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RESUMO 

 

O ambiente epifítico impõe condições abióticas peculiares às plantas, que crescem sujeitas a 

flutuações na disponibilidade de água, luz e nutrientes, demandando plasticidade para 

aclimatação. No Cerrado, além do gradiente de luz típico de formações florestais, as plantas 

epífitas têm que lidar com uma marcada sazonalidade hídrica. Neste estudo avaliou-se o efeito 

de um gradiente de luz formado pelo sub-bosque de uma mata de galeria, e da sazonalidade 

hídrica, sobre a estrutura e a fisiologia das folhas de Vanilla bahiana Hoehne, uma 

hemiepífita secundária. Foram consideradas diferentes condições de luz em três estratos de 

altura ao longo do ramo no forófito (até 0,5 m; 2 a 2,5 m; 3,5 a 4 m), nas estações seca e 

chuvosa. Vanilla bahiana apresentou-se como uma CAM forte (com valores de δ
13

C entre -

15,62 e -17,62 5 ‰). Apesar do maior conteúdo de clorofilas, as folhas próximas ao solo 

(mais sombreadas) apresentaram menores taxas fotossintéticas, que refletiram em um menor 

tamanho, biomassa e massa foliar específica. As folhas nos estratos mais altos do sub-bosque 

(sob maior radiação) apresentaram maior efeito da sazonalidade hídrica, com maior acúmulo 

noturno de ácidos orgânicos e maiores taxas de condutância e de fluxo de elétrons na estação 

chuvosa. A seca reduziu o período de abertura estomática, aumentou a transpiração e alterou 

as fases do ciclo CAM, mantendo as fases II e IV inteiramente durante o escuro em todos os 

estratos. Nas folhas mais sombreadas foram observadas estratégias para melhor captação de 

luz e processamento de energia, enquanto as folhas recebendo mais luz mostraram maior 

fixação de carbono. 

 

PALAVRAS – CHAVE: fotossíntese; orquídea; plantas CAM; sazonalidade hídrica; 

suculência foliar; tolerância à sombra.  
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ABSTRACT 

 

The epiphytic environment of understory imposes abiotic conditions peculiar to plants, which 

grow subject to fluctuations in water, light and nutrients, demanding plasticity to acclimatize. 

In the Cerrado, in addition to the light typical gradient of forest formations, epiphytic plants 

must deal with marked water seasonality. In this study, the effect of the light gradient formed 

by the understory of a gallery forest, and the water seasonality, on the leaf structure and 

physiology Vanilla bahiana Hoehne, a secondary hemiepiphyte, was evaluated. Different 

light conditions were considered in three strata along the phorophyte branch (up to 0.5 m; 2 to 

2.5 m; 3.5 to 4 m), in dry and rainy seasons. Vanilla bahiana showed itself as a strong CAM 

(values of δ
13

C between -15.62 and -17.62 5 ‰). Despite the higher chlorophyll content, the 

leaves close to the ground (shaded ones) showed lower size, biomass and specific leaf mass. 

The leaves in the highest strata of the understory (under more radiation) showed a greater 

effect of water seasonality, with higher accumulation of organic acids at night and higher rates 

of conductance and electron transport in the rainy season. The drought reduced the period of 

stomatal opening, increased transpiration and modified the CAM phases, maintaining II and 

IV phases occurring entirely during the dark in all strata. In the more shaded leaves, strategies 

for light capture and energy processing were observed, while the leaves receiving more light 

showed greater carbon fixation. 

 

KEYWORDS: CAM plants; leaf succulence; orchid; photosynthesis; water seasonality; 

shade tolerance. 
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Brasil 

2 - Centro de Isótopos Estáveis, Instituto de Biociências, Universidade Estadual Paulista, 

Botucatu, Brasil 

 

INTRODUÇÃO  

As Orchidaceae apresentam atributos anatômicos, morfológicos e fisiológicos que lhes 

confere sucesso no ambiente epifítico, sendo que 68% das espécies epífitas são orquídeas, 

bem como a maioria (69%) das espécies de orquídeas são epífitas. O termo “epífita” abrange 

indivíduos e grupos plásticos que crescem não apenas sobre forófitos, mas também sobre 

rochas ou como lianas, parasitas ou hemiepífitas (Zotz 2013). As hemiepífitas são 

caracterizadas pelo hábito epifítico durante apenas parte da vida e podem ser divididas em 

duas categorias: hemiepífitas primárias e secundárias (Putz & Holbrook 1986). As primárias 

germinam como epífitas e posteriormente estabelecem contato com o solo, enquanto as 

secundárias germinam no solo estabelecendo contato com o forófito e, posteriormente, 

degeneram a porção basal do sistema radicular e sobem com raízes aderentes, tornando-se 

epífitas (Putz & Holbrook 1986).  

O hábito epifítico impõe condições abióticas peculiares às plantas, que crescem 

sujeitas a variações na disponibilidade de água, nutrientes e luz (Benzing 1998; Zotz & Bader 

2009). A escassez de água é observada mesmo em um ambiente relativamente úmido, ainda 

que seja sazonal ou variável ao longo do dia (Zotz & Thomas 1999). Do mesmo modo, o 

ambiente de sub-bosque é caracterizado pelos baixos níveis de luz direta e difusa (Chazdon & 

Fetcher 1984) e requer adaptações. A arquitetura do dossel determina um gradiente de luz que 

decresce em direção ao solo ao passar pelos estratos da vegetação (Kabakoff & Chazdon 
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1996). Apenas entre 1 e 2% da radiação solar que incide sobre o dossel da floresta chega até 

os estratos inferiores, pontuados momentaneamente por manchas de luz brilhante (Chazdon & 

Fetcher 1984) que podem representar até 80% da densidade de fluxo de fótons disponível para 

a fotossíntese (Chazdon 1988). Estudos com diversas espécies de plantas têm mostrado que 

folhas, em diferentes posições no dossel, apresentam plasticidade nas características 

estruturais, químicas e fisiológicas em resposta ao gradiente de luz, de forma a manter alta 

eficiência na captura de luz e maior produtividade (Terashima & Hikosaka 1995; Delagrange 

et al. 2004; Niinemets 2010; de Casas et al. 2011; Niinemets et al. 2015). Plantas sombreadas 

realizam fotossíntese sob baixa radiação e/ou aproveitam as manchas de luz para tal função, 

apresentando, em geral, baixo ponto de compensação luminoso (Mathur et al. 2018). As 

manchas de luz podem representar de 30 a 60% do ganho diário de carbono em sub-bosques 

de florestas tropicais (Way & Pearcy 2012), porém, em alguns casos, também podem induzir 

fotoinibição e reduzir a assimilação de carbono (Leakey et al. 2005). 

