal
climacica (Paulilo & Felippe, 1998; Souza & Valio, 1999 apud Santos, 2002), tipica
de dossel (Gandolfi et al.,, 1995 apud Santos, 2002), apresentando plantulas
grandes fanerocotiledonares com cotilédones de reserva epigeos e globodides,
com baixa taxa de crescimento relativo e baixo ponto de compensagédo a luz
quando em comparacao com espécies pioneiras e secundarias iniciais (Flores &
Benavides, 1990, apud Santos, 2002). Suas 6 variedades ocorrem na maior parte
dos ecossistemas tropicais da América, 0 que demonstra a habilidade dessa

espécie em se ajustar a uma grande variedade de condicdes.

A reserva cotiledonar é constituida principalmente de xiloglucano (XG),
hemicelulose que corresponde a cerca de 40% do peso seco da semente e
aparentemente esta relacionada a estratégia de adaptacdo desta espécie. Este
polissacarideo é composto de uma cadeia principal de glucose com ramificacdes
de xilose, sendo que algumas destas xiloses possuem ramificagdes de galactose.
O XG se acumula nas paredes secundarias de células dos cotilédones e, segundo
Tiné et al. (2000), esta relacionado ao controle da embebig¢édo (fundamental numa
semente grande para sincronizar o processo de mobilizagdo com o crescimento do
eixo embrionario) e constitui uma reserva de carbono, estando metabolicamente
relacionado também as condi¢des luminosas do ambiente (Santos, 2002). Outras
vantagens seriam a alta compactacao, baixa reatividade e baixa predacao do XG.
O XG s6 comega a ser mobilizado ap6s a embebicdo e germinacéo, quando a
parte aérea comeca a se desenvolver, acompanhado de um aumento da producao
de frutose, glucose e sacarose e/ou amido transitério (Tiné et al., 2000). Santos
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(2002) propde que o estimulo para a degradacdo do XG cotiledonar em

Hymenaea courbaril venha da parte aérea, sob a forma de auxina.

A leguminosa H. courbaril L. var stilbocarpa, objeto deste estudo é,
juntamente com H. courbaril var altissima, aquela que colonizou regides mais ao
sul. Considerada até recentemente como uma espécie distinta, a primeira pode
ocorrer ao longo de rios nos cerrados mais ao sul ou em florestas mais secas,
como a Mata Atlantica, ao longo de rios. Ha registros dessa variedade encontrada
em trechos de Mata Amazbnica adjacentes ao cerrado, sempre em vales
ribeirinhos, no nordeste de Mato Grosso (Ratter et al., 1973). E encontrada desde
Sao Paulo até o sul da Bahia, passando pelo Rio de Janeiro, Minas Gerais, Distrito
Federal e sul de Goias (Lee & Langenheim, 1975). A arvore é de grande porte,
com cerca de 12 a 20m de altura, tronco largo, folhas de peciolo curto, coriaceas,
glabras e brilhantes, cuja venacao primaria e secundaria € particularmente
evidente na superficie abaxial, caracteristica que a distingue das outras
variedades da espécie.

As resinas de cor amarela e avermelhada, produzidas pelas arvores do
género Hymenaea, sao produtos economicamente valiosos. Podem ser usadas
em esculturas, em joalheria (indios pré-colombianos ja as utilizavam para esses
fins), como cimento, incenso, e até, quando dissolvidas em xilol, no preparo de
laminas permanentes para a microscopia (Balser, 1960). Conhecidas como copal
sul americano sao utilizadas na fabricacdo de vernizes e com fins medicinais
(Langenheim, 1966,1967,1969 apud Langenheim, 1973). Hymenaea courbaril é
tida como a principal fonte, mas outras espécies do género também produzem
resina. Hymenaea verrucosa, na costa leste africana, produz a melhor resina
conhecida para a fabricacdo de vernizes. A madeira das arvores do género
Hymenaea é considerada boa para a marcenaria e carpintaria € mesmo na
industria naval (Record & Hess, 1943), mas as popula¢cbes dispersas nao
suportam o corte comercial. indios amazonicos utilizam a casca, que pode chegar
a 4 cm de espessura, na fabricagdo de canoas (Record & Mell, 1924; Lima, 1950;
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Sandwith, 1938). As folhas e pedagcos de casca macerados em cachaca sao
utilizados com fins medicinais, e a polpa farinacea é comestivel e utilizada no

preparo de bolos.

O XG das paredes de reserva dos cotilédones do jatoba é de um tipo
especifico, cujo padrdao de ramificacdo difere do de outras espécies, como
Tamarindus indica e Copaifera langsdorfii (Buckeridge et al. 1992). Por ser mais
simétrica, a molécula de XG do jatoba € menos soluvel e possui uma maior
capacidade de interacdo com microfibrilas de celulose, atuando na orientagao das
mesmas (Whitney et al. 1995, apud Lima 2002). Esta maior interacdo pode se
traduzir em uma nova aplicabilidade econ6mica deste XG, como aditivo para
incremento das propriedades fisicas do papel, durante sua fabricacao (Lima et al.,
2002), além do tradicional uso industrial como goma e espessante nos mais

diversos produtos.

Alteracoes quimicas na atmosfera: o efeito estufa

As alteragbes na composicao quimica da atmosfera atual sdo resultantes
em sua maior parte das atividades antrdpicas exercidas, principalmente, desde a
revolucao industrial, no século XVIII, que se fundamentou na energia proveniente
da queima de combustiveis fésseis (comprovada através da medida do
decréscimo da fracdo radioativa do '*C na atmosfera e em anéis de arvores),
gerando um aumento de gases de efeito estufa como o diéxido de carbono (COy),
metano (CHs) e éxidos de nitrogénio (NOy). Dados do Painel Internacional de
Mudancgas Climaticas (IPCC, janeiro de 2003) da Organizacao das Nagdes Unidas
(ONU) mostram alteracbes climaticas, especialmente de temperatura,
correlacionadas diretamente ao aumento das concentragbes desses gases
(Figuras 1 e 2). Esses dados revelam um aumento médio de temperatura de 0,3 a
0,6°C no século XX, sendo que 0s nove anos mais quentes ja registrados pelo mo-
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Figura 1: Medidas da quantidade de CO, na atmosfera feitas a partir da andlise de ar

anrisionadn em testemiinhas de aelo antartico. Dados do IPCC / ONLUI 2003.
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ONU 2003.
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nitoramento das temperaturas terrestre e da superficie marinha, realizado desde
1856, ocorreram a partir de 1990 com os anos de 1998 e 2002 tendo sido os mais
quentes. Amostras de ar fossil aprisionado em testemunhas de gelo antartico
mostram aumento de cerca de 25% nos niveis atmosféricos de CO, e aumento
também nos niveis de CHz e NOx comparados com niveis pré-industriais, que

antes disso se mantiveram constantes por mais de dez mil anos.

Dados como esses levaram o IPCC a projetar, através de modelos
matematicos computadorizados, um aumento da temperatura da superficie
terrestre da ordem de 1 a 3,5°C até o ano de 2100, uma taxa de aquecimento
maior que qualquer outra que tenha ocorrido nos ultimos 10.000 anos. Com isso
espera-se que o nivel do mar aumente entre 15 e 95cm no mesmo periodo, tanto
por derretimento de parte do gelo polar como por expansdo da agua, e que

ocorram mudangas nas correntes maritimas.

Esperam-se, ainda, alteragbes climaticas localizadas, diminuicdo da
diferenga entre temperaturas noturnas e diurnas, aumentos na evaporacao e
precipitacdo e na intensidade e frequéncia de temporais, ondas de calor,
inundacdes e secas (especialmente em médias e altas latitudes). Muitas dessas
alteracOes ja tém sido observadas, sendo que o aumento da quantidade de vapor
d'agua na atmosfera, provocado pelo aguecimento, pode causar um efeito de
feedback positivo sobre o efeito estufa (IPCC, janeiro de 2003). Os efeitos dessas
alteracdes sobre populagcbes humanas podem vir a ser desde o risco de
inundacdes em areas costeiras, onde vive 50 a 70% da populacdo mundial (3 a 4
bilhdes de pessoas) até o aumento das areas endémicas de doengas como
dengue, malaria, leishmaniose e febre amarela (um aumento de 50 a 80 milhdes
de novos casos por ano). Outra previsdo € o aumento do risco de fome nas
regides subtropicais e tropicais aridas e semi-aridas. Embora se considere
possivel que o aumento do CO, atmosférico tenha efeito fertilizante sobre plantas

cultivadas, caso haja agua e nutrientes em quantidade suficiente no solo, o
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aquecimento possivelmente promovera alteragdes na distribuicdo e abundancia

de pragas e mudancas regionais nos padrdes de produtividade.

Ainda que mudangas climaticas ndo sejam uma influéncia nova na biosfera,
a velocidade das alteragdes provocadas pelo efeito estufa € maior que qualquer
outra mudangca que tenha ocorrido nos ultimos 10.000 anos. Essa alteragédo
“brusca”, somada ao estresse provocado nos ultimos dois séculos pelo homem,
pode ultrapassar a capacidade de regeneracdo desses ecossistemas levando a
perda significativa de espécies. O IPCC prevé a possibilidade de que cerca de um
terco das areas de florestas experimente transicbes de espécies devido ao
aquecimento ao longo do século XXI e a taxa de migracado de espécies vegetais
observada nos registros fosseis (0,04 a 2 Km/ano) pode nao ser suficiente para
fazer frente a mudancga projetada da temperatura terrestre (estima-se que seria
necessaria uma velocidade de 1,5 a 5 Km/ano), fazendo com que espécies
vegetais figuem “presas” num ambiente no qual ndo conseguem se reproduzir ou
sobreviver. Vegetacao de altas latitudes (florestas boreais e tundras), de transicao
e costeiras (deltas, manguezais, recifes de corais e varzeas de maré) estdo sob

maior risco.

A evolucao das plantas terrestres e o balanco do CO, atmosférico

Quando as primeiras plantas terrestres surgiram, no final do periodo
Siluriano posterior, a atmosfera era bem diferente da atual. Modelos geoquimicos
apresentados por Beerling et al. (2001) mostram que a pressao parcial de gas
carbOnico na atmosfera (pcogz), que supde-se fosse entdo cerca de 16 vezes a
atual, sofreu grande queda entre o Devoniano anterior e 0 posterior (408 a 360
milhées de anos atras) e, entre este e o Carbonifero anterior (360 a 320 milhdes
de anos atras) houve aumento da poz (pressao parcial de oxigénio na atmosfera).
Esse periodo coincide com o aparecimento das primeiras florestas e o sequiestro e
imobilizagcdo em sua biomassa de carbono proveniente da atmosfera. As plantas

possuem um aparato bioquimico que esta adaptado a lidar com uma baixa razao
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[CO2)/[O2]. Adaptagdes, como alta especificidade e alta afinidade para CO. da
enzima RUBISCO (ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase-oxigenase), surgimento da
fotorrespiragéo visando o reaproveitamento do carbono e nitrogénio liberados e
melhorias na regulacao estomatica, entre outras, foram selecionadas para otimizar
a fotossintese a pcoz tais como as que se mantiveram inalteradas desde o ultimo
periodo glacial (em torno de 275 ppm segundo andlise do gelo antartico) e é

possivel que um rapido aumento dessa concentragao interfira com essa selecao.

Beerling et al. (2001) correlacionam a propria evolucédo das folhas planares
atuais a concentracdo de CO, atmosférico e ao calor dominantes na atmosfera
primitiva do final do periodo Siluriano (cerca de 400 milh6es de anos atras), pois
foi apenas 40 milhées de anos depois da colonizacdo do ambiente terrestre pelas
plantas vasculares sem folhas, no final do Devoniano, quando as concentracdes
de CO, baixaram em 90%, que surgiu a forma laminar, um tempo enorme para o
desenvolvimento de um padrao tdo conspicuo. As primeiras folhas tinham alta
densidade estomatica associada, acredita-se, a uma alta condutancia do xilema,
necessarios para manter uma alta transpiragéo, o que impediria a morte da folha
por superaquecimento. A forma foliar laminar teria oferecido uma reducédo na
resisténcia estomatica beneficiando a produtividade fotossintética sob baixa razao
[CO2)/[O2] pelo aumento da difusdo do CO-> no mesofilo e pela maior interceptacao
da energia solar. Teses como esta mostram como a composi¢cdo da atmosfera
pode ter tido efeitos dramaticos sobre o desenvolvimento vegetal ao longo da
evolucdao. Como a fotossintese é a principal via de entrada de carbono e energia
na biosfera e, ao lado da transpiracdo, representa um dos principais processos
fisiologicos através dos quais as plantas percebem as alteracdes atmosféricas,
todo processo que possa afeta-la deve ser cuidadosamente estudado e, na
medida do possivel, utilizado para deduzir eventos ocorridos no passado e fazer

previsdes para o futuro.

Visto que o di6xido de carbono é um dos principais gases atmosféricos
relacionados aos movimentos estomaticos e a fotossintese é esperado que o



20

presente aumento no nivel de CO, atmosférico global (da ordem de 1 + 2 pM*
ano™', segundo Keeling et al., 1995) tenha efeitos diretos sobre o comportamento
das plantas, ndao apenas através de influéncias indiretas sobre o clima, mas
também através da atuacao direta sobre a sua fisiologia. Pesquisas mostram que
plantas crescidas em elevada concentragdo de CO, muitas vezes, mas nao
sempre, exibem algum grau de aclimatacdo ou retro-regulacdo da fotossintese
como resultado do decréscimo de atividade e/ou quantidade de RUBISCO
(Fernandez et al., 1998; Garcia et al., 1998). Tem-se atribuido ao cultivo em alta
concentragdo de CO. efeitos como aumento de area foliar (como resultado do
aumento tanto do tamanho como do numero de células), da biomassa, da massa
seca, da extensibilidade da parede celular, da capacidade de crescimento em
plantulas, da rebrota em individuos podados, das taxas fotossintéticas e da razao
C/N, que levam ao aumento das concentragdes de carboidratos n&o estruturais
em folhas e em outros tecidos. Outros efeitos como reducao da densidade e indice
estomaticos, maior eficiéncia no uso da agua, redugcédo da condutancia estomatica
e diminuicdo do conteudo de fosfoenol piruvato carboxilase (PEPCase) foliar,

também tém sido relatados (Lovelock et al., 1998).

Leymarie et al., (1999), trabalhando com Arabidopsis thaliana (L.) Heinh.
cultivadas em alta concentracdo de CO,, verificaram alteracées na resposta ao
estresse hidrico provocado por ABA através da diminuicdo da condutancia
estomatica. Estudos de longo prazo com espécies arboreas tém revelado uma
tendéncia de aumento nas taxas de crescimento, bem como um persistente
estimulo ao incremento da biomassa, mesmo em individuos adultos (Saxe et al.
1998, Chambers et al. 1998 e Phillips et al., 1998). Arvores sdo especialmente
importantes no ciclo do carbono devido a suas grandes biomassas e longo periodo
de vida. Estudos tém sido realizados em uma grande variedade de espécies,
representativas de diversos taxons, e com grande variedade de técnicas (Saxe et
al. 1998), especialmente através da utilizagdo de camaras de topo aberto (OTCs),

nas quais se mantém uma dada concentracdo de CO», podendo-se preservar uma
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boa gama de condicbes ambientais que ndo seriam possiveis em uma casa de

vegetacao.

A questdo dos efeitos do aumento dos gases de efeito estufa tem gerado
um esfor¢o multidisciplinar em pesquisa cientifica e educagcdo ambiental com o
objetivo de aumentar o conhecimento disponivel e de gerar politicas e
metodologias capazes de prevenir ou minimizar esse cenario. Estudos baseados
no cultivo de diversas espécies vegetais em variadas concentragdes de CO. tém
sido realizados em camaras de crescimento, FACEs (free air CO. enrichment),
camaras de topo aberto (open top chambers) e branch bags. As camaras de
cultivo sao salas especiais, em casas de vegetacdo, onde as condicoes
ambientais (atmosfera, luminosidade, umidade e temperatura) sdo controladas.
Branch bags sdo sacos plasticos transparentes e perfurados usados para envolver
ramos de plantas adultas (Barton et al, 1993). Nesses sacos € injetada uma
mistura de COy e ar atmosférico na concentracao desejada. As FACEs séo torres
de metal dispostas em anel, mantendo em seu interior uma parcela circular com
diametro geralmente entre 10 e 20m em ambientes abertos de vegetacdo nativa
ou cultivada. Das torres partem encanamentos que as interligam, os quais
fumigam constantemente CO, para dentro da parcela em estudo (Miglietta et al.,
2001). Camaras de topo aberto, usadas neste trabalho, sdo pequenas torres de
metal circulares, fechadas nas laterais por uma camada dupla de plastico
transparente, sendo a interna perfurada, e abertas na parte de cima. CO; é
injetado no espaco entre as camadas plasticas e passa para dentro da torre, onde

sao dispostas as plantas em cultivo, pelos furos da camada interna.