Em resposta à escassez hídrica, as orquídeas apresentam alterações nos atributos 

morfológicos e fisiológicos que permitem melhor captação e armazenamento de água, assim 

como a redução da sua perda para o ambiente (Silvera & Lasso 2016).  Do ponto de vista 

morfológico, destacam-se (1) a presença de velame, epiderme geralmente com múltiplas 

camadas que aumenta a absorção da umidade atmosférica e de nutrientes (Benzing et al. 

1983); (2) a suculência em folhas e caules que permite maior armazenamento de água e seu 

consequente uso quando indisponível no ambiente (Lüttge 1989); e (3) a presença de cutícula 

espessa nas folhas que minimiza a perda de água (Granados-Sánchez et al. 2003). Somado a 

isso, grande parte destas plantas exibe o Metabolismo Ácido das Crassuláceas (CAM) (Silvera 

et al. 2005), adaptação fotossintética que aumenta a eficiência do uso da água ao realizar a 

captação de dióxido de carbono (CO2) durante a noite, quando a perda de água por 

evaporação é mínima (Winter et al. 2005). Algumas espécies são CAM obrigatórias, enquanto 
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outras alternam entre C3 e CAM nas estações úmida e seca, ou em decorrência de outros 

estímulos como sanilidade e luz, ou utilizam ambas as vias metabólicas simultaneamente em 

órgãos diferentes (folhas, pseudobulbos e raízes) (Moreira et al. 2009; Rodrigues et al. 2013). 

Em geral, nas plantas CAM, a captura de CO2 e sua fixação pelo ciclo de Calvin-

Benson estão separadas temporalmente. Principalmente à noite, as plantas abrem seus 

estômatos e capturam CO2 via fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase), armazenando-o 

geralmente como malato nos vacúolos de células contendo cloroplastos. Durante o dia os 

estômatos são fechados, o malato é descarboxilado pela enzima NADP-málica e o CO2 

liberado entra no ciclo de Calvin-Benson através da atividade carboxilase da ribulose-1,5-

bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco), quando é incorporado a compostos orgânicos 

(Cushman 2001; Holtum et al. 2005). Além do aumento da eficiência do uso da água 

resultante da abertura estomática principalmente no período noturno (Winter et al. 2005), o 

acúmulo de ácidos orgânicos nos vacúolos durante a noite reduz o potencial hídrico foliar, 

maximizando a absorção de água e o seu armazenamento nos vacúolos (Lüttge 2010). 

O ciclo CAM apresenta quatro fases subsequentes (Osmond 1978; Ting 1985). Na fase 

I os estômatos permanecem abertos no período escuro e o CO2 é capturado via PEPcase. Na 

fase II, os estômatos podem permanecer abertos no início do período de luz, quando ocorre o 

declínio da atividade da PEPcase e o aumento da atividade da Rubisco. Nesta fase, o CO2 

atmosférico pode ser capturado simultaneamente através das duas enzimas, até que os 

estômatos sejam fechados e a PEPcase desativada. Inicia-se então a fase III, período em que o 

CO2 armazenado no vacúolo é fornecido ao ciclo de Calvin-Benson. A fase IV corresponde 

ao início de abertura estomática no fim do período de luz, quando a Rubisco reduz sua 

atividade e o CO2 passa a ser capturado principalmente via PEPcase (Osmond 1978). Todas 

essas fases exibem plasticidade em termos de intensidade e duração sob diferentes condições 

ambientais, como disponibilidade de água, intensidade, qualidade e duração da iluminação 
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(Nobel & Hartsock 1983; Ceusters et al. 2014; 2019). Em resposta a variação climática, a 

expressão do CAM pode exibir uma regulação sazonal (Rainha et al. 2016). Por exemplo, do 

ponto de vista fisiológico, foi observado maior acúmulo de acidez noturna e menor eficiência 

quântica durante a estação seca, quando a incidência de radiação fotossinteticamente ativa 

(RFA) é maior, comparada às estações de seca média e úmida (de la Rosa-Manzano et al. 

2014). Além disso, outros aspectos fisiológicos e morfológicos mostram variação em resposta 

à seca e à umidade em espécies CAM, como alterações na condutância estomática (Nobel & 

Hartsock 1983), na massa foliar por área (Quezada et al. 2017) e na área do tecido de 

armazenamento de água (Chiang et al. 2013).  

Essa flexibilidade fisiológica em resposta às quantidades de luz e água disponíveis 

constitui uma vantagem adaptativa das espécies CAM em florestas tropicais (Lüttge 2004; 

2010, de la Rosa-Manzano et al. 2014; 2017) e é responsável pela existência de diferentes 

fisiotipos de CAM, incluindo CAM obrigatórias, plantas que realizam CAM em tecidos 

maduros, independentemente das condições ambientais; e CAM facultativas, que alternam 

entre as vias C3 e CAM nas estações úmida e seca, respectivamente. A intensidade da 

expressão CAM é classificada como fraca ou forte. As espécies CAM fracas exibem valores 

de δ
13

C entre -26 e -20 ‰, enquanto espécies CAM forte entre -20 e -8 ‰ (Niechayev et al. 