O sequestro de carbono e sua alocacao em biomassa de plantas tem sido
considerado uma das ferramentas mais promissoras para a minimizacao dos
efeitos deletérios do efeito estufa. Estima-se que os biomas terrestres retiram
cerca de 2 GtC (2 bilhées de toneladas de carbono) por ano da atmosfera (Phillips
et al., 1998). Existem, de fato, duas abordagens béasicas em relacao ao sequestro
de C: 1) protecdo dos ecossistemas que acumulam C, favorecendo sua
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manutencao e seu incremento; 2) manipulagdo de ecossistemas (selecéo e plantio
de espécies, bioengenharia e melhoramento genético) a fim de elevar sua fixagao

de carbono.

O jatoba de mata € uma planta climacica de florestas tropicais e cerrado,
com ciclo de vida muito longo, grande biomassa e madeira de alta densidade
(Chudnoff, 1984), logo um provavel bom sequestrador de carbono. No caso de
serem mantidas as emissdes de CO2 nos niveis atuais, poder-se-ia determinar as
possiveis alteracbes que os teores atmosféricos desse gas, previstos para
meados deste século, provocariam sobre o estabelecimento das pléantulas de
jatoba e, possivelmente, de plantulas de outras espécies com estratégias
similares. Nesse caso seria possivel inferir, também, mudancas nos padroes de
sucessao em matas tropicais, supor o comportamento fisiolégico em plantas
adultas e talvez quantificar o total de CO» fixado em tais condigdes por area foliar
por tempo, 0 que poderia apresentar importancia estratégica e econébmica a serem
estabelecidos os principios propostos pelo protocolo de Kioto, como por exemplo o
do poluidor-pagador.

Tendo em vista esses aspectos o presente trabalho visa produzir dados
cientificos como subsidio a futuras agcées que promovam a diminuicdo e/ou a
manutencdo das concentracdes de CO, na atmosfera através da regeneracao de

areas degradadas e da conservacao das areas preservadas.
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OBJETIVOS

Pesquisar as alteracdes bioquimicas, fisiologicas e celulares em plantulas
de jatobd de mata Hymenaea courbaril L. var. stilbocarpa (Heyne) Lee &
Langenheim (Leguminosae, Caesalpinioideae, Detarieae) com e sem reserva
cotiledonar, crescidas em ambientes de 360ppm e 720ppm de CO,, visando
determinar o possivel efeito da atmosfera prevista para meados do século XXI

sobre o estabelecimento dessas plantulas.
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MATERIAL E METODOS

01. Cultivo

Essa etapa do experimento foi realizada na Universidade Federal de
Vicosa. Sementes de jatoba de mata Hymenaea courbaril L. var. stilbocarpa),
selecionadas por tamanho, foram escarificadas com esmeril e colocadas para
germinar em bandejas plasticas forradas e cobertas com papel de filtro molhado
em agua destilada, a 25°C por 15 dias, até a protrusédo da radicula, quando foram
transferidas para vasos com areia : vermiculita (2:1 V/V), 4 plantulas por vaso e
molhadas com solu¢ao de Hoagland a cada 15 dias. No estado de pré-emergéncia
do edfilo (28° dia) os cotilédones foram removidos nas plantulas do tratamento
sem reserva e 0s vasos foram, distribuidos em 4 camaras de topo aberto (OTCs)
iguais, com 1m de didametro cada, cobertas com sombrite de 60% de
sombreamento e providas de um sistema de circulagdo de ar monitorado por
IRGA. Em duas das camaras foi injetado CO» e mantida uma atmosfera interna em
720 ppm desse gas (Figura 3), enquanto nas demais foi injetado ar atmosférico
(cerca de 360 ppm de CO»). Assim, as concentracées de CO, e as condicbes de
umidade e temperatura foram monitoradas. As plantulas foram mantidas nas

OTCs por 70 dias, resultando em um total de 98 dias de cultivo.

02. Analises em IRGA

Ao longo do crescimento das plantulas nas camaras de CO, foram
realizadas medicdes da fotossintese (A) a 400 pMol m? s de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (FFFA) e curvas de Luz (A x FFFA) a 360 e 720 ppm
(partes por milhdo) de CO. pela equipe do Dr. Carlos Martinez (Universidade

Federal de Vigosa).
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Figura 3: Camaras de cultivo em atmosfera enriquecida com CO,: 1 — Cilindro de COy;
2/3 — Vélvula e injetor de CO,; 4 — Entrada de ar atmosférico; 5 — Camara de
homogenizagéo; 6 — ventilador; 7/8 — Camara de topo aberto (360 e 720 ppm); 9 —
Coletor de amostras de ar de dentro das camaras; 10 — Sensor de temperatura; 11 —
Filtro de umidade; 12 — Medidor de fluxo de ar enriquecido com CO,; 13 — Medidor de
fluxo de ar atmosférico; 14 —Valvula selecionadora de amostras; 15 — Bomba; 16 — IRGA;
17 — Registrador. Esquema cedido pelo Dr. Carlos Martinez (Departamento Biologia,
FFCLRP, USP-RP).
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Curvas de fotossintese x concentracdo interna de CO, (AxCi) foram
realizadas no periodo de 21 a 24 de agosto de 2001 em Vicosa, utilizando-se 0,
180, 360, 540, 720, 900, 1080, 1260, 1440 e 1800ppm de CO, em cada curva,
com temperatura fixada em 25°C e a 400 pMol m? s™' de FFFA, entre as 7:35h e
as 12:10h. Tanto as condi¢des de cultivo como os ajustes do analisador de gases
por infra-vermelho (IRGA) foram baseadas nos resultados de Santos (2002).

03. Coletas Destrutivas

Foram realizadas 3 coletas destrutivas, em 03/07/2001, 27/07/2001 e
23/08/2001, respectivamente aos 47, 71 e 98 dias da embebicdo. As plantulas
foram cuidadosamente removidas do substrato com auxilio de um jato fraco de
agua, lavadas e medidas (comprimento do caule e area foliar). Parte das plantulas
foi fixada em FAA 50 (formalina 37%, etanol 50%, acido acético PA em proporcoes
de 1:18:1) por 24h a vacuo e depois armazenadas em etanol 70%. Outra parte foi

seca em estufa a 80°C. Na coleta de 23/08 algumas plantulas foram, também,

congeladas em nitrogénio liquido, para posterior analise bioquimica.

04. Analise de Massa Seca

As plantulas secas em estufa a 80°C foram pesadas em suas partes
(folhas, caule, raiz e cotilédones — quando presentes) em balanca digital de
precisao.
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05. Andlises Bioquimicas

As plantas utilizadas para as analises bioquimicas foram coletadas as
14:00h, quando o nivel de assimilacdo fotossintética ja comecgava a declinar,
congeladas em nitrogénio liquido e depois secas em estufa até o peso constante.

Foram pesquisadas e testadas diversas metodologias para a dosagem do
amido transitério e de reserva, e decidiu-se pelo desenvolvimento de uma

metodologia especifica de analise enzimatica para esse projeto, descrita abaixo:

As plantas secas foram moidas em suas partes separadamente e separou-
se aliquotas de 10 mg do pé de cada parte, dos quais foram extraidos os acucares
soluveis com etanol a 80% a 80°C por 20 min, quatro vezes. A cada vez o material
foi centrifugado por 2 min a 13.238 g, recolhendo-se os sobrenadantes, que foram
evaporados em Speed-Vac e os acgucares sollUveis ressuspensos em agua
deionizada e deaerada. Ap6s uma filtragao, com filtros Milex”-HV 0,45 um, foi feita
a analise em Cromatografia de Troca Anidnica de Alta Performance (High
Performance Anion Exchange Chromatography — HPAEC — Dionex Sunnyvale,
CA) com coluna CARBOPAC PA1 associada a deteccéo por pulso amperométrico,
para a identificacdo dos agucares soluveis. Foi feita também a quantificagdo dos
acucares totais pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956) e dos acgucares

redutores pelo método de Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945).

O precipitado foi seco em temperatura ambiente por cerca de 24h, apds o
que procedeu-se a duas incubacbes seguidas com a-amilase termoestavel
(Megazyme"), a 75°C por 30 min. Procedeu-se entdo a incubagdo com
amiloglucosidase (30U/mL) a 50°C por 30 min. Ap6s a interrupcao da reacdo com
acido perclorico a 0,8M e a centrifugacdo a 13.238g por 3 min, foram coletados
20uL de aliquota em placa de Elisa, onde foram incubados com Glicose PAP
Liquiform 1 (Labtest”) a 30°C por 15 min, seguindo-se a leitura em

espectrofotdbmetro em comprimento de onda (A) de 490 nm.
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06. Analises Histologicas

Para as analises histologicas foram utilizados os edfilos e o primeiro par de
foliolos a se desenvolver nas plantas cultivadas, fixados em FAA 50 e estocados
em etanol 70%, bem como folhas do 3% ou 4° n6 de ramos de espécimes
depositados no herbario Maria Eneyda P. K. Fidalgo, do Instituto de Botanica
(BRASIL: MT, Campo dos Urupas, 1-1919, Kuhimann, SP 2011) e no herbario do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro (BRASIL: MG, Belo Horizonte, 111-1929, Ducke,

RB 5174).

6.1 Andlise de Densidade Estomatica

Utilizou-se um molde feito com a aplicacdo de esmalte incolor sobre a
superficie abaxial dos edfilos e foliolos da primeira folha, no terco mediano central,
apds hidratacdo destas em série etandlica invertida até agua destilada, e
enxugamento em papel absorvente. Depois da secagem o molde foi
cuidadosamente retirado da folha e colocado sobre uma lamina com a superficie
de contato com o limbo voltada para cima. Essa lamina foi analisada em

microscépio de projecdo com tela graduada (30X250pm?).

6.2 Analise de indice Estomatico

A principio foi feita a diafanizagdo de um dos eéfilos e um dos foliolos da
primeira folha segundo a técnica de Foster (1950). Estas foram coradas por 4
horas com corante safranina e azul de astra em alcool 95%, na proporcéo 3:1, e
montadas em laminas com resina de Permouth para a observacao das células
epidérmicas ao microscopio fotdnico. A pratica, entretanto, revelou que a
contagem das células epidérmicas era facilitada pela utilizacdo dos moldes de
esmalte em Camara Clara com objetiva de 10. Foi analisada uma é&rea total de
10mm?, em 40 parcelas de 250um? por lamina. O indice estomatico foi calculado

segundo a féormula:
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IE = (E/ (E+C)) x 100

Onde IE é indice estomatico, E € niumero de estbmatos por unidade de area
e C é numero de células epidérmicas por unidade de area. Os dados foram
analisados no programa Jandel Scientific da Sigma Stat, utilizando-se One Way
ANOVA, com comparagdes multiplas All Pairwise, segundo o método Student-

Newman Keuls Test.

6.3 Analise das Dimensoes Estomaticas

Utilizou-se as laminas de molde de esmalte em fotomicroscépio BX 41
Olimpus Video Print acoplado a um computador com programa Image Pro
Express. Foram medidos o comprimento, a largura e a area de trinta estbmatos

por lamina.

07. Anadlise Estatistica

Os dados da densidade estomatica foram submetidos a analise de variancia
e teste de Duncan a 95% de confiabilidade pelo programa SANEST. Todos os
demais dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), método LSD,
com 0,05 significancia (p < 0,05%), pelo programa WINSTAT FOR EXCEL.
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RESULTADOS

01. Desenvolvimento

Os resultados obtidos revelaram que as plantulas cultivadas em 720 ppm
de COs, tinham maior tamanho e numero de folhas que as plantulas cultivadas em
atmosfera normal, conforme mostrado na figura 4. Aos 98 dias de cultivo as
plantas com cotilédone estavam mais desenvolvidas que as sem cotilédone. O
cultivo em 720 ppm de COz nao alterou o tamanho médio dos edfilos, mas estes
desenvolveram area maior nas plantas com reserva cotiledonar. O tamanho médio
dos foliolos ndo se alterou com o cultivo em 720 ppm de COs para as plantas sem
cotilédone, mas as plantas com cotiléone cultivadas em 720 ppm de COo
desenvolveram foliolos maiores. O comprimento dos caules (medido do colar até o
apice) foi maior nas plantas com reserva que nas sem reserva, mas nao houve
diferencga significativa entre as plantas com reserva cotiledonar cultivadas em 360
ou 720 ppm de CO.. Nas plantas sem reserva, porém, o cultivo em 720 ppm de

CO2 aumentou significativamente o comprimento dos caules (tabela 1)

O prejuizo causado pela auséncia da reserva ao desenvolvimento das
plantulas se evidenciou no numero de folhas expandidas que estas apresentavam
aos 98 dias de cultivo. Plantas com reserva chegaram a desenvolver 3 pares de
foliolos além do edfilo, enquanto plantulas sem reserva desenvolveram no maximo
2 pares. Das plantas com reserva cultivadas em 720 ppm de COy, 46,15% tinham
os edfilos mais 3 pares de foliolos expandidos, ao passo que nas cultivadas em
360 ppm apenas 36,36% das plantas apresentava um terceiro par de foliolos,
ainda assim ndo completamente expandidos. Nas plantas sem reserva cotiledonar
essa diferenca foi ainda maior: 62,5% das plantas cultivadas em 720 ppm
apresentaram edfilo mais 2 pares de folhas expandidas, contra apenas 10% das
cultivadas em 360 ppm (tabela 1).
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Figura 4: Plantulas aos 98 dias de cultivo. A esquerda plantas cultivadas com cotilédones.
A direita, sem cotilédones. Em cada fotografia a planta a esquerda foi cultivada em 720
ppm de CO,, sendo a planta da direita o controle.

Tabela 1:Comparagédo dos parametros de desenvolvimento das plantas entre os
tratamentos. E — edfilos; F — folhas. Médias + SD. Letras diferentes indicam variagao

significativa dentro de cada parametro (ANOVA, método LSD, p<0,05%).

Com Cotilédone

Sem cotilédone

Parametros Concentragao de CO. (ppm) Concentracdo de CO. (ppm)
720 360 720 360

NuUmero de 46,15% com 36,36% com 62,5% com 10% com

folhas E+3F E+3F* E+2F E+OF

Area dos 47,0+£17,3a 447+89a 27,6 +£10,5b 21,9+6,8b

edfilos (cm?)

Area dos 23,3+6,8a 20,5+£540b 16,4+9,3¢ 13,344 c

foliolos (cm?)

Comprimento 28,3+x54a 26,6 +4,8 a 21,2+3,5b 159+ 1,8¢

do caule (cm)

* Folhas ndo expandidas
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02. Medigcoes de Fotossintese (A x FFFA)

Todas as plantulas submetidas a alta concentracdo de CO, apresentaram
aumento na assimilagdo fotossintética (A, em pMol m? s™') pelo fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (FFFA), tanto nos edfilos quanto nos foliolos,
demonstrando maior dependéncia da atmosfera de cultivo que da presenca ou
auséncia de cotilédone. Esse aumento foi de 66,70% e 61,11% (edfilos de plantas
com e sem reserva) e de 60% a 75% (folhas com e sem cotilédone) em relacéo as
plantulas cultivadas em atmosfera normal, por volta dos 70-80 dias de cultivo,
como mostrado nas figuras 5 e 6.

03. Massa Seca

A analise dos dados de massa seca revelou maior acumulo de biomassa
nas plantulas cultivadas com reserva cotiledonar, em relacdo as cultivadas sem
reserva (ANOVA, método LSD, P<0,05%). Foi revelada também uma tendéncia a
maior acumulo de biomassa nas plantas cultivadas sob alto CO; (figura 7).

A reserva cotiledonar aparentemente afeta a alocagdo de biomassa:
plantulas com cotilédones mostraram um investimento preferencial em parte
aérea, até cerca de 63 dias de cultivo, enquanto plantulas sem cotilédones
investiram mais no desenvolvimento de raizes, ficando sua razéo raiz : parte aérea
constante em cerca 0,2 ao longo de todo o periodo de cultivo (figura 8). E possivel
que isso tenha ocorrido como forma de compensar, através da busca de nutrientes
no solo e fotossintese, a perda das reservas. Apds cerca de 63 dias, com o
consumo das ultimas reservas (Santos, 2002), foi observada a retomada do

investimento em raiz nas plantulas com cotilédone.
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Figura 5: Assimilacao fotossintética a FFFA de 400 pmol m?s™ nos edfilos: ¢ — Plantulas
com cotilédones; sc — Plantulas sem cotilédones; 360 e 720 referem-se a concentragéo do
CO, atmosférico em ppm. Letras diferentes indicam variagao significativa (ANOVA e LDC
p < 0,05); Letras maiusculas indicam comparagdes entre diferentes tratamentos (360sc;
720sc; 360c; 720c); Letras minusculas indicam comparagfes entre avaliagées dentro de
cada tratamento.
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Figura 6: Assimilacdo fotossintética a FFFA de 400 pmol m? s na primeira folha: ¢ —
Plantulas com cotilédones; sc — Plantulas sem cotilédones; 360 e 720 referem-se a
concentracdo do CO, atmosférico em ppm. Letras diferentes indicam variagao significativa
(ANOVA e LDC p < 0,05); Letras maiusculas indicam comparagdes entre diferentes
tratamentos (360sc; 720sc; 360c; 720c); Letras minUsculas indicam comparagbes entre
avaliacdes dentro de cada tratamento.
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Figura 7 Acumulo de biomassa (massa seca) entre os grupos de plantulas de H.
courbaril var stilbocarpa. 720 — cultivo em 720 ppm de CO,; 360 — cultivo em atmosfera
normal; ¢ —com cotilédone; sc —sem cotilédone. As letras se referem a comparacao feita
pela ANOVA método LSD a 0,05% de significancia.