2019). 

A espécie deste estudo, Vanilla bahiana Hoehne, é uma orquídea hemiepífita 

secundária que cresce aderida ao longo do forófito. Por isso, é possível que as folhas de um 

mesmo indivíduo ocupem diferentes estratos do sub-bosque e estejam simultaneamente sob 

diferentes condições de luz. Esperou-se verificar CAM forte nessa espécie, já que essa via 

metabólica está presente em outras espécies do gênero (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, 

Vanilla pompona Schiede e Vanilla trigonocarpa Hoehne) (Silvera et al. 2010).  A população 
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objeto deste estudo habita uma fitofisionomia do Cerrado, bioma com alta sazonalidade 

hídrica (Oliveira et al. 2014).  

Assim, considerando que o ambiente de sub-bosque é naturalmente sombreado, 

apresenta um gradiente crescente de radiação e que no Cerrado há uma marcada sazonalidade 

hídrica, neste estudo esperou-se encontrar que folhas em diferentes estratos de altura 

apresentam diferenças estruturais e fisiológicas com relação à luz. Hipotetizou-se que as 

folhas mais próximas do dossel apresentam maior produtividade em virtude da maior 

incidência de luz, enquanto as folhas mais próximas do solo exibem características típicas de 

folhas de sombra. Além disso, as folhas crescidas no ambiente com maior luminosidade 

(próximo ao dossel) sofrem maior efeito da sazonalidade hídrica. Nesse sentido, objetivou-se 

(1) determinar o metabolismo fotossintético (C3 e/ou CAM) e possíveis variações de sua 

expressão com relação à luminosidade e à disponibilidade hídrica; (2) detectar variações 

estruturais nas folhas em decorrência dos diferentes níveis de luz; (3) avaliar a influência dos 

níveis de luz sobre o potencial fotossintético (incluindo produtos do metabolismo primário) 

das folhas; e (4) verificar a influência da sazonalidade hídrica sobre as folhas nos diferentes 

níveis de luz.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Área de estudo e espécie vegetal  

O estudo foi realizado em uma mata de galeria localizada em Araguari, Minas Gerais 

(S18°46'27.0" W48°06'48.5", a 782 m de altitude), em uma Área de Proteção Permanente 

(APP) de propriedade particular, denominada Fazenda Quilombo. O clima local é tropical 

com inverno seco (Aw), apresentando temperatura e precipitação com médias anuais de 21,4 

ºC e 126,7 mm, respectivamente, com estação chuvosa ocorrendo entre os meses de outubro a 

março e a seca de abril a setembro, conforme classificação de Köppen (Alvares et al. 2013). 
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As matas de galeria constituem uma formação florestal inundável no Cerrado, com espécies 

perenifólias que acompanham cursos d´água de pequeno porte, formando corredores fechados 

com faixas de vegetação em ambas as margens (Ribeiro & Walter 2008). A temperatura e a 

umidade relativa do ar foram monitoradas durante 24 horas nas estações seca (agosto de 

2019) e chuvosa (abril de 2018), utilizando um datalogger (Instrutherm HT-70, Instruther 

Instrumentos de Medição Ltda, Brasil). As temperaturas mínima e máxima registradas na 

estação seca foram 7,7ºC e 33ºC, e na estação chuvosa 20,3ºC e 28,7ºC (Fig. 1A e B). A 

umidade relativa do ar variou entre 20,5 e 95,0% na estação seca, e entre 62 e 96,8% na 

chuvosa (Fig. 1 A e B). 
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Figura 1. Caracterização ambiental de uma população de Vanilla bahiana vivendo em uma 

mata de galeria no Cerrado, município de Araguari, MG, Brasil. Os dados foram obtidos 

durante as estações seca e chuvosa. (A e B) Temperatura (ºC) e Umidade Relativa do ar (%) 

medidas no sub-bosque a cada 30 minutos por 24 horas. (C e D) Índice de área foliar (LAI) e 

luz difusa não interceptada pelo dossel (DIFN) medidos próximo às folhas de 10 indivíduos. 



18 
 

As medidas foram realizadas em três estratos de altura (até 0,5 m; entre 2 e 2,5 m; entre 3,5 e 

4 m). Letras distintas mostram diferenças entre os estratos de acordo com teste ANOVA, e as 

médias foram contrastadas por teste de Tukey (p < 0,05). 

 

O gênero Vanilla Mill. é composto por 110 espécies de ervas hemiepífitas distribuídas 

nas regiões tropicais e subtropicais da América do Norte, América do Sul, África e Ásia 

(Cameron 2011). Na área de estudo, uma população da hemiepífita V. bahiana cresce sobre 

forófitos alcançando até aproximadamente 5 m de altura, em um ambiente de sub-bosque sob 

heterogeneidade luminosa. V. bahiana, espécie endêmica do Brasil (Queiroz et al. 2012), 

apresenta raízes adventícias planas na porção em contato com o forófito a cada entrenó, haste 

verde simples ou ramificada, com 0,7 a 1,3 cm de diâmetro e folhas verdes carnosas (Ferreira 

et al. 2017). Neste estudo foram avaliadas folhas maduras e sem sinais de senescência em dez 

indivíduos em três estratos de altura ao longo do ramo no forófito: até 0,5 m (considerado 

baixo), entre 2 e 2,5 m (considerado médio) e 3,5 a 4 m (considerado alto), no fim da estação 

seca (agosto/setembro de 2018) e da estação chuvosa (março/abril de 2019).  

Para caracterização do ambiente de luz, o índice da área foliar (LAI) (área da 

folhagem/área do solo) e a luz difusa não interceptada pelo dossel (diffuse non-interceptance - 

DIFN) foram determinados a partir de medições realizadas acima e abaixo do dossel, 

utilizando-se um medidor de índice de área foliar (LAI 2200, Li-cor, Alemanha). Foram 

realizadas três medidas por folha, em dias nublados nos meses de março e agosto durante o 

período da manhã, posicionando o sensor conforme a orientação da folha com relação ao 

forófito. As medidas acima do dossel foram realizadas em campo aberto nas proximidades da 

área de estudo. A radiação fotossinteticamente ativa (RFA) incidente nos diferentes estratos 

do sub-bosque foi monitorada a cada hora, ao nível de uma folha de 10 indivíduos em cada 

estrato, entre 6 e 18 horas, usando um sensor quântico (Li-cor 250A, Alemanha). Os dados de 
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luz e temperatura foram coletados na mesma semana quando foram coletados os dados 

fisiológicos. 

Os padrões de LAI, DIFN e RFA encontrados mostram a heterogeneidade de luz 

existente nos estratos do sub-bosque da área de estudo. Os maiores valores de LAI foram 

encontrados para o estrato baixo, em ambas as estações, e a DIFN é decrescente do estrato 

superior para o de menor altura durante a estação chuvosa (não difere entre os estratos na 

estação seca) (Fig. 1C e D). A RFA foi menor no estrato baixo comparado aos demais, 

enquanto nos estratos médio e alto não diferiu (Fig. 2). O mesmo padrão foi observado para as 

estações seca e chuvosa.  

 

Discriminação do metabolismo fotossintético 

A razão isotópica do carbono (
13

C/
12

C) foi utilizada para determinar o metabolismo 

fotossintético e variações relacionadas à luminosidade e à disponibilidade hídrica. Folhas de 

três indivíduos foram coletadas nos estratos baixo e alto, estratos extremos, nas estações seca 

e chuvosa, secos em estufa à 60°C e macerados. A 
13

C/
12

C foi determinada nas amostras 

utilizando um sistema de espectrometria de massa de razão isotópica por fluxo contínuo – CF-

IRMS no Centro de Isótopos Estáveis – CIE da Universidade Estadual Paulista – UNESP 

(Botucatu, Brasil). O CF-IRMS é composto por um analisador elementar – AE (Flash 2000 – 

Thermo Scientific, Alemanha) acoplado a um espectrômetro de massa de razão isotópica – 

IRMS (Delta V Advantage – Thermo Scientific, Alemanha) por meio de uma interfase de 

gases (ConFlo IV – Thermo Scientífic, Alemanha). Foram pesadas alíquotas de 0,10 a 0,12 

mg de cada amostra em cápsulas de estanho. As cápsulas foram inseridas no AE e convertidas 

em CO2 por combustão. No IRMS foi determinada a 
13

C/
12

C do CO2 e os resultados 

convertidos na notação δ
13

C (‰) que representa a diferença relativa da razão isotópica do 

padrão internacional VPDB conforme equação. A incerteza do CF-IRMS é de 0,15‰. 
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𝛿13𝐶 =
( 𝐶13 𝐶12⁄ )

𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

( 𝐶13 𝐶12⁄ )
𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

− 1 

O metabolismo fotossintético foi determinado comparando os valores de δ
13

C 

encontrados com os propostos por Deines (1980), onde o metabolismo C3 é caracterizado por 

valores entre -20 e -35 ‰ e o CAM por valores entre -10 e -22 ‰.  

 

Figura 2. Radiação fotossinteticamente ativa (RFA) incidente em folhas de Vanilla bahiana 

em relação a estratos de altura nas estações seca e chuvosa em uma mata de galeria no 

Cerrado. As medidas foram realizadas a cada hora entre 6 e 18 horas ao nível de uma folha 

por estrato (n = 10). Área Foliar (AF) obtida pela média da coleta em duas folhas por estrato 

(n = 10). Letras distintas entre os estratos mostram diferenças de acordo com teste ANOVA 
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seguida por teste de Tukey (p < 0,05). A RFA foi menor no estrato baixo para a estação 

chuvosa (F = 6,39; p < 0, 01) e para a seca (F = 7; p < 0.001).  

 

Para a avaliação da variação diurna dos ácidos orgânicos (∆H
+
), foram coletados 200 

mg de folhas em cada estrato (n = 10). As coletas foram realizadas às 6 e às 18 horas nos 

meses de abril e agosto de 2019. O material permaneceu em baixa temperatura (0°C) até o 

processamento. As amostras foram submetidas à fervura em água destilada por 5 min e os 

extratos titulados com NaOH 0,01 (pH 7), conforme descrito por Hartsock & Nobel (1976). 

 

Avaliações estruturais e do balanço hídrico foliar  

O conteúdo de saturação hídrica (CSH) foi utilizado como indicador de suculência e o 

conteúdo relativo de água (CRA) como método de avaliação do status hídrico das folhas. 

Fragmentos de 1 cm
2
 foram coletados no período da manhã em uma folha de cada estrato por 

indivíduo (n = 10). O CSH foi determinado a partir da fórmula CSH = (MT–MS)/MS, onde 

MT é a massa túrgida após hidratação por 24 horas e MS é a massa seca após secagem do 

material em estufa à 60 ºC até atingir peso constante (Ogburn & Edwards 2012). O CRA foi 

obtido a partir da equação: CRA = [(MF-MS)/(MT-MS)]*100, onde MF corresponde à massa 

fresca (Witkowski & Lamont 1991).  