0.3
]46 @63 mW98dias

0.2

rte aérea

0.1 -

razao raiz : pa

720c 360c 720sc 360sc

Figura 8: Razao Parte Aérea : Raiz nas plantulas de jatoba submetidas aos tratamentos:
¢, plantulas com cotilédone; sc, plantulas sem cotilédone; 360 e 720 ppm de CO..
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04. Area foliar

Os resultados mostraram que a perda das reservas cotiledonares na pré-
emergéncia dos edfilos ocasionou uma redugéo significativa nas areas foliares. O
cultivo em alta concentracdao de CO. ndo alterou de maneira significativa as areas
foliares totais, mas uma tendéncia de aumento pode ser observada tanto nos
dados de area foliar total (figura 9) como nos dados de area foliar relativa, que € a
razao entre as areas foliares totais e a massa seca das plantas (figura 10), sendo
que nessa Uultima foi observado uma tendéncia de aumento para eodfilos de
plantulas sem cotilédone.

O numero total de células epidérmicas por mm? uma evidéncia do
alongamento celular que se refletem na area foliar, teve diferencas significativas
entre os tratamentos. Nos edfilos a perda da reserva cotiledonar mplicou um
nimero maior de células por mm? de epiderme, enquanto nos foliolos essa
tendéncia se inverteu. O cultivo em 720 ppm de CO. aumentou o numero de
células por mm? de epiderme, exceto para edfilos de plantulas sem cotilédone
(tabela 2).

05. Densidade Estomatica

A figura 11 mostra detalhes da epiderme em microscopia de luz,
ressaltando as células epidérmicas com paredes sinuosas, tipicas da espécie, e

estdmatos paraciticos.

A tabela 3 mostra a variagdo na densidade estomatica encontrada para
folhas e edfilos das plantas tratamento e controle aos 98 dias de cultivo. A anélise
conjunta da densidade estomatica com as areas foliares (figura 9) mostrou entre
elas uma relagdo inversa. Como a retirada dos cotilédones influencia o
desenvolvimento dos eodfilos e folhas, resultando na diminuigdo da area foliar, ha
tendéncia ao aumento da densidade estomatica. Por esse motivo considerou-se a

necessidade de fazer o indice estomatico, que é absoluto em relagéo a area.
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Figura 9: Areas foliares totais das plantas coletadas aos 98 dias, em cm?. As barras
mostram o erro padrao e as letras a andlise estatistica (ANOVA método LSD a 0,05% de
significancia).
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Razao area/massa

Figura 10: Areas foliares relativas (razdo entre as areas foliares totais das plantas, em
cm?, e sua massa seca total, em g). As barras mostram o erro padrdo. Nao houve
diferenga significativa entre os tratamentos segundo a ANOVA, método LSD, a 0,05% de
significancia.
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Figura 11: Fotomicrografias de foliolos dos tratamentos 360c (a esquerda) e 720c (a
direita), mostrando os estématos paraciticos e as células epidérmicas assimétricas, de
paredes sinuosas e interdigitadas. Observar que as interdigitagbes parecem estar
acentuadas na plantula 720c.

Tabela 2: Numero de células epidérmicas por milimetro quadrado de superficie foliar. E —
edfilos; F — foliolos. Média = SD. Letras diferentes indicam variagéo significativa (ANOVA,

método LSD, p < 0,05%).

Com cotilédone

Sem cotilédone

720 ppm de CO, | 360 ppm de CO,

720 ppm de CO,

360 ppm de CO,

1610,0 +90,7 a|14573 739 b

2304,1 £3125 c

2406,4 +147,7 c

1831,9 +159,1 a [1640,5 +104,4 b

16254 +1422b

1441,1 £190,2 ¢

Tabela 3: Densidade estomatica de foliolos e edfilos. Média £ SD. Letras mailsculas
indicam comparacdo dentro da mesma atmosfera e letras mindsculas indicam

resultados comparativos entre atmosferas diferentes (ANOVA, LSD, p < 0,05%).

Concentragao de CO, (ppm)
Tratamento
720 360
L Foliolo 72,07 + 10,4 Aa 62,07+ 8,5 Ab
Com cotilédone
Edfilo 59,98 + 10,2 Ba 54,07 £ 6,2 Bb
o Foliolo 52,50+ 5,1 Ba 53,55+ 7,5 Ba
Sem cotilédone
Eofilo 82,08 + 13,6 Ab 100,02 + 11,7 Aa
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06. indice Estomatico

O cultivo em 720 ppm de CO: provocou aumento no indice estoméatico de
plantas com cotilédone, mas teve efeito oposto nas plantulas cultivadas sem
reserva cotiledonar, tanto para foliolos quanto para edfilos (tabelas 4 e 5). Esses
dados sao fortes indicios de que cada uma das fontes de carbono (reserva
cotiledonar e fotossintese) sinaliza diferentes padrdes de desenvolvimento para as
folhas.

Visto que a literatura relata associagcéo inversa entre concentracdo de COo
e indice estomatico, foi feita, também, a andlise do indice estomatico em folhas do
32 ou 42 n6 de ramos de arvores herborizados, coletados no inicio do século XX, ja
que o nivel do CO, atmosférico entdo era menor que o de hoje (cerca de 280 ppm)
para as regides das coletas. Confirmando a tendéncia uma planta de 1919 teve
indice de 22,25 e outra, de 1929, apresentou indice de 20 (figura 12).

07.Dimensoes Estomaticas

Os dados de comprimento e largura dos estdmatos foram convertidos em
uma razdo C/L (comprimento por largura), de forma a permitir a andlise da
influéncia da presencga ou auséncia da reserva cotiledonar e da alta concentragao

de CO, sobre a forma dos estdbmatos.

Em plantulas com reserva cotiledonar o CO, nao alterou a razdo C/L, mas
com a remogao da mesma o cultivo em alta concentracdo de CO, tornou a razédo
menor em edfilos e maior em foliolos, quando comparadas as plantulas cultivadas
em atmosfera ambiente. Os estdmatos dos eodfilos das plantulas cultivadas em
atmosfera ambiente apresentaram maior razao C/L para plantulas sem cotilédone
em relagdo as com cotilédone, mas nao houve diferenca para plantulas cultivadas

em 720 ppm de CO.. Ja nos foliolos esse efeito € invertido: plantulas sem

cotilédone tém maior razdo C/L quando cultivadas em 720 ppm COy, e em plantu-
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Tabela 4: indice estoméatico dos edfilos. Média + SD. Letras mailisculas comparam
atmosferas distintas. Letras minasculas comparam os resultados entre plantas com e sem
cotilédones numa mesma atmosfera (ANOVA, método LSD , p < 0,05%).

Tratamento Concentragao de CO; (ppm)
720 360
Com cotilédone 16,35 + 1,8 Aa 15,11 £ 1,9 Ab
Sem cotilédone 14,70 + 1,6 Ba 17,06 + 2,0 Bb

Tabela 5: indice Estomatico dos foliolos. Média + SD. Letras mailisculas comparam
atmosferas distintas. Letras minUsculas comparam os resultados entre plantas com e sem
cotilédones numa mesma atmosfera (ANOVA, método LSD, p < 0,05%).

Concentragao de CO; (ppm)

Tratamento

720 360

Com cotilédone 16,69 + 1,6 Aa 15,71 + 14 Ab
13,18 + 1,2 Ba 15,85 + 22 Ab

+

Sem cotilédone

24
22
20 A
18
16

Indice Estomatico

Ve

14 1

1 2 T T 1
1900 1950 2000 2050

Ano

Figura 12: Gréfico da variagao dos indices estomaticos em foliolos ao longo do século XX,
com projecao para o ano de 2050 baseada no indice encontrado para as plantas
cultivadas em 720 ppm de CO.. Os indices de 2001 e 2050 sao de plantas cultivadas sem
cotilédone, visto serem comparadas com folhas de é&rvores adultas, que dependem

apenas da fotossintese. As barras mostram o desvio padrao.
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las cultivadas em atmosfera ambiente a presenca ou auséncia da reserva

cotiledonar nao teve efeito sobre a razdo C/L (tabela 6).

A perda da reserva ndo provocou diferengas significativas nas areas dos
estbmatos das plantulas cultivadas sob alta concentracdo de CO., mas em
atmosfera ambiente a area diminuiu nos edfilos e aumentou nos foliolos. Em
plantulas com reserva cotiledonar o cultivo em alta concentragdo de CO;
aumentou as areas dos estdmatos. Para plantas sem reserva cotiledonar o cultivo
em alta concentracdo de CO, aumentou a area dos estdmatos apenas em edfilos
(tabela 7).

08. Analises Bioquimicas

A metodologia desenvolvida para a dosagem de amido foi testada com
diversos materiais (especialmente sementes e tubérculos), cujo teor de amido
fosse conhecido, e sua sensibilidade e acuracia foram consideradas satisfatérias.
Realizou-se, entao, a avaliagdo dos teores de amido de foliolos, edfilos e caules
das plantas tratamento e controle através dessa metodologia, com os resultados

mostrados na tabela 8.

Como os resultados da assimilagcdo fotossintética revelaram aumentos
variando de 60% a 75% nas plantulas cultivadas em alta concentracdo de COs,
em relacdo as cultivadas atmosfera normal, era esperado que a analise dos teores
de amido transitério em folhas refletisse o padrao de fotossintese. Esse padréo,
porém, néo foi encontrado, uma vez que as areas foliares variaram muito entre os
tratamentos. Assim, optou-se por expressar os dados dos teores de amido em
gramas relativamente a massa especifica (razdo entre a massa da folha em
gramas e sua area em cm?) de cada folha testada. O resultado encontra-se na
tabela 9.

Essa analise revelou-se mais compativel com a variacdo encontrada nas
medi¢cdes de fotossintese, mostrando que nas plantas tratadas com alta

concentracao de CO, o amido transitorio por unidade de area € cerca do dobro do



41

Tabela 6: Comparacao das dimensdes dos estbmatos das plantas em relagéo ao cultivo
com e sem reserva cotiledonar. Média + SD. Razdo C/L - razdo do comprimento pela
largura do estdmato. 360 — plantas cultivadas em atmosfera normal; 720 - plantas
cultivadas em 720 ppm de CO.. Letras diferentes indicam variagao significativa (ANOVA
método LSD, p< 0,05%).

Razao C/L
Folha Com cotilédone Sem cotilédone
720 360 720 360
Eofilos 1,51+£0,31 a 1,43+£0,22 a 1,57+ 0,20 c 1,68+0,24 b
Foliolos 1,583+ 0,16 a 1,51+0,26 a 1,61+ 0,18 b 1,561+ 0,13 a

Tabela 7: Comparacéo das areas dos estébmatos das plantas em relagdo ao cultivo com e
sem reserva cotiledonar. Média + SD. 360 — plantas cultivadas em atmosfera normal; 720
- plantas cultivadas em 720 ppm de CO,. Letras diferentes indicam variagao significativa
(ANOVA método LSD, p< 0,05%).

Area (um?)
Folha Com cotilédone Sem cotilédone
720 360 720 360
Edfilos 280,57 + 62,08 b | 253,76 + 27,24 a | 276,95+ 25,48 d | 229,53 + 44,22 c
Foliolos 287,67 +29,77b | 255,29 + 37,31a | 285,62+ 34,46 b | 285,26 +40,47 b

Tabela 8: Porcentagem de amido na massa seca de foliolos, edfilos e caules das plantas
tratamento e controle. Média + SD. A andlise de variancia (p< 0,05%) dentro de cada

parte da planta n&o revelou diferengas significativas entre os tratamentos. C = caules, E =
edfilos e F = foliolos.

] Concentragéo de CO; (ppm)
Tratamento Orgéao
720 360
E 2150 + 9,11 13,48 + 6,24
Com cotilédone F 16,49 + 6,84 14,87 + 4,54
C 2233 + 10,18 2326 + 7,05
E 13,86 = 10,25 11,15 + 587
Sem cotiledone F 1298 + 845 9,77 + 4,01
C 1242+ 661 1594+ 10,56
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Tabela 9: Relagdo da quantidade de amido (g) / &rea especifica (massa g / &rea cm?) de
foliolos (F) e edfilos (E) das plantas tratamento (720 ppm) e controle (360 ppm). Média +
SD. As letras mailsculas que seguem o indice comparam resultados entre plantas
cultivadas numa mesma atmosfera. As letras mindsculas comparam resultados entre
plantas cultivadas em atmosferas diferentes (ANOVA método LSD com p < 0,05%).

] Concentragéo de CO; (ppm)
Tratamento Orgéao
720 360
E 34,38 + 17,94 Ab 16,05 + 7,04 Aa
Com cotiledone F 35,51 + 18,07 Aa 16,06 + 4,13 Aa
E 10,67 + 11,44 Ba 6,28 + 535 Aa
Sem cotilédone F 284 + 3,84Ba 3,09 + 1,01Aa

Tabela 10: Quantidade de agucar soluvel (em pg/mg). Média + SD. C — caule; E — edfilo; F
— foliolos. Razdo S:M - razdo sacarose : monossacarideos; Nao foram encontradas
diferencas significativas entre os tratamentos segundo a andlise de variancia (ANOVA,
método LSD, p < 0,05%) a nao ser para agucares redutores de foliolos, nos quais as
letras indicam a diferenca.

Acucar Total Acucar redutor Razao S:M
E [3888 19,86 28,17 +14,31 0,38
o | 720 F |4428 £1051 3781 +505a 0,17
3 C [30,79 + 6,83 12,33 2,30 1,50
3 E |4498 + 466  |3317 £10,87 0,36
§ 360 F |49.48 +12,23 3375 +3,31a 0,47
C |40,17 + 5,00 13,17 +3,92 2,05
E [4983 +12,11 30,08 11,43 0,66
o | 720 F[3251 £1097  [2525 +801b 0,29
3 C |3536 + 9,03  |2000 424 0,77
S E [5837 +18,15 33,04 +1,59 0,77
£ | 360 F[3734 + 425 32,58 +0,82a 0,15
@ C |4534 +12,79 17,67 +8,37 1,57




43

encontrado na planta controle (apesar dos altos desvios padrées decorrentes da

pequena amostragem), assim como sua fotossintese.

A andlise dos acucares soluveis (tabela 10) mostra diferencas significativas
entre os teores de acucares acumulados nos tecidos de foliolos de plantas
cultivadas em 720 ppm de CO., onde a remocdo das reservas diminuiu a
quantidade de acucares redutores. Os tecidos foliares apresentaram uma
quantidade relativa de sacarose muito baixa em relacdo a de monossacarideos, a
nao ser nos eofilos das plantas sem cotilédones, que apresentaram uma razdo em
média 91,88% maior em relacdo aos edfilos das plantas com cotilédone. As
razdes entre os teores de sacarose e de monossacarideos mostram que apenas
nos caules ha quantidade significativa de sacarose, sendo que nos caules das
plantulas sem cotilédone cultivadas em 720 ppm de CO. esta quantidade esta
muito diminuida.
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DISCUSSAO

Aspectos Gerais

Os efeitos da alta concentragdo de CO, sobre os vegetais sdo objeto de
grande controvérsia e muitas especulacbes. Esse fato se justifica plenamente
frente ao inexoravel aumento da concentracdo atmosférica desse gas que vimos
experimentando desde a revolucdo industrial e que, apesar dos alertas da
comunidade cientifica e de diversos organismos internacionais, ndo tem sido
suficientemente contido. As perspectivas desse quadro ndo sao boas: uma
reducdo da atividade industrial global diminuisse, com diminuicdo das emissdes
de gés carbodnico, significaria, também, uma recessdo mundial, com sério
agravamento da pobreza no planeta. Por outro lado, se as emissdes nao
diminuirem, os efeitos ecoldgicos globais serdo também extremamente danosos a
populacéo do planeta, e certamente incidirdo com mais peso sobre as populagdes
mais pobres. Considerando os fatores econémicos envolvidos nas emissdes do
COy, especialmente as resultantes da queima de combustiveis fésseis (fontes ndo
renovaveis), o avancgo da tecnologia que permitiu, por exemplo, a maior eficiéncia
no aproveitamento da gasolina e diesel por veiculos automotores j4 é uma
excelente noticia. A diminuicdo das emissdes de poluentes em geral e do gas
carbbnico em particuar forcosamente vira dai. O desenvolvimento de novas
tecnologias, que permitam tanto melhorar o aproveitamento das fontes nao
renovaveis de energia quanto substitui-las por fontes renovaveis e/ou fontes
limpas, permitira aliar a manutencdo da atividade industrial com a qualidade
ambiental. Além disso, a pesquisa de técnicas de sequestro de carbono pode
permitir a recuperacéo, pelo menos em parte, do dano ecolégico causado até o
momento (Buckeridge & Aidar, 2002).