A área foliar foi obtida com auxílio do software ImageJ (AxionVision 4.8.2 SP3 08-

2013). Para o cálculo da biomassa, folhas inteiras, de todos os estratos, foram coletadas, secas 

em estufa de circulação forçada (NovaTécnica-Termostato 70) a 60ºC até atingirem peso 

constante. A massa foliar específica (MFE) foi obtida pela fórmula MFE = MS/A, onde MS é 

a massa foliar e A corresponde à área foliar (Witkowski & Lamont 1991).      
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Fluorescência da clorofila a 

O rendimento quântico potencial do fotossistema II (PSII) (Fv/Fm) foi avaliado 

utilizando-se um fluorômetro de amplitude modulada (MINI-PAM, Waltz, Alemanha). As 

análises foram realizadas em uma folha de cada estrato (n = 6) no pre-amanhecer e após 

adaptação ao escuro por 30 minutos às 9 horas e ao meio dia. A performace fotossintética em 

função de níveis crescentes de luz foi realizada às 9 horas, em oito estágios de 30 segundos 

cada por quatro minutos. Ao final de cada nível de luz, um pulso saturante foi aplicado para a 

determinação de parâmetros de fluorescência. O rendimento quântico efetivo do PSII 

(ΔF/Fm’) foi determinado conforme Genty et al. (1989) através da fórmula: ΔF/Fm’ = (Fm’ – 

F)/Fm’, onde F é a fluorescência da clorofila na amostra adaptada à luz e Fm’ a máxima 

fluorescência da amostra à luz, com o pulso saturante. A taxa aparente de transporte de 

elétrons (ETR) foi determinada pela fórmula utilizada por Lüttge et al. (1998): (ETR = 

ΔF/Fm’ x RFA x 0,5 x 0,84), onde 0,5 é um fator que considera a excitação luminosa dos dois 

fotossistemas e 0,84 corrige a perda de energia no sistema . 

 

Trocas gasosas 

Como parâmetros de trocas gasosas, foram avaliadas a condutância estomática (gs) e a 

transpiração (E) em uma folha de cada estrado (n = 6). As leituras foram realizadas a cada 

duas horas durante um dia de cada estação utilizando um Analisador de Gás por 

Infravermelho (IRGA, Li-Cor 6400 USA) após estabilização do equipamento com ar 

referência de 145 ppm (~2 min) coletado por uma antena móvel posicionada em área aberta 

próxima aos indivíduos analisados.  
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Determinação do conteúdo de pigmentos cloroplastídicos 

 A quantificação de pigmentos, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotenoides, 

foi realizada com uma amostra de 1 cm
2 

de uma folha de cada estrato (n = 10). As amostras 

foram coletadas no período da tarde para se evitar a acidez do tecido, pesadas e imersas em 

acetona 80% por 24 horas para extração dos pigmentos. O material foi macerado, 

centrifugado e o extrato levado ao espectrofotômetro (Bioespectro, SP-220, Brasil) para 

leituras nos comprimentos de onda de 470, 646, e 663 nm, sendo o teor de pigmentos obtido 

segundo as equações propostas por Lichtenthaler & Wellburn (1983).  

 

Determinação dos teores de carboidratos (amido, açúcares solúveis totais e 

polissacarídeos solúveis em água) e nitrogênio 

Amostras de folhas dos três estratos (n = 10) foram secas a 50°C, trituradas e 

submetidas a três extrações consecutivas (5 mL cada) em solução de 

metanol:clorofórmio:água (MCA) na proporção de 12:5:3 para quantificação dos açúcares 

solúveis em água (AST: glicose, frutose e galactose). O pelet residual foi seco durante uma 

noite e a extração dos polissacarídeos solúveis em água (PSA) foi obtida utilizando 5 mL de 

etanol 10%. O novo resíduo foi ressuspendido em 5 mL de ácido perclórico 30% para 

extração do amido. Todos os extratos foram submetidos à reação fenol-ácido sulfúrico de 

acordo com o método colorimétrico proposto por Chow & Landhaüsser (2004).  A glicose foi 

utilizada como padrão para obtenção das curvas de referência.  

O conteúdo de nitrogênio das amostras de folhas de todos os estratos (n = 10) foi 

obtido pelo Método Kjeldahl (Tedesco et al. 1995). As amostras foram secas em estufa de 

circulação forçada a 60ºC até atingir peso constante, moídas em almofariz e submetidas à 

digestão sulfúrica. O resíduo obtido foi destilado (destilador Tecnal TE-0363) e a amônia 
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liberada na forma NH4OH foi retida em ácido bórico a 2% e titulada contra ácido clorídrico 

0,02 N.  

 

Índice de plasticidade à distância relativa (RDPI) 

O índice de plasticidade à distância relativa (RDPI) foi determinado para variáveis 

estruturais e fisiológicas das folhas (n = 6 para dados de fluorescência e trocas gasosas; n = 10 

para os demais dados) avaliadas nas estações seca e chuvosa nos três estratos de altura (baixo, 

médio e alto) do sub-bosque. O RDPI foi calculado entre todos os pares de microambientes 

para ambas as estações. Para gs e E foram utilizados os dados referentes à coleta de 00 horas 

(um dos horários de maior gs) e para Fv/Fm’ os dados de 12 horas (um dos horários em que 

havia maior incidência de luz). Os valores de RDPI variam de 0 (sem plasticidade) a 1 

(plasticidade máxima) e foram obtidos a partir da fórmula RDPI = Σ (dij → i′j '/ (x i′j' + x ij)) / 

n, onde j e j ' são os pares de folhas de diferentes indivíduos e i e i ' são os pares de 

microambientes nos quais essas folhas estão expostas (Valladares et al. 2006). 

 

Análise dos dados 

Todas as análises foram realizadas utilizando o software R (i386 3.5.1). Os dados 

foram avaliados quanto à normalidade e à homocedasticidade utilizando-se o teste de Shapiro-

Wilk e a avaliação da variância dos resíduos entre os grupos, e quando necessário foram 

transformados. Os dados com distribuição normal foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) para comparar os estratos de altura e ao teste t de Student para comparar cada 

estrato entre as estações. Dados não paramétricos foram comparados utilizando o teste de 

Kruskal-Wallis. Quando detectadas diferenças, as médias foram comparadas por teste Tukey. 

A existência de interação entre os fatores (estratos-luz e estações) foi verificada por ANOVA 

fatorial. Para todas as análises foi adotado um nível de significância de 5% (p < 0,05). Para a 
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relação entre os parâmetros de fluorescência e os níveis crescentes de luz foram utilizados 

modelos de regressão não-lineares, sendo que para o ΔF/Fm’ foi utilizado um modelo do tipo 

“Two phase decay” e para a ETR foi utilizado “One phase association”. 

 

RESULTADOS 

Vanilla bahiana apresenta CAM forte, influenciado tanto pelo gradiente de luz 

decorrente da altura em que as folhas se encontram ao longo do forófito (maior luminosidade 

nos estratos mais altos), quanto pela variação hídrica sazonal da região. A maior 

produtividade fotossintética foi observada nas folhas que crescem nos estratos mais altos (2 a 

2,5 m; 3,5 a 4 m) durante a estação chuvosa. Nessas folhas, durante essa estação, foi 

observado maior acúmulo noturno de ácidos orgânicos e maiores taxas de transporte de 

elétrons com relação à estação seca. A maior atividade fotossintética das folhas nos estratos 

superiores resultou em acúmulo de carboidratos (essencialmente amido) durante a estação 

seca. Além disso, essas folhas apresentaram maior área, maior biomassa e massa foliar 

específica. Nas folhas próximas ao solo foi observado maior conteúdo de clorofilas, com 

menor relação nitrogênio/clorofila, porém uma rápida saturação dos fotossistemas na estação 

seca comparada à chuvosa. O padrão de trocas gasosas, característico do ciclo CAM, sofreu 

alterações sazonais nas suas fases com redução no tempo de abertura estomática durante a 

estação seca. As maiores taxas de condutância foram registradas durante a estação chuvosa, 

enquanto a transpiração foliar foi maior na estação seca. Os resultados obtidos para RDPI 

mostram que as folhas de V. bahiana exibem uma variação estrutural e fisiológica em função 

da radiação. 
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Metabolismo fotossintético e variações com relação à luminosidade e à disponibilidade 

hídrica 

A presença do metabolismo CAM foi evidente nas folhas de V. bahiana a partir dos 

valores obtidos para δ
13

C, da abertura estomática e do acúmulo de ácidos orgânicos no 

período noturno. O δ
13

C variou entre -15,62 e -17,62 ‰ indicando CAM forte tanto na 

estação chuvosa, quanto na seca (Fig. 3A). Houve variação sazonal nas folhas encontradas no 

estrato baixo, com menores valores de δ
13

C obtidos na estação chuvosa. Também nessa 

estação, essas folhas tiveram menor δ
13

C comparado às folhas do estrato alto, mostrando 

alteração na expressão CAM.  O ∆H
+ 

também evidenciou atividade CAM em ambas as 

estações, com maior acúmulo noturno de ácidos orgânicos nas folhas dos estratos superiores 

(2 a 2,5 m; 3,5 a 4 m) durante a estação chuvosa e variação sazonal também nesses estratos, 

apresentando maiores valores na estação chuvosa (Fig. 3B).  Não foi encontrada relação entre 

luminosidade e disponibilidade hídrica com os valores isotópicos do carbono e com o 

acúmulo noturno de ácidos orgânicos. 
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Figura 3. Valor isotópico (δ
13

C) e variação diurna dos ácidos orgânicos (ΔH
+
) em folhas de 

Vanilla bahiana em relação a estratos de altura nas estações seca e chuvosa em uma mata de 

galeria no Cerrado. (A) Média de δ
13

C (n = 3). (B) Média de ΔH
+
 (n = 10) coletadas às 6 e às 

18 horas. Dados comparados por teste ANOVA entre os estratos e por teste t de Student 

comparando cada estrato entre as estações. As médias foram contrastadas por teste de Tukey 
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(p < 0,05). Letras maiúsculas distintas mostram diferenças entre os estratos. Letras 

minúsculas distintas mostram diferenças dos estratos entre as estações. 

 

Variações na estrutura e no balanço hídrico foliar  

A área foliar foi decrescente do estrato alto para o baixo (Fig. 2). As folhas no estrato 

baixo mostraram menor MFE na estação seca (Fig. 4A), menor biomassa para ambas as 

estações (Fig. 4B) e maior CSH na estação seca (Fig. 4C) em relação às folhas dos estratos 

mais altos. Na seca, foram obtidos valores crescentes de CSH do estrato alto para o baixo 

(Fig. 4C). Diferenças sazonais ocorreram para o estrato baixo na MFE e no CSH com menor 

MFE (Fig. 4A) e maior CSH na seca (Fig. 4C), e no CRA para todos os estratos, com maior 

porcentagem de hidratação foliar na estação chuvosa (Fig. 4D). A comparação entre os fatores 

(luz e estações) não mostrou interação para nenhuma dessas variáveis. 
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Figura 4. Variações na estrutura e no balanço hídrico foliar de Vanilla bahiana (n = 10) em 

relação a estratos de altura nas estações seca e chuvosa em uma mata de galeria no Cerrado. 

(A) Massa foliar específica (MFE), (B) biomassa, (C) conteúdo de saturação hídrica (CSH) e 

(D) conteúdo relativo de água (CRA). Dados comparados por teste ANOVA entre os estratos 
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e por teste t de Student comparando cada estrato entre as estações. As médias foram 

contrastadas por teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiúsculas distintas mostram diferenças 

entre os estratos. Letras minúsculas distintas mostram diferenças dos estratos entre as 

estações. 

 

Conteúdo de pigmentos e de nitrogênio 

Na estação chuvosa os conteúdos de Chl a e de clorofilas totais apresentaram valores 

crescentes do estrato alto para o baixo, isto é, conforme aumenta o sombreamento (Tabela 1). 