As pesquisas que, como esta tese, voltam-se especialmente para os
vegetais lenhosos apoiam-se no fato de que ecossistemas de florestas cobrem
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cerca de 35% das terras do planeta, acumulam aproximadamente 40% da
biomassa e respondem por cerca de 70% da produtividade primaria global
terrestre (Dixon et al.,, 1994, apud Lovelock et al., 1998; Meyer & Turner, 1992;
Mellillo et al., 1993, apud Curtis & Wang, 1998). Ha evidéncia de que, intactas, as
florestas tropicais sejam absorventes globais de CO.. Segundo Phillips et al.,
(1998), florestas maduras neotropicas respondem por cerca de 40% do dreno
terrestre de carbono. Assim, se 0 aumento da concentracdo atmosférica de CO»
aumentar as taxas de crescimento das florestas intactas ou em regeneracéo, elas
poderiam, pelo menos a curto prazo, tornar-se mais eficientes sequestradoras de
carbono. Além disso, o estudo dos efeitos do aumento da concentragdo de CO-
também se justifica pelo potencial que esse gas tem para alterar o funcionamento
dos ecossistemas terrestres, através de efeitos sobre o crescimento, uso de
recursos e interacdes especificas das arvores (Eamus & Jarvis, 1989). Estudos
mostram, por exemplo, que o CO, favorece espécies pioneiras em detrimento das
de estagio de sucessdo mais avancado (Poorter, 1993; Roumet na Roy, 1996,
apud Lovelock et al. 1998).

Desenvolvimento

Assim como observado por Cheng et al. (1998), este trabalho demonstra
que o cultivo em alta concentragcdo de CO, acelera o desenvolvimento de
plantulas. Esse efeito demonstrou ser particularmente marcante em plantas
privadas da reserva cotiledonar e se correlaciona diretamente a outros fatores
como o estabelecimento precoce do aparato fotossintético (ver Aidar et al. 2002,
em anexo), desenvolvimento de area foliar e ganho de biomassa, como discutido a

sequir.
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Biomassa

Ha um grau substancial de variacdo na magnitude dos efeitos reportados da
alta concentracado de CO,em arvores, que variam desde a inibicdo do crescimento
a um aumento deste em mais de 500% em relacdo a plantas cultivadas em ar
ambiente. Curtis & Wang (1998) realizaram uma meta-analise na qual integraram
resultados de diversas pesquisas independentes através de métodos estatisticos
especificos e por eles desenvolvidos. Com essa andlise verificaram que, num
universo de 508 estudos com 59 espécies lenhosas, a biomassa total e a
assimilacao global de CO. apresentaram aumento significativo de cerca de duas
vezes o das plantas cultivadas em ar ambiente, independentemente das
condi¢des de cultivo, embora essa resposta tenha sido fortemente afetada por
fatores de estresse ambiental, por uma duragcdo menor da exposicdo ao CO. e
pelo grupo funcional das plantas. Phillips et al. (1998), num estudo que vem
acompanhando desde a década de 70 o desenvolvimento de florestas em varios
pontos do planeta, observaram que toda a area pantropical apresentou um ganho
continuo de biomassa, o que pode ser uma resposta ao aumento do COo

atmosférico.

Ja Lovelock et al. (1998), num estudo com espécies arboreas tropicais de
diferentes grupos sucessionais, ndo observaram aumento no acumulo de
biomassa, nem em espécies individuais nem na comunidade como um todo,
embora espécies pioneiras e secundarias iniciais tenham mostrado maiores
respostas ao elevado teor de CO» que espécies de estagio de sucessdo mais
avancado. Observaram, entretanto, modificagdo na alocacdo da biomassa em

extensao dependente do status sucessional da espécie.

Embora de forma geral o cultivo de plantulas de H. courbaril var stilbocarpa
sob alta concentracdo de CO: ndo tenha promovido uma diferenca
estatisticamente significativa sobre o acumulo geral de biomassa, em plantulas

com cotilédone cultivadas em 720 ppm de CO. a biomassa foliar foi
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significativamente maior. Isto pode ser um dos fatores que resultaram em uma
tendéncia maior de acumulo de biomassa nas plantulas cultivadas em 720 ppm de
COs,. Essa tendéncia se mostrou mais relevante nas plantulas privadas da reserva
cotiledonar. Acredita-se que o0 uso de uma analise estatistica mais especifica do
que a que estava disponivel nesta analise poderia revelar se essa tendéncia
observada se traduz ou nao num efeito do cultivo em alta concentracao de COo,
visto que nos dados de biomassa, como nos demais, observou-se a existéncia de

grandes desvios padroes, talvez por ser esta uma espécie selvagem.

O resultado mais significativo acerca do acumulo de biomassa mostra que a
remoc¢ao dos cotilédones no inicio da expanséao foliar tem efeitos severos sobre o
desenvolvimento da plantula. Este resultado € comparavel a observagao de Curtis
& Wang (1998) de que, sob alta concentracdo de COs, o cultivo em solos pobres
reduz o ganho de biomassa em espécies lenhosas a metade, na medida em que
ambos os fatores geram estresse nutricional.

Ao se calcular as razdes das massas secas totais médias entre os grupos,
conforme mostrado abaixo, esperava-se que a razao entre a biomassa da planta
controle e a biomassa da planta sem cotilédone revelasse a diferenca causada
pela privacdo da reserva nos grupos de atmosferas diferentes. Assim a diferenca
entre as raz6es evidenciou o efeito da atmosfera. De forma semelhante, ao se
considerar a razdo de plantas submetidas ao mesmo regime de reserva
cotiledonar, porém cultivadas em diferentes atmosferas de CO., esperava-se

evidenciar o efeito do alto CO. sobre 0 acimulo de biomassa.
Ri=720c/720sc = 1,95
R =360c / 360sc = 2,3
Rs = 720c / 360c = 1,21
R4 =720sc/360sc = 1,43

Assim, R1 e R2 refletem o efeito exercido pelas reservas sobre o acumulo
de biomassa total no desenvolvimento inicial da plantula, enquanto R3 e R4
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refletem o efeito da concentracdo atmosférica de CO.. Nota-se que o efeito da
reserva foi mais pronunciado (cerca de 2 vezes) que o efeito da atmosfera (1,2 a

1,4 vezes).

Ao colocarmos em perspectiva os efeitos do CO, atmosférico, é possivel
verificar uma tendéncia de acumulo de cerca de 15% na biomassa de plantulas
crescidas sem a fonte de reserva (cotilédones). Tal acumulo talvez seja explicado
pela descoberta recente de que, neste mesmo experimento, folhas e caules de
jatoba cultivado em 720 ppm de CO. produzem cerca de 20% a mais de celulose
que folhas e caules de plantas cultivadas em atmosfera ambiente (M. Gaspar, B.

Jacomino Lopes e M. S. Buckeridge, comunicagao pessoal).

Estas observacdes sugerem que as duas vias pelas quais o carbono é
metabolizado nas plantulas interagem entre si, de forma que a presenca do
metabolismo de reserva parece competir com a fotossintese, resultando em
menor acumulo de biomassa total (sequestro de carbono) durante o periodo de

mobilizagdo de reservas.

Razao raiz:parte aérea

Também aqui ha consideravel controvérsia acerca de se o cultivo sob alta
concentragdo de CO; resulta em aumento na razéo “raiz : parte aérea” e sob quais
condicdes isso ocorre. Modelos de alocacdo de biomassa, como os de balanco
funcional (Davidson, 1969 apud Curtis & Wang, 1998) e razdo “carbono : nutriente
do substrato” (Reynolds & Thornley, 1982 apud Curtis & Wang, 1998), predizem
que, com o aumento da quantidade de carbono nos tecidos, os macro e
micronutrientes, especialmente o nitrogénio, assumem papel limitante em relacao
ao carbono, levando a um aumento na biomassa de raiz. Norby (1994, apud Curtis
& Wang, 1998) observou, entretanto, que os efeitos da alta concentracdo de CO,
sobre a alocagao de biomassa em raiz podem ser facilmente confundidos com os
efeitos do CO» sobre as taxas de desenvolvimento.



49

Nossos dados mostram uma influéncia razoavel do cultivo em alta
concentracdo de CO. sobre a alocacdo de biomassa. O controle mostra
inicialmente maior desenvolvimento da parte aérea mas, ao longo do
desenvolvimento, as plantulas passam a investir mais em raiz, especialmente a
partir dos 63 dias de cultivo, quando se esgotam as reservas cotiledonares
(Santos, 2002). As plantulas cultivadas em 720 ppm de CO. apresentam,

especialmente a partir do 63° dia de cultivo, maior investimento em folhas.

Plantas cultivadas sem cotilédone, portanto sob deficiéncia nutricional, nao
apresentaram diferencas na alocagéo de biomassa entre os cultivos em 720 ppm
de CO» e atmosfera ambiente, nem ao longo do periodo de cultivo, ficando a razao
relativamente constante em torno de 0,2. Entretanto, até o 63° dia de cultivo,
periodo em que as reservas cotiledonares deveriam ter sido consumidas, a razao
das plantas sem cotilédone é cerca de duas vezes a razao das plantas cultivadas
com cotilédone no mesmo periodo. Esta observacdo concorda com Curtis &
Wang (1998), que verificaram que o aumento na razao “raiz : parte aérea” em
cultivo sob alta concentracdo de CO, ocorre apenas em condi¢cbes de estresse

nutricional.

Nas plantulas com cotilédones, cultivadas sob alta concentragdo de COa,
observou-se uma tendéncia a um maior desenvolvimento da parte aérea ao final
do consumo das reservas cotiledonares, chegando a raz&o raiz : parte aérea aos
mesmos niveis das plantulas cultivadas sem cotilédone, enquanto as plantulas
controle mantiveram maior investimento em raizes. O maior desenvolvimento da
parte aérea era esperado ao final do consumo das reservas, devido a
dependéncia exclusiva, a partir do 63° dia, do carbono fixado da atmosfera, e pode
nao estar sendo verificado nas plantulas controle devido ao investimento maior em

parte aérea que essas plantulas realizaram no inicio do cultivo.



50

Area foliar

O desenvolvimento da area foliar € fundamental na determinacdo da
quantidade de luz que a planta intercepta, do ganho de carbono, da perda de agua
e até da produtividade do ecossistema (Lambers & Poorter 1993; Ellsworth et al.
1995; Van Volkenburgh, 1999). A importancia da area foliar na estratégia
ecolbégica adotada por uma planta fica evidente no fato de que muitas vezes
plantas de estagio sucessional avangado sdo caracterizadas pelo tamanho de
suas folhas (geralmente menores que as de plantas pioneiras, que se
caracterizam por rapida expansao foliar e folhas de tamanho grande). De fato,
essa caracteristica pode ser observada no jatoba de mata Hymenaea courbaril,
uma planta de estagio sucessional avancado. O cultivo em atmosfera de 720 ppm
de CO; teve um efeito pequeno sobre a area foliar total nessas plantas, o que
concorda com o trabalho de Lovelock et al. (1998) que encontraram um efeito
menor do CO, sobre a area foliar de plantas de estagio sucessional avancado do

que em plantas pioneiras e secundarias iniciais.

A tendéncia de aumento da é&rea foliar total observada sob alta
concentragdo de CO,, embora sé tenha se revelado estatisticamente significativa
(ANOVA, método LSD a 0,1 de significancia) para as plantulas privadas da
reserva cotiledonar, é efetiva se observarmos que plantas cultivadas em alta
concentracao de CO; apresentam mais e maiores foliolos que plantas cultivadas
em atmosfera ambiente. Aparentemente a variacdo nas areas foliares totais nao é
percebida devido ao efeito dos edfilos, folhas embrionarias de grande area foliar e
que estavam na pré-emergéncia quando do inicio do cultivo em alta concentragéo
de COy, ndo tendo, talvez por isso, sua area afetada. Um cultivo mais prolongado
sob alta concentracdo de CO. poderia confirmar essa tendéncia, colocando o
jatoba em conformidade com os resultados encontrados por diversos autores
(Cosgrove, 1993, 1999, Ferris & Taylor, 1994, Ranasinghe & Taylor, 1996,
Summers & Jackson, 1996, Kinsman et al., 1997, Zhao et al., 2000, Ferris et al.,
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2001), embora Lovelock et al. (1998) e Curtis & Wang (1998) relatem uma

tendéncia a diminuicao da area foliar, especialmente em solos pobres.

A tendéncia de aumento na area foliar total torna-se mais evidente frente
aos resultados da area foliar relativa (razéo entre a area total das folhas e sua
massa seca), por cuja analise podemos desprezar as diferengas no
desenvolvimento das plantas. As areas foliares relativas das plantas cultivadas em
alta concentracdo de CO, sdo cerca de 11% maiores que as das plantas
cultivadas em atmosfera ambiente para as plantas com cotilédone, e cerca de
16% maiores para as plantas cultivadas sem cotilédones, mas ndo ha diferenca
entre as plantulas com e sem cotilédones. Esse fato mostra que a disponibilidade
de reserva poderia estar alterando mais o padrdo de desenvolvimento das

plantulas que suas areas foliares.

Entretanto, a diferenca nas areas foliares totais entre as plantulas sem
cotilédone cultivadas em alta concentracao de CO, e em atmosfera ambiente pode
estar relacionada ao estresse nutricional induzido nas plantulas pela retirada da
reserva cotiledonar. Lovelock et al. (1998) demonstra que o estresse nutricional
causa diminuicdo nas areas foliares totais, o que se observou nas plantas sem
cotilédones em relacdo as normais. E interessante notar, porém, que nas plantas
cultivadas sob alta concentracdo de CO. a reducao da éarea foliar foi menor. Esse
dado pode refletir tanto um efeito de compensagéao nutricional do gas carbénico,
suprindo em parte a perda da reserva, quanto uma estratégia voltada para o
desenvolvimento precoce da capacidade fotossintética (de forma a suprir a
necessidade nutritiva) e aumentar a area capaz de interceptar a luz. Sabe-se que
as plantulas de H. courbaril var stilbocarpa normalmente se utilizam das reservas
cotiledonares a noite e da fotossintese durante o dia (L. I. V. do Amaral, H. P.
Santos & M. S. Buckeridge, comunicacdo pessoal). A perda das reservas
cotiledonares poderia, portanto, ser compensada, em parte, pela fotossintese
realizada de dia, uma vez que nao houve limitacdo de macro e micronutrientes no

solo durante o cultivo. Dados recentes obtidos com duas espécies de Hymenaea
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(de mata, H. ocourbaril, e de cerrado, H. stigonocarpa) indicaram que diferentes
composicoes de nutrientes no solo ndo afetaram o desenvolvimento das plantulas,
sugerindo que os cotilédones suprem as mesmas também com os nutrientes
minerais necessarios ao desenvolvimento inicial (M. Dechoum, I. M. Valio, P.

Oliveira & M. S. Buckeridge, comunicacgao pessoal).

O modo como o CO; provoca aumento nas areas foliares tem sido objeto
de diversos estudos, sendo que o mecanismo nao parece ser unico. Ferris &
Taylor (1994) demonstraram que o CO; pode estimular a taxa de expansao foliar e
Kinsman et al. (1997) mostraram que a exposicao a altas concentragées de CO,
faz com que folhas de Dactylis glomerata acelerem seus ciclos celulares,
especialmente em baixas latitudes. Ha evidéncias que o crescimento induzido por
CO2 ocorre devido a alteracées nas propriedades biofisicas da parede celular,
aumentando sua extensibilidade (Ferris & Taylor, 1994) e talvez alterando sua
composigdo em polissacarideos (Ferris et al. 2001). Evidéncias de plantas e
leveduras apoiam a idéia de que a sacarose estimula a atividade meristematica.
Interessantes também s&o tanto a correlagdo encontrada por Ranasinghe & Taylor
(1996) entre o aumento da concentragdo da enzima xiloglucano-endo-
transglicosilase (XET) e o aumento do crescimento foliar sob alto CO,, quanto o
trabalho de Cosgrove (1993, 1999), que mostrou que a elevada concentracao de
COz leva a uma redugéo do pH celular estimulando o “crescimento acido”. Ferris et
al. (2001) mostraram que a correlagao positiva entre 0 aumento da area foliar em
trés espécies de Populus e o cultivo sob alta concentragédo de CO» deve-se tanto a
proliferacdo quanto ao aumento do tamanho das células epidérmicas e
parenquimaticas, o que concorda com Summers & Jackson (1996) e Zhao et al.,
(2000), cujo estudo também mostrou aumento da atividade de XET em folhas
jovens relacionado ao aumento da concentracao de CO..

O aumento no tamanho das folhas pode estar relacionado a diversos
aspectos do metabolismo da planta, como perda de &gua, interceptacdo da
radiacdo luminosa e capacidade fotossintética, além de ser um importante
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determinante na resposta da planta quanto a produgcdo de biomassa, visto que
folhas em expansédo sdo um dreno importante para o carbono fixado (Ferris et al.,
2001). O aumento da éarea foliar total, assim como possiveis alteragdes no balanco
de C:N foliar, podem ter efeitos sobre a formagdo da serrapilheira e,
consequentemente, sobre a produtividade do solo (Lovelock et al.,1998), além de

afetar os organismos herbivoros.

Fotossintese

Os dados relativos aos efeitos da atmosfera de 720 ppm de gas carbénico
sobre as plantulas de Hymenaea courbaril foram publicados (Aidar et al., 2002),
estando a publicacdo no anexo.

A assimilacao fotossintética ao longo do experimento foi maior em plantulas
cultivadas em 720 ppm de CO,, tanto nos eodfilos (66,7% nas plantulas sem
cotilédone e 61,1% nas plantas com cotilédone) quanto nos foliolos ( 75% e 60%
respectivamente), por volta dos 80 dias de cultivo. A magnitude da resposta
fotossintética a alta concentracdo de CO, pode estar relacionada a idade das
folhas e ao breve periodo de exposi¢cdo. Tem sido observado que, embora o
aumento nas concentracées de CO, produza, em geral, um aumento na resposta
fotossintética, este tende a ser menor em longas exposicdes e em folhas mais
velhas, especialmente para plantas de folhas perenes (Turnbull et al., 1998; Curtis
& Wang, 1998).

A producao de folhas novas nas plantulas sem cotilédone sofreu um atraso
de cerca de 35 dias em relacdo as plantas com wtilédone, mas uma vez que
estas eram produzidas comecavam imediatamente a fixar CO, quase no mesmo
nivel das folhas das plantas com cotilédone. A comparacédo da fluorescéncia da
clorofila (F./Fm) entre plantas de diferentes tratamentos mostrou que a alta
concentracao de CO; induziu uma maturacao precoce do aparato fotossintético
nos edfilos e foliolos das plantas sem cotilédone, o que talvez se deva a maior
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dependéncia dessas plantas da fotossintese, frente a perda das reservas (Aidar et

al. 2002, figura 7 — anexo).

As curvas de assimilacdo dependentes da concentracao interna de COz (A x
Ci) mostraram que folhas das plantulas sem cotilédones cultivadas em atmosfera
ambiente tiveram pontos de saturacdo fotossintética (Asat) e de fotossintese
maxima (Amax) mais baixos que os das plantas com cotilédones. Ja quando
cultivadas em 720 ppm de CO; os foliolos das plantulas sem cotilédone
apresentaram Asat e Amax maiores que os das com cotilédone, embora nos
eofilos tenha sido mantida a tendéncia observada para as plantulas cultivadas em

atmosfera ambiente (Aidar et al. 2002, figura 6 — anexo).

Webb et al. (1996) em estudo com Arabidopsis thaliana (L.) Heinh.
demonstraram que o aumento do CO, tem um efeito concentracdo-dependente
sobre a reducdo da abertura estomatica através da elevacgéo do nivel de Ca*? nas
células guarda. No presente experimento verificou-se que a transpiragdo diminuiu
nas plantas cultivadas em 720 ppm de COy, tanto para folhas quanto para edfilos,
em consequUéncia da reducdo da abertura estomatica, presumindo uma maior
eficiéncia no uso da agua relacionada ao cultivo sob altas concentragdes de gas

carbobnico.

A aclimatagdo fotossintética, ou “down-regulation”, € definida como o
conjunto de processos fisiologicos que causam diminuicdo da capacidade
fotossintética em plantas crescidas sob alta concentracdo de CO; em relagcédo a
plantas cultivadas em atmosfera ambiente (Stitt, 1991). O mecanismo pelo qual
isso ocorre ainda nao foi plenamente desvendado, mas assume-se que seja
ativado por um desequilibrio no balango fisiolégico dos componentes foliares
causado pelo aumento das taxas fotossintéticas, levando a uma necessidade de
ajuste a curto prazo (regeneracao de Rubisco e Pi ) ou a longo prazo (transcricao)
(Sage et al., 1988; Furbank & Taylor, 1995; Sheen, 1994 apud Turnbull, 1998). Por
exemplo, numa planta cultivada em alta concentragdo de CO, o aumento na
concentragdo de carboidratos pode aumentar a razdo C:N, tornando o nitrogénio
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fator limitante e levando a necessidade da aclimatacéo. (Griffin & Seeman, 1996
apud Turnbull, 1998). Curtis & Wang (1998) nao encontraram evidéncia da
ocorréncia de aclimatacdo em 508 estudos com 59 espécies, a nao ser para
plantas cultivadas em vasos menores que 0,5L, embora outros 20 estudos
reportados por Gunderson & Wullschleger (1994) mostrem uma média de 21% de
aclimatagao.

No periodo de cultivo que foi realizado neste experimento ndo se observou
qualquer evidéncia de aclimatacado. Entretanto, ndo se pode afirmar que esta néo
ocorra para a espécie em estudo, pois o alto patamar de assimilagdo de gas
carbdnico que encontramos pode estar relacionado a varios fatores, tais como
periodo fisiolégico e equilibrio nutricional. E razoavel supor que plantulas no
estagio inicial de desenvolvimento dispéem de varios drenos para 0 excesso de
carbono assimilado, evitando o acumulo de carboidratos nao estruturais que pode
inibir (Azcon-Bieto, 1983; Foyer, 1988) ou reprimir (Sheen, 1994 apud Turnbull,
1998; Webber et al., 1994) a fotossintese. Também ja foi observado que folhas
jovens tendem a apresentar maiores taxas de assimilacao fotossintéticas em alta
concentracao de CO, que folhas maduras, as quais apresentam decréscimo na
atividade e quantidade de Rubisco (Turnbull et al., 1998).

Como as altas taxas de assimilacdo fotossintética de carbono observadas
nao se refletiram fortemente em um ganho de biomassa, € possivel que o acumulo
de carboidratos esteja estimulando atividades metabdlicas e, logo, as taxas

respiratérias (Farrar & Willianms, 1991, apud Lovelock et al.,1998).

Turnbull et al. (1998) demonstram que a aclimatagdo parcial sob alta
concentragdo de CO; depende da idade das folhas, atuando através de dois
mecanismos: 0 excesso de gas carbbnico pode acelerar o declinio natural da
Rubisco ou a senecéncia foliar (Pearson & Brooks, 1995; Sicher & Bunce, 1997
apud Turnbull, 1998) ou a reducéo da capacidade fotossintética pode ser resultado
de uma baixa demanda por parte dos drenos que ocorre a medida que a planta

alcanga um equilibrio na proporgdo de ramos jovens e maduros. Nado devemos
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perder de vista, entretanto, que os niveis atmosféricos crescentes de CO, podem
induzir brotamento, levando a uma assimilacdo continuamente alta de carbono,

como observado por Phillips et al. (1998).

E importante notar ainda que as plantulas de Hymenaea courbaril foram
cultivadas, nesse experimento, sob sombreamento de 60% e que alguns autores
demonstram que a assimilacdo de carbono é maior nos cultivos sob baixa

intensidade luminosa (Curtis & Wang, 1998).

Acumulo de carboidratos

O acumulo de carboidratos ndo estruturais em folhas diminui a quantidade de
RUBISCO embora nem sempre ocorra 0 mesmo com a expressao dos seus genes
(Moore et al., 1998). Foi verificado em diversas plantas que o cultivo em alta
concentracao de CO., aumenta a quantidade desses carboidratos ndo estruturais e
postula-se que esse efeito seja um dos fatores mais importantes na ocorréncia de
aclimatacao fotossintética sob altas concentragdes de CO, (Cheng et al., 1998).
Os resultados da pesquisa com o jatoba, porém, ndo mostram sinais de aumento
significativo dos niveis de carboidratos ndo estruturais em folhas, sendo quando
relacionados com a massa especifica, nem de aclimatacdo fotossintética. E
preciso levar em conta, entretanto, que esta ndo € uma espécie de ciclo curto, e
que por isso 0 tempo necessario de exposicdo a elevados teores de CO, para
produzir efeitos significativos em acumulo de carboidratos / aclimatacao pode ser
mais longo. Cheng et al. (1998) observam, para Arabidopsis thaliana, que tempos
diferentes de exposicdo a elevadas concentracdes de CO, produzem efeitos
diferentes sobre o padrédo de acumulo de carboidratos ndo estruturais e sobre a

expressao dos genes da RUBISCO.

Os acucares soluveis medidos em edfilos e foliolos ndo apresentaram grande
variacdo no conteudo total entre os tratamentos, a ndo ser em foliolos de plantas
cultivadas a 720 ppm de CO., onde a perda das reservas reduziu
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significativamente a quantidade de monossacarideos. Esses resultados sé&o
semelhantes aos obtidos por Lovelock et al. (1998) que observaram que a
concentragdo de amido nas folhas dobrou nas plantas cultivadas sob alto CO,
mas teve pequeno efeito sobre a concentracdo de acucares soluveis.

Nas folhas (foliolos e edfilos), a maior parte (56,60% a 87,25%) dos agucares
soluveis encontrados correspondia a monossacarideos, o que coaduna com a sua
funcdo de fonte de acgucares, onde o0s monossacarideos produzidos sao ou
convertidos em sacarose e imediatamente exportados para os drenos, ou
convertidos em amido e estocados. Ja nos caules, que na plantula de jatoba
apresentam uma fungédo secundaria de reserva, a remoc¢ao das reservas diminuiu
a razao sacarose : monossacarideos em 23,41%, para plantulas cultivadas em
atmosfera ambiente, e em 48,67% para as cultivadas em 720 ppm de COg,
provavelmente por diminuir a funcao de reserva. O cultivo em 720 ppm de CO;
reduziu a razdo sacarose:monossacarideos em 26,83% nas plantulas com
cotilédone, e em 50,95% nas sem cotilédone. Acredita-se que o cultivo em 720
ppm de CO; diminui a razdo sacarose : monossacarideos pelo aumento da
atividade (forca) dos drenos, visto que as plantulas cultivadas em 720 ppm de CO»

se desenvolvem mais, especialmente na auséncia das reservas cotiledonares.

O jatoba é uma planta nativa selvagem, que apresentou alta taxa de
mortalidade sob as condigdes do cultivo, o que dificultou a homogenizagéo e
diminuiu o grau de uniformidade dos resultados na medida em que aumentou a
variabilidade populacional relacionada aos efeitos. Talvez por isso o conteldo
médio de amido por area especifica, embora tenha aumentado 114,2% e 121,11%
para edfilos e foliolos, respectivamente, de plantas cultivadas sob alta
concentracao de CO; e com reserva, ndo se mostrou estatisticamente significativo.
Essa tendéncia de aumento no conteudo de amido foi encontrada para todas as
espécies lenhosas, exceto para gimnospermas crescidas em solos pobres em
nutrientes (Curtis & Wang, 1998). No entanto essa resposta mostrou-se afetada
por fatores de estresse, tamanho do vaso e grupo funcional. Em jatoba a remocéo
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das reservas teve efeito dramatico sobre a quantidade de amido por area
especifica encontrada nos tecidos: nas plantulas com cotilédones cultivadas em
720 ppm de CO» os edfilos apresentaram em média 222,21% mais amido por area
especifica que os eodfilos de plantulas sem cotilédone cultivadas sob a mesma
atmosfera, e os foliolos, 1.150,35%. Em plantulas cultivadas em atmosfera
ambiente com cotilédones os edfilos apresentaram em média 155,57% mais
amido por area especifica que os edfilos de plantulas sem cotilédones, também
em atmosfera ambiente, e os foliolos, 419,74% (tabela 9). Em caules o teor de
amido total n&o diferiu com o cultivo em diferentes concentracdes de CO,, mas

foi, em média, 60,8% maior nas plantulas cultivadas com cotilédones (tabela 8).

Pode-se observar que plantulas que se desenvolveram com reserva
acumulam mais amido proveniente, principalmente, de fotossintese nos tecidos
durante o dia (visto que o amido proveniente do consumo das reservas
cotiledonares se acumula principalmente a noite) o que poderia estar traduzindo o
efeito da reserva sobre o estabelecimento do aparato fotossintético (Santos,
2002). A taxa de assimilagdo por area foliar ndao é muito diferente para plantas
com e sem reserva, variando mais com a exposicao a alta concentracédo de CO..
Aqui se nota um efeito claro da interacdo do teor atmosférico de CO, com a
presenca ou auséncia de reservas cotiledonares sobre a produtividade da planta.
Curtis & Wang (1998) demonstraram que o cultivo em altas concentragdes de CO,
provoca um aumento de cerca de 54% sobre a assimilacdo global de carbono,
mas revelam que o estresse ambiental é um fator importante nesse efeito, assim
como certos fatores de cultivo, sobre a magnitude da resposta fotossintética ao
alto CO.. Acredita-se que, de certa forma, a variagao na reserva cotiledonar pode
ser considerada um fator de estresse endbégeno. Plantas de ecossistemas
sazonais, como o cerrado por exemplo, acumulam reservas em diferentes partes
da planta, como caules e 6rgéos subterraneos, as quais possibilitam a rebrota na
época das chuvas. Essas reservas podem interagir com o aumento do CO-
atmosférico de forma a alterar a produtividade dos ecossistemas como um todo.
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Estématos

Neste trabalho analisou-se os efeitos do alto CO. sobre dois parametros
associados a estdbmatos: quantidade relativa e dimensdes. Os dados das
dimensbes estomaticas evidenciaram um efeito de tamponamento da reserva
sobre o efeito do alto CO,. Os estdmatos dos edfilos tornaram-se mais compridos
com a exposicao a alta concentragdo de COy, 0 que nao se verificou em foliolos,
nos quais a auséncia da reserva parece ter contribuido mais para tornar os
estbmatos das plantas cultivadas em ar ambiente mais largos. A area dos
estbmatos em eodfilos € maior para as plantas cultivadas em 720 ppm de COg,
independentemente da presenca de reserva, mas essa tendéncia diminui em
foliolos. Ja a area absoluta ocupada por estdmatos na folha ndo varia em edfilos,

mas tende a aumentar nos foliolos das plantas com reserva.

Os efeitos do cultivo em alto CO, sobre a quantidade de estébmatos foram
verificados através da medi¢do da densidade (DE) e, principalmente, do indice (IE)
estomético. Em edfilos tanto IE quanto DE aumentam com a perda da reserva,
mas o cultivo em alto CO. atenuou esse aumento tornando o IE da planta 720sc
igual ao da planta controle (360c). Em plantas com reserva o cultivo em alta
concentracao de CO. aumenta tanto o IE quanto a DE para foliolos e edfilos.
Embora esperassemos que o efeito da perda da reserva sobre a reducado das
areas foliares afetasse a DE pela alteragdo do tamanho dos estdmatos e células
epidérmicas (adensamento), esse efeito foi de pequena importancia. A
concentracao atmosférica de CO» parece ter tido maior influéncia sobre a area dos
estbmatos em edfilos, enquanto que em foliolos todos os tratamentos

apresentaram areas estomaticas iguais e maiores que a do controle.

A resposta estomatica das plantas cultivadas sob alta concentracdo de CO»
tem se apresentado altamente variavel (Drake et al., 1997), sendo que os efeitos
relatados sobre densidade e condutancia variam com a duracdo da exposicao,

espécie e condigdes de cultivo (Talbott et al., 1996).
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Os dados deste trabalho mostraram que o efeito da alta concentracao de
CO, sobre o indice estomatico de Hymenaea courbatril var stilbocarpa foi diferente
para edfilos e foliolos. Em eéfilos a atmosfera de cultivo pareceu nao afetar o IE (a
0,05% de significancia). Por outro lado, a perda da reserva cotiledonar aumentou
significativamente o |IE nas plantas cultivadas em atmosfera normal, o que deve ter
contribuido significativamente para aumentar a captacdo de CO. frente a
deficiéncia nutricional causada pela perda da reserva. Nas plantas cultivadas em
720 ppm de CO; esse efeito parece se inverter, diminuindo o IE das plantas sem
cotiléedone em relagao aquelas controle.