O conteúdo de Chl b foi maior no estrato baixo em relação aos demais estratos. Não foram 

observadas diferenças no conteúdo de carotenoides e na razão Chl a/b. O maior investimento 

em clorofilas conforme aumenta o sombreamento reflete na razão clorofilas 

totais/carotenoides que apresenta valores crescentes do estrato alto para o baixo. O teor de 

nitrogênio não diferiu entre os estratos, já a razão N/Chl foi decrescente nas folhas do estrato 

alto para o baixo. Diferenças sazonais foram observadas apenas para o conteúdo de nitrogênio 

e na razão N/Chl, sendo encontrados menores valores para ambas as variáveis no estrato 

baixo durante a estação chuvosa. A comparação entre os fatores (luz e estações) não mostrou 

interação para as variáveis relacionadas ao conteúdo de pigmentos cloroplastídicos. 
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Tabela 1: Conteúdo de pigmentos cloroplastídicos (µg g
-1

 FM) e de nitrogênio (%) em folhas 

de Vanilla bahiana em relação a estratos de altura nas estações seca e chuvosa em uma mata 

de galeria no Cerrado (média ± desvio padrão, n = 10). 

      

 Estação Até 0,5 m 2 - 2,5 m 3,5 - 4 m Valor de p 
      

      

Clorofila a  Chuvosa 0,32 ± 0,08 
A
 0,26 ± 0,05 

AB
 0,23 ± 0,06 

B
 < 0,05 

 Seca 0,28 ± 0,04 0,23 ± 0,05 0,25 ± 0,07 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Clorofila b  Chuvosa 0,13 ± 0,03 
A
 0,1 ± 0,01 

B
 0,09 ± 0,02 

B
 < 0,01 

 Seca 0,11 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,1 ± 0,03 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Clorofila total  Chuvosa 0,45 ± 0,12 
A
 0,36 ± 0,07 

AB
 0,32 ± 0,09 

B
 < 0,05 

 Seca 0,39 ± 0,06 0,33 ± 0,06 0,35 ± 0,1 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Carotenoides  Chuvosa 0,07 ± 0,02 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 > 0,05 

 Seca 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0 0,06 ± 0,01 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Clorofila a/b  Chuvosa 2,36 ± 0,15
 
 2,5 ± 0,22  2,46 ± 0,26

 
 > 0,05 

 Seca 2,47 ± 0,18 2,36 ± 0,31 2,51 ± 0,37 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Clorofila/carotenoides Chuvosa 6,37 ± 0,42 
A
 5,97 ± 0,42 

AB
 5,65 ± 0,54 

B
 < 0,01 

 Seca 6,14 ± 0,48 5,47 ± 0,71 5,38 ± 1,12 > 0,05 

 p > 0,05 > 0,05 > 0,05  
      

Nitrogênio  Chuvosa 1,32 ± 0,13 
b
 1,34 ± 0,17 1,33 ± 0,27 > 0,05 

 Seca 1,54 ± 0,1 
a
 1,26 ± 0,49 1,44 ± 0,21 > 0,05 

 p < 0,001 > 0,05 > 0,05  
      

Nitrogênio/clorofila Chuvosa 3,03 ± 0,71 
Bb

 3,74 ± 0,79 
AB

 4,43 ± 1,9 
A
 < 0,05 

 Seca 4 ± 0,62 
a
 4,34 ± 1,41 4,39 ± 1,45 > 0,05 

 p < 0,01 > 0,05 > 0,05  
      

Dados comparados por teste ANOVA entre os estratos e por teste t de Student comparando cada estrato entre as 

estações. As médias foram contrastadas por teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiúsculas distintas mostram 

diferenças entre os estratos. Letras minúsculas distintas mostram diferenças dos estratos entre as estações. 

Médias sem letras não apresentam diferença estatística. 

 

Parâmetros de fluorescência da clorofila a, condutância estomática e transpiração 

Para os parâmetros de fluorescência e trocas gasosas, não foi observada interação entre 

os fatores (luz e estações), apenas efeito da sazonalidade hídrica. Os resultados para ΔF/Fm’ e 

ETR foram semelhantes entre os estratos em ambas as estações. A estação chuvosa favoreceu 

o aumento da ETR das folhas dos estratos mais altos, mas não nas folhas do estrato baixo, 

enquanto a RFA no ETR máximo (RFA ETRmax) e a irradiância de saturação (RFAsat.) foram 

maiores nos estratos baixo e médio nessa estação (Fig. 5). As médias dos valores do Fv/Fm 
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foram de aproximadamente 0,8 para todos os estratos nos três horários avaliados (pre-

amanhecer, 9 horas e meio dia) em ambas as estações, indicando alta eficiência do PSII. 

O padrão de trocas gasosas é característico do ciclo CAM. Foi registrado um período 

de aproximadamente 12 horas de abertura dos estômatos durante a estação chuvosa e 10 horas 

para a estação seca (Fig. 6A e B). Na estação seca, a abertura estomática ocorreu mais tarde e 

o fechamento mais cedo, mostrando redução na duração da fase I, as fases II e IV ocorrendo 

sem abertura estomática no período de luz e aumento na duração da fase III em comparação à 

estação chuvosa (Fig. 6A e B). As maiores taxas de condutância foram registradas durante a 

estação chuvosa, exceto para o estrato baixo, sendo baixo (t = 1,24; p > 0, 05), médio (t = 

2,52; p < 0,05) e alto (t = 2,51; p < 0,05). A transpiração foliar foi maior durante a estação 

seca, sendo baixo (t = 3,58; p < 0,001), médio (t = 2,79; p < 0,01) e alto (t = 2,01; p < 0,05) 

(Fig. 6C e D).  