Segundo Lake et al. (2001), folhas de Arabidopsis thaliana em expansao nao
sao capazes de detectar as concentracoes ambientais de CO. ou de responder a
elas diretamente, alterando a diferenciacao de estébmatos. Nesse mesmo estudo
os autores demonstraram que folhas maduras sdo capazes de detectar a
concentracdo atmosférica de didxido de carbono e sinalizar essa concentragao
para folhas em expansao, de forma que estas ajustam seu indice estomatico a
concentracdo “percebida” pelas folhas maduras. Como as plantulas do presente
estudo foram colocadas nas camaras de CO; na pré emergéncia dos edfilos, era
de se esperar que o nivel do gas carbbénico ndo tivesse efeito sobre o indice
estomatico desses edfilos, bem como que os foliolos das plantulas cujos edfilos se
desenvolveram inteiramente em 720 ppm de CO. apresentassem indices
estomaticos reduzidos em relacdo aos indices dos edfilos. Curiosamente esse
efeito sé foi observado em nossa pesquisa para as plantulas sem cotilédone, cujos
indices estomaticos sdo menores nao apenas que os dos edfilos, mas os das
plantas cultivadas em 720 ppm de CO. s&o significativamente menores que os das
cultivadas em 360 ppm. Nas plantulas com cotilédone n&o houve variagdo
significativa do indice estomatico entre foliolos e edfilos. Isso sugere que a
condi¢ao nutricional da planta esteja interagindo com a concentracao atmosférica
de gas carbbnico para regular a quantidade de estdmatos e células epidérmicas,

como ja observamos para a area foliar.
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Uma critica que poderia ser feita ao presente trabalho, baseada na auséncia
de um efeito da alta concentracdo de gas carbbnico sobre a quantidade de
estdmatos das plantas que nao sofreram estresse nutricional, seria que a duracao
da exposicao nao foi suficiente para produzir uma resposta perceptivel nos indices
estomaticos de uma planta climacica (Talbott et al., 1996). Como nao havia
possibilidade de expandir o tempo de exposicdo na pesquisa em questao, uma
forma de demonstrar os efeitos de uma longa exposicdo a concentragcbes
elevadas de CO» foi medir o indice estomatico de plantas de Hymenaea courbaril
var stilbocarpa mantidas em herbério, oriundas de coletas antigas, pois estudos
com testemunhas de gelo antartico mostram que os niveis globais de CO-
aumentaram cerca de 60 pmol/mol nos ultimos 200 anos, bem como que plantas
no campo responderam a esse aumento diminuindo seu indice estomatico em
cerca de 40% (Woodward, 1987).

Estudando espécimes de H. courbaril var stilbocarpa coletados em 1919 e
1929 foram obtidos |IEs de 22,25 e 20,01 respectivamente. Esses indices sao
44 4% e 29,9% maiores que a média de 15,41 para plantas cultivadas em
atmosfera atual sugerindo que, de fato, 0 aumento da concentracao atmosférica
de CO. vem diminuindo a quantidade de estdmatos em folhas de Hymenaea

courbaril.

Baseando-nos nos conhecimentos de que se dispde hoje pode-se portanto
prever, em certo grau, as conseqiéncias desse efeito da concentracdo de gas
carbdnico sobre o indice estomatico. Leymarie et al. (1999), demonstraram que a
elevacao do CO, aumentou a taxa de assimilacdo de carbono e a eficiéncia no
uso da agua em Arabidopsis thaliana, tornando as plantas mais sensiveis ao efeito
do ABA. Estudos em diversas espécies sugerem uma reducdo significativa da
condutancia estomatica devido a alta sensibilidade dos estématos ao nivel interno
de CO,. Eamus & Jarvis (1989) estimam uma reducdo de 10% a 60% na
condutancia estomatica de folhas de arvores crescidas sob alta concentracao de

COs. Nas concentracbes atmosféricas mais baixas da era pré-industrial a captacéo
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de COs deve ter sido mais “cara” para as plantas em termos de perda de agua que
hoje (areas maiores, mais estébmatos) (Woodward, 1987). Como se estima que
cerca de 40% do carbono atmosférico passe anualmente por estématos,
alteracées no numero de estbmatos das folhas podem alterar padrées globais de

fotossintese e a concentracao atmosférica de CO. (Lake et al., 2001).

Em plantulas de Hymenaea courbaril var stilbocarpa a via de entrada de
carbono pelo CO. atmosférico e a via de entrada pela reserva parecem interagir
produzindo efeitos distintos sobre o desenvolvimento quando em atmosfera
aumentada de CO,. Esses efeitos podem ser considerados relevantes no
crescimento e estabelecimento das plantulas e, caso este mecanismo seja comum
a outras plantas, é possivel especular que, em um cenario de elevacdo da
concentragdo atmosférica de CO., a retomada do crescimento em ambientes
sazonais varie em diferentes biomas, podendo causar alteracdes ecofisiolégicas.
Isso porque as plantas geralmente mobilizam reservas durante a estagdo de
crescimento (Rocha et al., 2002) e, nesse caso, as respostas das plantas ao
aumento na concentracdo atmosférica de CO, poderiam ser alteradas, podendo
inclusive alterar a produtividade dos ecossistemas. De fato, isso tem sido
observado em experimentos de larga escala (Phillips et al., 1998 , Rocha et al.,
2002).

Por enquanto o jatoba é provavelmente um dos géneros climacicos
neotropicais melhor estudados em relagdo ao comportamento ecofisiolégico e
bioguimico do estabelecimento de plantulas. Isso permite compreender melhor
suas respostas as mudancas climaticas, embora, obviamente, sejam necessarios
estudos mais longos, nos quais as respostas a alta concentracao de CO, sejam
observadas em plantas mais velhas e ja estabelecidas no ambiente. No entanto,
devido a sua ampla distribuicdo nos neotrdpicos, os estudos feitos com as
respostas do jatoba ao aumento da concentracdo atmosférica de CO. por
enquanto poderdao servir como um modelo para compreender as respostas de

arvores de estagio avangado de sucessao.
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Além de possibilitar previsbes para o futuro com um bom embasamento
cientifico, os resultados apresentados nesse trabalho também podem ser
utilizados para tentar explicar eventos passados. Examinando as variacées nos
niveis atmosféricos de CO, nos ultimos 400 mil anos, por exemplo, verifica-se que
estes aumentaram e diminuiram em ciclos bem marcados, coincidindo com os
periodos glaciais e interglaciais (Aidar et al., 2002, ver ciclos de Milankovitch em

mudancas climaticas, no “link” educacdo, em www.botanicasp.org.br). O fato de

que espécies do género Hymenaea estiveram presentes durante todo esse
periodo (ao longo do qual os niveis de CO, atmosférico nunca excederam a
concentracdo de 360 ppm) sugerem que as respostas estomaticas observadas
tenham sido adquiridas evolutivamente devido aos grandes ciclos de aumento e
diminuicdo na concentracdo atmosférica de CO. (ciclos de Milankovitch). Esses
ciclos devem ter gerado uma pressao seletiva para aumento dos indices
estomaticos nos periodos glaciais e, consequentemente, diminuicdo destes nos

periodos interglaciais.
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CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo do jatoba de mata, uma leguminosa selvagem, apresentou diversas
dificuldades técnicas: a alta incidéncia de infeccao por fungos na germinacéao e a
grande sensibilidade a variagdo de temperatura provocaram alto indice de
mortalidade, diminuindo muito a amostragem. A dificuldade em homogeneizar os
padrbes de germinacdo numa amostragem pequena e a propria variacao
enddgena das plantas (cultivadas a partir de sementes) provocaram 0s grandes
desvios padrdes observados na maioria dos dados. Além disso o curto tempo
disponivel para o uso das camaras de CO. na Universidade de Vigosa néo
permitiu uma repeticdo do cultivo, nem o prolongamento da exposicdo das

plantulas a atmosfera enriquecida de COs..

A figura 13 mostra um esquema geral ilustrando os principais passos
envolvidos no processamento do carbono em plantulas de Hymenaea courbaril.
Alguns parametros foram analisados e seus resultados discutidos ao longo do
trabalho (em algarismos romanos), outros foram deduzidos. A tabela 11 sumariza
os dados obtidos de forma a permitir uma visualizacdo global do trabalho,
auxiliando a discussao dos topicos relacionados no esquema da figura 13.

O esquema salienta a existéncia de duas vias, uma iniciada com a entrada
de CO; pelos estdbmatos (via do CO.) e outra pela mobilizacdo da reserva de
xiloglucano dos cotilédones (via da reserva). Ambas as vias levam a producéo de
glucose e sacarose, cujas concentracdes endogenas tém sido atribuidas a
mecanismos de sinalizacdo fundamentais para o desenvolvimento das plantas
(Stitt, 1991). Em plantulas de Hymenaea courbaril var stilbocarpa a combinacao de

variagdes nas duas vias produziu os seguintes efeitos:



Reserva de
r— = = ’l parede ‘ » CO:
- - - Glucose
VI 1
l 'l Vil Ciclo de

Sacarose I I Amido Krebs
1 I
I

NDP-
Acucar

1
1 I Cadela
Celulose L Respiratéria

1

Massa
Seca

l .

Area Foliar

IV,VI

Estématos‘—-—-—-—-—-—-l

g
1, v

Fotossintese

.

I—I—I—I—I—I—I—I—I—Iﬂ

I
¢

Figura 13: Esquema da fisiologia da plantula de Hymenaea courbaril var stilbocarpa
relacionada as variagcoes nas fontes de carbono (em amarelo). As caixas em verde se
referem a parametros analisados no trabalho e os algarismos romanos relacionam-se aos
itens correspondentes da conclusao.
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Tabela 11: Sumario dos resultados. Agucar rd — agucares redutores; Agucar tt — agucares
soluveis totais; AEst — area estomatica; AF — area foliar; Amido/Aesp — amido (g)/area
especifica das folhas (massa/area); AxFFFA — assimilacdo/fluxo de fétons fotossintetica-
mente ativos; DE — densidade estomatica; IE — indice estomatico; Razdo C:.L — razdo
comprimento/largura dos estdmatos; Razao R:PA — razao raiz/parte aérea; Razédo S:M —
razdo sacarose/monossacarideos. As letras se referem a analise estatistica dentro de
cada linha (ANOVA, LSD, p<0,05%).

PLANTAS COM RESERVA

PLANTAS SEM RESERVA

PARAMETROS 720 ppm de CO, 360 ppm de CO» 720 ppm de CO, 360 ppm de CO»
Ne de folhas E+3F 46,15% | E+3F* 36,36% | E+2F 62,50% | E+2F 10,00%
o| Tamanho caule (cm) 28,30a 26,60a 21,20b 15,90c
S| Tamanho edfilos 47,00a 44,70a 27,60b 21,90b
'E Tamanho foliolos 23,30a 20,50b 16,40c 13,30c
E AF Total (cnf) 202,60a 177,00a 106,90b 68,90b
% g AF relativa 78,80a 70,90a 80,40a 69,40a
o Razéo R:PA 0,21a 0,26a 0,21a 0,20b
% Biomassa (g) 2,59a 2,15a 1,33b 0,93b
% DE / mm? 59,82a 54,07b 82,08¢c 100,02d
el | 8|IE 16,35a 15,11b 14,70b 17,06¢
2| |8 Rrazao e 151a 1,430 157a 1,68¢
§ AEst (unf) 280,57a 253,76b 276,95a 229,53c
S| |DE/mm? 72,07a 62,07b 52,5¢ 53,53¢c
w é IE 16,69a 15,71b 13,80c 15,86b
E Razao C/L 1,53a 1,51a 1,61b 1,51c
Aest (umf) 287,67a 255,29b 285,62a 285,26a
AXFFFA(umolm?™) 14,50 9,00 15,00 9,00
»| Amido/Aesp 34,38a 16,05a 10,67b 6,28b
;«?9) Acucar tt (ug/mg) 38.,88a 49,98a 49,83a 58,37a
- Acucar rd (ug/mg) 28,17 33,17 30,08 33,04
Razao S:M 0,38 0,17 0,66 0,77
g AXFFFAumom %) 16,00 10,00 14,00 8,00
§ 2 Amido/Aesp 35,51a 16,06a 2,84b 3,09b
% % Agucar tt (ug/mg) 44,28 49,48 32,51 37,34
= | Y| Agtcar rd (ug/mg) 37,81a 33,75a 25,25b 32,58a
Razdo S:M 0,17 0,47 0,29 0,15
AmidoCaule (%) 22,33a 23,26a 12,42b 15,94b
8| Actcar tt (ug/mg) 30,79 40,17 35,36 45,34
§ Agucar rd (ug/mg) 12,33 13,17 20,00 17,67
Razédo S:M 1,50 2,05 0,77 1,57

*Foliolos ndao expandidos.
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Apesar das dificuldades técnicas podemos tecer as seguintes

consideracoes:

| — O cultivo em 720 ppm de CO- acelera o desenvolvimento das plantulas.
Ha evidéncias de que a atmosfera enriquecida de CO; pode suprir parcialmente a
perda das reservas cotiledonares durante o estabelecimento da plantula. Assim a
alta concentracdo de CO. pode auxiliar o processo de estabelecimento das
plantulas de jatoba de mata, especialmente sob condigdes de deficiéncia
cotiledonar;

Il — O cultivo em 720 ppm de CO> aumenta a area foliar, especialmente nas
plantulas cultivadas sem cotilédones. Esse aumento da &rea foliar pode conferir
vantagens na interceptacdo da luz e na quantidade bruta de fotossintese
realizada. Esse aumento nas areas foliares pode se relacionar a fertilidade dos
solos e a produtividade dos ecossistemas, visto o provavel aumento da razao C:N
nas folhas pode alterar a propor¢cao desses nutrientes na serrapilheira;

I — O cultivo em 720 ppm de CO, aumenta as taxas de assimilagéo
fotossintética em cerca de 64% em edfilos e de 67,5% em foliolos,
independentemente da reserva, mas essas taxas nao se refletem totalmente no
acumulo de biomassa, o que leva a suposicdo de que o cultivo em alta
concentracao de CO, aumente também as taxas respiratérias. Como as taxas de
desenvolvimento das plantulas sdo aumentadas pelo cultivo em 720 ppm de COg,
0 aumento das taxas respiratérias provavelmente se relaciona ao aumento da
energia gasta com o metabolismo. Os dados de fotossintese e curvas de A x PAR

e A x Ci ndo mostraram evidéncia de aclimatacdo em atmosfera de 720 ppm de
COy;

IV — Até cerca de 60 dias de cultivo, a auséncia de reservas diminui a
assimilagdo fotossintética em 25% em foliolos de plantulas cultivadas em
atmosfera ambiente, mas em s6 14% nos de plantulas cultivadas em 720 ppm de
COz. Nesse periodo os dados mostram que a presenca ou auséncia das reservas
cotiledonares é um fator importante na taxa de assimilacdo fotossintética,
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interagindo com a alta concentracdo de CO» para produzir taxas mais altas. Entre
60 e 70 dias de cultivo, tempo em que as reservas sdo totalmente consumidas
(Santos, 2002), as taxas fotossintéticas das plantulas sem reserva se igualam as
das plantulas com reserva, evidenciando um controle enddégeno do aparato
fotossintético que o correlaciona com o tempo de consumo das reservas

cotiledonares mesmo na auséncia destas.

V — Nos edfilos a perda da reserva diminui a area dos estébmatos, enquanto
o cultivo em 720 ppm de CO» torna a area maior independente da reserva. Os
foliolos das plantulas sem reserva e plantulas cultivadas em 720 ppm de CO, tém
estbmatos maiores. Apesar disso, as plantulas parecem ajustar a quantidade e o
tamanho dos estématos e células epidérmicas de forma a manter constante a area
absoluta ocupada por estébmatos na folha, independente do tratamento, embora
foliolos de plantulas cultivadas em 720 ppm de CO., tendam a ter maior area
absoluta ocupada por estématos na folha.

VI — Em edfilos a perda da reserva aumenta a quantidade de estématos,
mas o cultivo em 720 ppm de CO; atenua esse efeito e iguala o indice estomatico
dessas plantas ao das plantas cultivadas com reserva em atmosfera ambiente. Em
foliolos de plantulas sem reserva o cultivo em 720 ppm de CO. diminui a
quantidade de estdmatos, efeito que é observado também na comparacao com os
dados das plantas atuais e do inicio do século XX (quando a concentragédo
atmosférica mais baixa de CO, produziu indices mais altos). O fato dessa relacao
inversa entre concentracdo de CO. e indice estomatico s6 se manifestar em
plantulas sem reserva pode relacionar-se a dependéncia que essas plantulas (e as
arvores adultas do inicio do século XX utilizadas) tém da assimilagdo fotossintética

como fonte exclusiva de carbono;

VIl — Plantulas com reserva apresentam maior tendéncia ao acumulo de
amido reforcada pelo cultivo em 720 ppm de CO.. Acumular amido nos tecidos é
uma forma de “estocar” temporariamente o excesso de carbono proveniente das

reservas e das elevadas taxas de assimilagdo fotossintética dessas plantas para
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manter constante a mobilizacdo para os drenos. As plantulas que acumulam maior
quantidade de amido nos caules sdo também as que possuem maiores taxas de

desenvolvimento, gastando, portanto, maior energia com seu metabolismo;

VIl — A razdo sacarose : monossacarideos no caule apresenta-se diminuida
para plantulas sem reserva cultivadas em 720 ppm de CO,, que também sdo as
plantas com menores teores médios de amido nesse tecido. Esses dados,
juntamente com os dados de desenvolvimento, sugerem que essa planta tem
drenos mais fortes e nao tem excesso de carbono para “estocar”’. Nas plantulas
sem reserva cultivadas em atmosfera ambiente o retardamento no
desenvolvimento parece gerar drenos fracos que ndo consomem totalmente o

carbono assimilado, levando a um pequeno acumulo de amido.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que em plantulas de Hymenaea courbaril var stilbocarpa
as duas vias de carbono (via do CO, e via da reserva) parecem interagir
fortemente. Essa interacdo produz efeitos distintos sobre o desenvolvimento
quando em atmosfera aumentada de CO., tais como aumento das taxas de
desenvolvimento, das areas foliares, das areas estomaticas e das taxas de
assimilacdo fotossintética. Essa interacao pode ser um fator relevante tanto no
crescimento e estabelecimento das plantulas quanto, caso venha a ser mantido ao

longo do ciclo de vida da espécie, na sua ecofisiologia.
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Effect of atmospheric CO. enrichment on the establishment of seedlings of
jatoba (Hymenaea courbaril L. (Leguminosae, Caesalpinioideae).
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Abstract

Plants grown in elevated CO, environments may exhibit photosynthetic acclimation or down regulation, which is characterised by
reduced rates of photosynthesis. In most cases of CO,-induced photosynthetic acclimation, the reduced rates of photosynthesis were still
higher than those detected in plants growing at ambient CO, concentrations. In this work we present a study on the behaviour of seedlings
of Hymenaea courbaril, alate secondary/climax species that is one of the most important trees in mature tropical forests of the Americas.
After germination, the seedling of H. courbaril increases its rate of growth due to the mobilisation of massive amounts of a storage cell
wall polysaccharide (xyloglucan) from its cotyledons. In our experiments, germinated seeds were incubated in open top chambers with
increased concentration of atmospheric CO, (720 ppm) (control at 360 ppm). To test the effects of the presence of the storage compound
on the responses of growing seedlings, cotyledons were detached before the start of polysaccharide mobilisation and parameters such as
dry mass, leaf area, CO, assimilation rates and chlorophyll a fluorescence were measured during 98 days. A comparison between 360
and 720ppm growing seedlings showed a significant increase in leaf area only in metaphylls of seedlings growing under higher CO,.
However, a marked and persistent increase (2 fold) in photosynthesis (CO, assimilation) was observed in all cases (with or without
cotyledons). Changes in the levels of sucrose have been suggested to act as a signalling mechanism that switches on/off the storage or
development mode in plant tissues. Thus, the explanation for our general observation that the differential response in terms of growth of
seedlings ceases to exist when storage mobilisation is functioning, might be related to the fact that higher levels of sucrose are produced
as a result of carbon storage compounds degradation. By the results obtained, it appears that plants grown under enriched CO, did not
acclimate and therefore under the climatic conditions forecasted on the basis of the present carbon dioxide emissions, Hymenaea
courbaril should establish faster in its natural environment and might also serve as an efficient mechanism of carbon sequestration
within the forest.

Key Words: Photosynthesis; CO, enrichment; Hymenaea courbaril; storage mobilisation; root:shoot ratio; seedling growth; cotyledons; open top
chamber; xyloglucan; biodiversity

Resumo

Plantulas de jatobd crescidas em ambiente com concentragdes elevadas de CO, podem exibir aclimatag@o fotossintética ou retro-
inibicdo, a qual é caracterizada pela reducdo das taxas fotossintéticas. Em muitos casos de aclimatacéo induzida por alto CO,, taxas
reduzidas de fotossintese sdo observadas, mas ainda s3o mais altas que aquelas detectadas em plantas crescendo em concentracdes atuais
de CO, atmosférico (360ppm). No presente trabalho, realizamos um estudo do comportamento de plantulas de Hymenaea courbaril,
uma espécie secunddria tardia/climax de grande importincia em florestas tropicais maduras nas Américas. Em nossos experimentos,
sementes recém germinadas foram cultivadas em camaras de topo aberto com concentragdes alteradas de CO, (720 ppm e controle a 340
ppm). Para testar os efeitos da presenca de compostos de reserva sobre as respostas de plantulas em crescimento, cotilédones foram
destacados antes do inicio da mobilizagdo do polissacarideo de reserva (xiloglucano) e pardmetros tais como massa seca, area foliar,
assimilagdo de CO, e fluorescéncia da clorofila a, foram medidos durante 98 dias. A comparagao entre plantulas crescendo em atmosfera
de CO, a360 e 720 ppm, mostraram aumento siginificativo em drea foliar apenas nos metéfilos de plantulas crescendo nas concentragdes
mais altas. No entanto, um efeito marcado e consistente de aumento na fotossintese (assimilagdo de CO,) foi observado em todos os casos
(com e sem cotilédones). Acredita-se que as variagdes nos niveis de sacarose podem funcionar como um mecanismo sinalizador de
alteracdes nos estados de armazenamento ou desenvolvimento de tecidos vegetais. Portanto, uma possivel explicagdo para nossas
observagdes gerais de que uma resposta diferencial em termos de crescimento de plantulas deixa de existir quando a mobilizac¢do de
reservas estd em curso, pode estar relacionada com o fato de que altos niveis de sacarose sdo produzidos quando hd degradagdo de
compostos de reservas. De acordo com nossos resultados, parece que as plantas crescidas sob concentracdes enriquecidas de CO, ndo
aclimataram e portanto, sob as condi¢des climdticas previstas com base nos niveis atmosféricos atuais, plantulas de Hymenaea courbaril
deverido estabelecer mais rapidamente em seu ambiente natural e podem também servir como um mecanismo eficiente de seqiiestro de
carbono pela floresta.schottiana Mart.. Phytoseiidae foi a segunda familia mais numerosa (11,2% dos dcaros coletados), sendo a mais
abundante em foliolos.

Palavras-chave: Fotossintese; enriquecimento CO, atmosférico; Hymenaea courbaril; mobilizagao de reservas; razao raiz:parte aérea; crescimento e
estabelecimento de plantula; cotilédones; camara de topo aberto; xiloglucano; biodiverisdade

http://www.biotaneotropica.org.br


Fisiologia IBt
79


Aidar, M.P.M. (et al) -Biota Neotropica v2 (n1) BN01602012002

80

INTRODUCTION

When plants conquered the terrestrial
environment, about 400 million years ago, atmospheric
CO, concentration was up to 16 times higher than today
(Berner, 1991). Since then, it has varied considerably and
the Vostok ice cores indicate that in the last four hundred
thousand years it has oscillated between 300 and 180 nmmol
mol (ppm) (Figure 1). Since the last glacial maximum (ca.
18,000 years ago), atmospheric CO, concentration has
raised to 360 ppm, but it is still relatively low, and it is not
sufficient to saturate C, photosynthesis, the CO,
assimilation mechanism of some 95% of terrestrial species.
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Figure 1 Vostok ice core air CO, concentration for the last four hundred
thousand years. Data from Petit et al. (1999).

Photosynthesis is a physiological process by
which plants sense directly the rising atmospheric CO,. As
photosynthesis is a process that involves responses of the
whole plant, any prediction on how a given plant will
respond to increasing CO, concentration will have to take
photosynthetic responses into consideration (Long, 1999;
Martinez, 2002).

The rise in atmospheric CO, due to the burning of
fossil fuels is expected to reach ca. 700 ppm by the year
2075 (Houghton et al., 1996). The higher CO,
concentration has the potential to increase photosynthesis
and to decrease photorespiration by reduction of the
oxygenase activity of RUBISCO (Ribulose 1,5
bisphosphate carboxylase/oxygenase). Other expected
effects of the rise in atmospheric CO, will be the reduction
of stomatal conductance and enhance of water use
efficiency, increase in C/N ratios and lowering of dark
respiration. Altogether, these effects should result in an
increase in growth, but on the other hand, such an
"efficiency effect" may be not be reached in all cases
because of acclimation of photosynthesis (Bowes 1996).

Plants grown in elevated CO, environments may
exhibit photosynthetic acclimation or down regulation,
which is characterised by reduced rates of photosynthesis
resulting from decreased activity and/or amount of
RUBISCO (Fernandez et al., 1998; Garcia et al., 1998,
Ludewig et al., 1998). CO,-induced photosynthetic

acclimation often results from insufficient plant sink
strength, which can lead to carbohydrate accumulation in
source leaves and the triggering of photosynthetic end
product feedback inhibition (Gesch et al., 1998; Reekie et
al., 1998). This phenomenon results in the redistribution of
limiting resources within a plant and appears to be closely
related to the source:sink unbalance. In most of the
reported cases of CO,-induced photosynthetic acclimation,
the reduced rates of photosynthesis were still significantly
higher than those detected in plants growing at ambient
CO, concentrations (Centritto and Jarvis, 1999; Egli et al.,
1998; Panetal., 1998; Rey and Jarvis, 1998; Tjoelker et al.,
1998; Turnbull et al., 1998).

Forests exchange large amounts of CO, with the
atmosphere and can influence and be influenced by the
concentration of this gas. Recently, there has been a
proliferation of literature on the effects of atmospheric CO,
on forest trees that indicates a potential for a persistent
enhancement of tree growth for several years. However,
the only relevant long-term data sets currently available are
for juvenile trees (Saxe et al., 2001)

Tropical forest dynamics include tree species
specialised to occupy different microenvironmental
conditions defined mainly by the gradient of light that
occurs between a gap and mature forest. In the latter, one of
the tree species of widest geographical and physiognomic
distribution in neotropical forests is Hymenaea courbaril
L. (common name jatobd).

H. courbaril is considered a late secondary
species (Gandolfi et al. 1995, Aidar et al., 2001) and is one
of the most important trees in mature forests in south-
eastern Brazil, occurring in more than 30% of 43
inventories made in the extra-Amazonian riparian forests
(Rodrigues & Nave 2000). Oliveira Filho & Fontes (1999)
suggest that the jatobd is a "super tramp" species regarding
its distribution among the major groups of Atlantic Forest
formations. The genus Hymenaea has originated from
Africa (Langenheim, 1981), but the oldest register for
Tropical America is around at least 15 million years ago, as
described by the fossil amber found in the Caribbean region
(Tturralde-Vinent & MacPhee, 1996). H. courbaril is a 20 -
30 m high tree with a diameter up to 200 cm, with
compound leaves with 2 sessile leaflets that are shiny
green. The indehiscent woody pods are 10 to 15 cm long
and contain 3 to 4 hard reddish-brown seeds, embedded in a
sweet and odorous pulp. The species shows wide
distribution in neotropics, from the Caribbean isles,
Mexico and Peru to Southeastern Brazil (Allen & Allen,
1981). In this latter country it occurs in Seasonal and
Ombrophylous Dense Forests (IBGE 1992) in areas with
precipitation between 600 and 4200mm year', average
temperature between 22 and 28°C, soils with pH between 4
and 7.5. Bats pollinate the flowers. Fruits are composed by
5.9% of protein, 74.3% total carbohydrate (including high
starch content) and 13.4% fiber (Langenheim 1981). Seeds
are composed of ca. 40% of a cellulose like polysaccharide
(xyloglucan), 20% protein and 2-4% raffinose/sucrose
(Buckeridge & Dietrich, 1990, Tiné et al. 2000).
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The germination of seeds from H. courbaril
occurs inside the shaded forest and seedlings whose
cotyledons have large amounts of carbohydrate reserves,
form a seedling bank characteristic of late secondary and/or
climax species (Kitajima 1996). The mobilisation of the
storage polysaccharide during seedling development of H.
courbaril has been studied by Tiné et al. 2000. At the
beginning of imbibition, the seed starts to mobilise soluble
sugars (sucrose and raffinose) and proteins, which are
reserves thought to be related mainly to germination.
Around 30 days after imbibition, the embryo starts to grow
and at the same time as the storage polysaccharide
(xyloglucan) begin to be mobilised from the cotyledons to
the developing seedling. This reserve has been
demonstrated to contribute to leaf development (eophyll
and first metaphyll) and establishment of photosynthesis in
the new autotrophic organism (Tiné et al. 2000; Santos,
2002).

In this study, we investigated the effects of the rise
in atmospheric CO, on photosynthesis performance and
growth of developing seedlings of Hymenaea courbaril,
with and without cotyledons. To characterise the potential
effect of CO, enriched atmosphere over the seedling
establishment, our experiment was designed to evaluate the
response of seedlings to two atmospheric CO,
concentrations, 360 and 720 ppm and to understand
whether the presence of storage compounds would
interfere with the responses of growth parameters and
photosynthesis. In summary, we found that photosynthetic
CO, assimilation doubled when seedlings were grown
under doubled CO, concentration.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Seeds of Hymenaea courbaril were incubated at
25°C for 28 days in plastic trays covered with wet filter
paper. After this period, seedlings were transferred to pots
(3.8 litres; diameter 16 cm x height 15 cm) with substrate
composed of fine sand:vermiculite (2:1 w/w) and watered
weekly with Hoagland nutritive solution.

Open-top chambers

Open-top chambers (OTCs) were constructed
with aluminium and plastic as illustrated in Figure 2. Air
sampling and automated measurement were performed at
5-min. intervals in continuous fashion throughout
experimental period. Air samples were dried out and
filtered before injection through a selective pump (ADC
model WA-161-Mk2/3 Analytical Development Company
Ltd, Hoddesdon, UK) in an ADC infra-red gas analyser
model 225 MK3 (Analytical Development Company Ltd,
Hoddesdon, UK). Data registration was performed with
OMEGA 2020/2030 recorder (Intralab S.A., Brasil).
Microenvironment was monitored with an automated
station (LI-1200-Data Set Recorder; Li-Cor, Lincoln,
Nebraska, USA) with sensors of temperature (LI-1000-15,
Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA) and solar irradiation (LI-

200AS, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA).

—

Figure 2 Enriched CO, atmosphere system: 1 CO, cylinder; 2/3 CO,
valve and injection; 4 atmospheric air entrance; 5 homogenisation
chamber; 6 fan; 7/8 open-top chamber (360 and 720 ppm); 9 air
sampling inside chambers; 10 temperature sensor; 11 humidity filter; 12
air flux meter form chambers; 13 air flux meter from atmosphere; 14
sampling selector valve; 15 pump; 16 Infra Red Gas Analyser (IRGA);
17 plotter.

Two OTCs were kept with 720 ppm of
atmospheric CO, and other two in normal ambient CO,
atmospheric concentration (360ppm) in the glasshouse of
the Plant Ecophysiology and Crop Productivity Lab,
Federal University of Vigosa, MG. CO, source was
pressurised cylinders containing 99.8%CO,, 58.3 KgF cm”
(White Martins Ltda). Following recommendations of
Langhans and Tibbitts (1997) air homogenisation and
injection were done through forced ventilation in the
chamber base, which renovated all volume in ca. 40
seconds.

Experimental design

The pots were held in OTCs for 70 days in two
different atmospheric CO, concentrations: 360 and 720
ppm. Each CO, treatment was performed in duplicate
chambers. Ten pots with 4 seedlings each were held in each
OTC. Half of the seedlings in each OTC had their
cotyledons removed just after transplanting. Chambers
were held inside the glasshouse and covered with shade
cloth to allow maximum irradiation of 300 mmol m” s™.
Temperature inside the glasshouse was monitored as
described above.

Parameters were evaluated as described in Table
1. Photosynthesis was measured with a portable
photosynthesis system (LI-6400, Li-Cor, Lincoln,
Nebraska, USA). Photosynthetic evaluations were
performed as curves of CO, assimilation (A) x
Photosynthetic Active Radiation (PAR) and actual gas
exchange (light intensity 400 mmol m” s" PAR). For plants
growing in atmospheric CO, the concentration of 360 ppm
was used as a reference concentration. For plants growing
in doubled CO, 720 ppm was used as reference
concentration. Chlorophyll a fluorescence was measured
with Modulated Chlorophyll Fluorometer (Opti-sciences,
model OS5-FL). Dry mass was obtained after oven drying
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DATA days after days of parameters
initiation treatment A F  DWI/LA
18/05/01 0 0
15/06/01 28 0
29/06/01 42 14 X X X
06/07/01 49 21 X X
16/07/01 59 28 X X
20/07/01 63 35 X X
27/07/01 70 42 X X X
06/08/01 80 49 X X
24/08/01 98 70 X X X

Table 1 Schedule of parameters evaluation: A (net photosynthetic rate);
F (chlorophyll a fluorescence); DW/LA (dry weight/leaf area ratio). Days
of initiation refer to initiation of imbibition. Days of treatment refers days
of CO, treatments.

plant material at 80°C. Leaf Area was measured through
Portable Area meter (LI-3000A, Li-Cor, Lincoln,
Nebraska, USA). The measurements were performed in the
morning (between 9 - 11am) in the one of the eophylls and
in the first metaphyll of each plant under treatment.

The experimental period in which seedlings of
Hymenaea courbaril were grown under atmospheric
(360ppm) and elevated (720ppm) CO, concentrations was
between June and the end of August of the year 2001. Air
temperature during this period varied between 15 °C and 23

°Cwithaverageof 17.9 °C.

RESULTS & DISCUSSION
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Figure 3 Average leaf area of 98 days old seedlings of Hymenaea
courbaril submitted to CO, atmospheric concentrations of 360 and 720
ppm. Ec eophyll, seedling with cotyledons; Ewc eophyll, seedling
without cotyledons; Mc first metaphyll, seedling with cotyledons; Mwc
first metaphyll, seedling without cotyledons. Statistically significant
differences (P < 0.05) between groups are indicated by different letters
(ANOVA, LSD post-hoc test or t test); capitals = eophylls; small caps =
metaphylls; n=5.

Effect of the presence of seed storage
compounds and atmospheric enriched CO, on the leaf
area

Figure 3 shows both effects on the area of the
eophyll (the first pair of leaves that develop at the expenses
of the carbon stored in the cotyledons), and the first
metaphyll (the second leaf produced, initially with the use
of some of the cotyledon storage carbon reserve and also on
the basis of the photosynthesis) (Santos, 2002). As a
consequence of the partial dependence of leaf development
on the mobilisation of xyloglucan (the storage
polysaccharide in Hymenaea courbaril cotyledons), an
average of 50% less of leaf area was observed in both
eophylls and metaphyll when cotyledons were removed.
On the other hand, no effect of the rise in CO, concentration
was observed on the eophylls of seedlings with cotyledons,
but in this case the metaphyll presented a significant
increase (p < 0.05) in leaf area under 720ppm of Co,.

Effect of the presence of seed storage
compounds and atmospheric enriched CO, on
photosynthesis
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Figure 4 Net photosynthetic rate (A) of Eophyll of Hymenaea courbaril
seedlings by effect of two atmospheric CO,concentration: 360 ppm (filled
symbols) and 720 ppm (open symbols) without (A) and with (B)
cotyledons.
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Figure 5 Net photosynthetic rate (A) of metaphylls of Hymenaea
courbaril seedlings by effect of two Atmospheric CO, concentration: 360
ppm (filled symbols) and 720 ppm (open symbols) without (squares) and
with (circles) cotyledons. Each value is the mean of five individual
replicates ( SD). For seedlings wit cotyledons: 720 ppm, r = 0.941; 360
ppm, r=0.772

Figures 4 and 5 show the effects of the presence or
absence as well as the two CO, concentrations on the levels
of photosynthesis of eophylls during initial plant
development. The presence of the storage compounds
showed no effect on the maximum level reached at the end
of the period. However, the slopes of the curves are higher
for eophylls of seedlings growing without cotyledons
(minimum level at ca. 6 and 1 2mol.m™.s™ for 720 and 360
ppm respectively; Figure 4) whereas for seedlings growing
with cotyledons the minimum was higher (ca. 8 and 4
?mol.m”.s" for 720 and 360 ppm respectively; Figure 5).
This can be explained by the fact that leaves of seedlings
growing with cotyledons have their photosynthetic system
established earlier in relation to seedlings growing without
cotyledons. Figure 5 shows the photosynthetic assimilation
of the metaphyll, where the maximum rates were similar
for seedlings with and without cotyledons when growing in
the same CO, concentration, but with consistent higher
values (ca. 2 fold) for seedlings growing in the 720ppm
treatment.

The A x Ci curves indicate that photosynthetic
saturation (A,, = 0.9A,,) and maximum photosynthesis
rate (A,,) occurred in a similar levels under both CO,
concentrations in eophylls of seedlings growing with and
without cotyledons and in metaphylls of seedlings with
cotyledons (A, =15 16 ?mol CO,m”s"; A, =17 18 ?mol
CO, m”s™"). However, in metaphylls of seedlings without
cotyledons these parameters showed relatively different
values: metaphylls of seedlings under 360 ppm showed
lower values (A, = 14 7mol CO, m”s™; A, = 16 ?mol CO,
m”s") and under 720 ppm of CO,, the values were higher
(A, =17 2mol CO, m” s'; A, = 19 2mol CO, m” s")
(Figure 6). These results support the hypothesis that the
process of storage mobilisation interferes with
photosynthetic maturation of metaphylls under higher CO,
concentrations.
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Figure 6 Net Photosynthetic saturation (A, = 0.9A,,,) and maximum net

photosynthesis rate (A,,) for metaphyll of seedlings of Hymenaea
courbaril without (Mwc) cotyledons submitted to 360 (n = 5) and 720 ppm
CO,(n=4). Measurements were performed in 98 days old seedlings.

The observations regarding slopes of
photosynthetic assimilation are corroborated by the data on
chlorophyll a fluorescence. The F /F,, ratios accounts for an
estimate of the photochemical efficiency of PSII. Santos
(2002) has previously determined that metaphylls of
seedling of H. courbaril reach maturity when the ration
F/F, attain 0.77 (Figure 7A). Taking this parameter into
consideration, the observations presented here showed that
seedlings growing without cotyledons under 360ppm
(Figure 7D), both the eophyll and metaphyll took about 80
days to reach maturity, whereas seedlings growing without
cotyledons, butin atmosphere enriched with CO, (720ppm,
Figure 7E) reached maturity at ca. 59 days. However, when
plantlets were grown with their cotyledons these
differences were not observed and the ones growing under
360ppm of CO, reached maturity at 59 days.

These results suggest that the rising in CO,
concentration partially compensates the effect of the lack
of the reserves on the maturation of photosynthetic
apparatus.

Effect of the presence of seed storage compounds and
atmospheric enriched CO, on the shoot:root ratio

The seedlings of H. courbaril showed a marked
difference in respect to shoot:root ratios when submitted to
the different treatments (Figure 8). Independently of the
concentration of atmospheric CO,, seedlings growing
without cotyledons maintained a constant shoot:root ratio
during all the experimental period (approximately 0.2). On
the other hand, the presence of the cotyledons (and
reserves) strongly affected the carbon partitioning in the
growing seedlings. In seedlings growing under 360ppm of
CO,, the investment of carbon was relatively higher in the
shoot while storage mobilisation occurred (46days) and the
“average” ratio (0.2) was attained at 63 days. When
seedlings were growing under 720ppm of CO,, the average
ratio was reached only after 90 days, indicating that
investment in the shoot continued for a longer period as a
consequence of the change in the carbon dioxide
atmosphere.

http://www.biotaneotropica.org.br



Aidar, M.P.M. (et al) -Biota Neotropicav2 (n1) BNO1602012002 84

A
0.79 7
o0l L b
0.75
= 0731 _
i & with cotyledons
= 0715 _
O without cotyledons
.69
AT
0.00 + . . . . . ;
I 1 2 3 4 a f
A (mial CO5 i g7
B. C.
0.20 OEc3m Emc0 0.0 OEc7 Ec720
010 040
E E
e T T m T h
= 0.77 % 1 & 077
010 040 A
020 020
42 49 59 53 70 a0 a5 42 49 59 53 70 a0 a5
days days
D. E.
020 1 OEwc3E0  Ehwci 0.20 1 OEwc720  EMwciz0
010 1 0140 7
E ’-h E
Eu.??% LPI_IJ wéu??*qj{*%%%"}%
[ s
040 \{J \-F 040 %‘
020 - 020~
42 49 59 63 70 a0 a8 42 49 59 63 70 &0 98
days days

', ratio and maximum photosynthetic assimilation (A,,,) during the period of leaf expansion (32 54 days of growth)

in seedlings growing with and without cotyledons, indicating the leaf photosynthetic mature state Fv/Fm = 0.77 (adapted from Santos, 2002). B E)
Photochemical efficiency of PSII (F/F,) in seedlings of Hymenaea courbaril subjected to the different treatments: B.) eophyll (E) and metaphyll (M)
from seedling with cotyledons (c) subjected to 360 ppm of CO,; C.) eophyll and metaphyll from seedling with cotyledons subjected to 720 ppm of CO,; D.)
eophyll and metaphyll from seedling without cotyledons (wc) subjected to 360 ppm of CO,; E.) eophyll and metaphyll from seedling without cotyledons
subjected to 720 ppm of CO,; v

Figure7 A.) relationship between F /F,

max

03 r46 mES W98 days
g 02
£
“
=
[}
(428
.o =
S 01
o=

a

£3E0 720 weSB0 we?20
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cotyledons; we seedling without cotyledons.
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Water use efficiency

Using the parameters net photosynthetic rate (A)
and transpiration rate (E) we calculated the instantaneous
water use efficiency (WUE = ?mol CO, mmol" H,0) of
eophylls and metaphylls of H. courbaril under increasing
CO, concentrations. A curve with a parabolic shape was
obtained, indicating an increase in the WUE with increase
of C, (internal CO, concentration) (Figure 9). The curve
indicates an average increase of 34.9% in the WUE from
360 to 720 ppm. This suggests that as atmospheric CO,
concentration rise, seedlings of H.courbaril will have
lower transpiration rates as consequence of lower stomatal
condutance, therefore improving their water use
efficiency. As a result, this species might be able to tolerate
dryer and more open environments, which should allow
them to better cope with drought stress or a more seasonal
climate.
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Figure 9 Relationship between instantaneous water use efficiency
(WUE, mnol CO, mmol" H,0) and internal CO, concentration (C, ppm)
for eophylls and metaphylls of Hymenaea courbaril seedlings submitted
to two CO, concentrations; r’ = 0.715.Figure 9 Relationship between
instantaneous water use efficiency (WUE, mnol CO, mmol’ H,0) and

internal CO, concentration (C, ppm) for eophylls and metaphylls of

Hymenaea courbaril seedlings submitted to two CO, concentrations; r’ =
0.715.

Photosynthesis under different atmospheric CO,
concentrations

A calibration of the photosynthetic responses
based on the results obtained from eophylls of seedlings
that had actually grown under 360 and 720 ppm with the
responses of A . obtained using the Infra Red Gas
Analyser at 120 and 1200ppm CO, concentration showed
an steady increase in the maximal assimilation rates
compatible with a proportional correlation between
atmospheric CO, concentration, assimilation and growth
(Figure 10).
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Figure 10 Responses of the light saturated net photosynthesis (A,,) for

max;

eophylls from Hymenaea courbaril seedlings with cotyledons to CO,
concentrations (R = 0.979). Values for 360 and 720 ppm CO,
concentrations were measured in the open top chambers; values for CO,
concentration of 120 and 1200 ppm were obtained through the A x Ci
curves simulated by IRGA (Li-Cor 6400).

A raise in CO, concentration increases photosynthesis
and growth that probably increases carbon
sequestration capacity of seedlings of H. courbaril

According to Chambers et al. (1998), increased
rates of photosynthesis and biomass will probably allow
long-living perennial species from forest ecosystems to
sequester large amounts of carbon within their wood. This
is likely to help in mitigation of the CO, emissions, since on
the basis of several different types of empirical data, it has
been concluded that current rates of carbon sequestration
are robust and that future rates will increase with increasing
atmospheric CO, concentrations. Fan et al. (1998)
calculated that the broad-leaved forested region of North
America possess a current carbon sink that can annually
remove all the CO, emitted from fossil fuel combustion in
both Canada and the United States. On another study, it has
been shown that average forest biomass in the tropics has
increased substantially over the last 40 years and that
growth in the Neotropics alone can account for 40% of the
missing carbon in the planet (Phillips et al. 1998).

In a review, Idso (1999) reported that the average
growth enhancement of three tree species exposed to twice-
ambient level of atmospheric CO, was 90% after five years,
which is consistent with data reported for mature trees
growing near CO,-emmitting springs and vents. Lovelock
etal. (1998) working with ten tropical tree species grown in
open-top chambers in a tropical forest in Panama showed
that leaf area ratio was much lower in trees grown in double
CO, concentration than that of trees grown in ambient CO,,
indicating that even with less resources invested in their
leaves, trees grown in elevated CO, still synthesised
enough carbohydrate to support biomass production
equivalent to that of ambiently-grown trees, suggesting an
increase in photosynthetic efficiency in the doubled CO,
environment.
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Our results confirm the general view that the
doubling in ambient CO, concentration will provide a
proportional increase in the capacity of Hymenaea
courbaril to sequester carbon during the establishment of
seedlings. The fact that our investigation took into
consideration the presence of an important source of
carbon in the form of reserves of carbohydrate, allowed us
to probe the importance of the status of the carbohydrate
reserves in a situation where the CO, concentration is
higher. The presence of storage compounds had a
significant effect on H. courbaril metaphyll development,
since its eophylls, which are relatively more dependent on
the reserves of the cotyledons, had their development
apparently buffered by the storage compounds. This was
reflected in the status of the photosynthetic apparatus of
eophylls and metaphylls, denoting a close correlation
between the two phenomena.

One has also to take into consideration the fact
that the observed raise in growth and photosynthesis might
not persist if H. courbaril has the capacity to acclimate.
Although it did not happen during our experiments, the fact
that the presence of high concentrations of sugars (as a
consequence of storage polysaccharide mobilisation - Tiné
et. al. 2000, Santos, 2002) buffered the effect of the higher
CO, concentration might mean that H.courbaril could
reach acclimation in older stages of its life cycle. Thus,
although our experiments point out that H. courbaril might
be an important species in carbon sequestration in tropical
forests in the future, more experiments must be done with
the tree in order to confirm this hypothesis.

Relevance for effects on biodiversity

Seeds and seedlings are implicated in various ecological
phenomena, extending beyond population process to
influence the distribution, dynamics and diversity. With
increasing evidence of the impact of climate change upon
vegetation, there is a need to model and predict
regenerative processes at these scales, which is a critical
feature of plant community dynamics. Regarding the
relationship between the regenerative strategies and
vegetation dynamics, the most important contribution of
seedling regeneration is likely to be the establishment of
founder populations during the initial open stages of
succession (pioneer).

In a meta-analysis of the growth response of wood
shade and light tolerant species to elevated CO,, Kerstiens
(2001) found that the shade-tolerant ones respond with a
bigger increase in biomass (ca. 51%) in relation to shade-
intolerant species (ca.18%). Our results seem to
corroborate Kerstians hypothesis, since we found that
leaves of growing seedlings of H. courbaril, respond to
high CO, (720ppm) by doubling CO, assimilation, with
higher leaf area and dry mass. The increment in biomass is
probably correlated with the decrease of photorespiration,
which occurs in high CO, concentrations as a result of
lower oxygenation activity of the RUBISCO. Ammonia
recycling is lowered concomitantly with the decrease in

photorespiration, lowering amino acid biosynthesis,
slowing down the development and increasing biomass.
Another explanation for this behaviour is that their leaves
present saturation of assimilation rate only to atmospheric
CQO, at concentrations as high as 1000ppm, independently
of the presence or absence cotyledons (data not shown).

It is becoming increasingly clear that the future
behaviour of plants to face the raise in atmospheric CO, can
be evaluated through the performance of their
photosynthetic apparatus. The results presented in Figure
10 suggest that the performance of leaves of H. courbaril to
increasing concentrations of CO, may be an interesting
approach to evaluate the capacity of plants to grow
differentially according to the atmospheric concentration
of CO,. We have measured the saturation level of some
other tropical trees from the rain forest (Caesalpinia
echinata, Piptadenia gonoacantha, Tibouchina granulosa,
T. pulchra) and all of them saturate at relatively high CO,
concentrations (ca. 800ppm). On the other hand, the
bromeliad Alcantaria imperialis for example, saturated at
about 500ppm. It is not yet known whether species like
these will have a growth rate proportional to their response
to CO, as measured in the atmospheric CO, facilities using
the IRGA, but in case this pattern is confirmed for other
species besides H.courbaril this will be a valuable tool to
predict the impact on plant communities and therefore
possible changes in plant biodiversity patterns.
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