 

Conteúdo de carboidratos 

Foi observada interação entre os fatores (luz e estações) para todos os grupos de 

carboidratos avaliados, AST (F = 10,58; p < 0,001), PSA (F = 3,72; p < 0,05) e amido (F = 

4,76; p < 0,05). O maior conteúdo de AST foi observado nas folhas do estrato baixo durante a 

estação seca (Fig. 7A). Um efeito sazonal antagônico foi observado para os estratos baixo e 

médio, sendo o teor de AST maior na estação seca para o estrato baixo e maior na estação 

chuvosa para o estrato médio. O teor de PSA foi maior nas folhas do estrato médio e menor 

nas folhas do estrato alto durante a estação seca, e houve redução no teor desses açúcares na 

estação seca em relação à estação chuvosa para as folhas dos estratos baixo e alto (Fig. 7B). O 

teor de amido foi maior nas folhas do estrato alto para a estação seca, assim como foi maior 

nessas folhas na estação seca, comparada à chuvosa (Fig. 7 C). 
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Estação chuvosa Estação seca

      

ETR Pontos cardinais  Estação Até 0,5 m 2 – 2,5 m 3,5 – 4 m p 
      

      

 Chuvosa  67,08 ± 29,83  67,91 ± 24,9
 a

 77,02 ± 46,8
 a

 > 0.05 

½ ETRmax.  Seca 42,64 ± 54,03  26,66 ± 21,32
 b  28,88 ± 23,5

 b
 > 0,05 

 p > 0,05 < 0,05 < 0,05  
      

 Chuvosa  134,17 ± 59,66  135 ± 49,81
 a

 154,04 ± 93,6
 a

 > 0,05 

ETRmax.  Seca 85,29 ± 108,06
 
 53,32 ± 42,65

 b  57,77 ± 47
 b

 > 0,05 

 p > 0,05 < 0,05 < 0,05  
      

 Chuvosa  390,7 ± 80,67
 a

 387,02 ± 102,33
 a

 405,3 ± 234,48
 
 > 0,05 

RFA ½ ETR max.  Seca 203,6 ± 195,24
 b

 201 ± 105,33
 b

 223,91 ± 105,36
 
 > 0,05 

 p < 0,05 < 0,01 > 0,05  
      

 Chuvosa  1296,53 ± 267,79
 a

 1284,36 ± 339,514
 a

 1345 ± 778,07  > 0,05 

RFA ETR max.  Seca 675,5 ± 647,62
 b

 656,12 ± 353,76
 b

 743 ± 349,63 > 0,05 

 p < 0,05 < 0,01 > 0,05  
      

 Chuvosa  1166,88 ± 24,01
 a

 1155,92 ± 305,56
 a

 1210,5 ± 700,26
 
 > 0,05 

RFA sat.  Seca 607,95 ± 582,86
 b

 590,51 ± 318,38
 b

 668,69 ± 314,66
 
 > 0,05 

 p < 0,05 < 0,01 > 0,05  
      

 

Figura 5. Fluorescência da clorofila a em folhas de Vanilla bahiana (n = 6) em relação a 

estratos de altura nas estações seca e chuvosa em uma mata de galeria no Cerrado. Os dados 

foram coletados às 9 horas. (A e B) Rendimento quântico efetivo do fotossistema II (∆F/Fm’) 

e (B e C) taxa aparente de transporte de elétrons (ETR). Dados comparados por teste ANOVA 

entre os estratos e por teste t de Student comparando cada estrato entre as estações (p < 0,05). 

Letras distintas mostram diferenças nos estratos entre as estações. Médias sem letras não 

apresentam diferença estatística. 
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Figura 6. Trocas gasosas em folhas de Vanilla bahiana (n = 6) em relação a estratos de altura 

nas estações seca e chuvosa em uma mata de galeria no Cerrado. A porção em amarelo indica 

o período de luz e a porção em cinza o período de escuro.  (A e B) Condutância estomática 

(gs) e (C e D) transpiração (E). Dados comparados por teste ANOVA entre os estra tos (p < 

0,05).  

 

Índice de plasticidade à distância relativa (RDPI) 

Os maiores valores de RDPI (Tabela 2) foram obtidos para ∆H
+
, gs, e E na estação 

seca. Dentre os parâmetros estruturais, os maiores valores de RDPI foram obtidos quando 

comparadas as folhas dos estratos “baixo e médio” e “baixo e alto” para área foliar, MFE e 

biomassa em ambas as estações. Para CSH e CRA, diferenças nas distâncias relativas só 

ocorreram na estação seca, sendo para CSH valores decrescentes entre “baixo e médio”, 

“médio e alto” e “baixo e alto” e para CRA valores maiores entre “médio e alto”. Nas 

variáveis referentes aos pigmentos fotossintéticos, os maiores valores de RDPI na estação 

chuvosa foram obtidos para as folhas entre os estratos “baixo e alto”, com exceção da razão 

Chl a/b. Na estação seca, os maiores valores foram observados entre “baixo e alto” e entre 
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“médio e alto”, também com exceção da razão Chl a/b. Diferenças no RDPI para nitrogênio 

foram observadas apenas na estação chuvosa e na razão N/Chl apenas para a seca. Não foram 

obtidas diferenças no RDPI para os parâmetros de trocas gasosas e Fv/Fm’. Nos parâmetros 

relacionados à fluorescência da clorofila a, foram observadas diferenças apenas nos dados de 

ETRmax e RFAsat para a estação chuvosa com valores maiores entre “médio e alto” e “baixo e 

alto”. Os maiores valores de RDPI para carboidratos foram observados na seca. Para PSA, o 

RDPI foi diferente nas duas estações, com maiores valores entre “médio e alto”, e para amido, 

foi diferente na seca, mostrando maior variação nas folhas entre “baixo e alto”. 
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Figura 7. Conteúdo de carboidratos em 

folhas de Vanilla bahiana (n = 10) em 

relação a estratos de altura nas estações 

seca e chuvosa em uma mata de galeria no 

Cerrado. (A) açúcares solúveis totais 

(AST), (B) polissacarídeos solúveis em 

água (PSA) e (C) amido. Dados 

comparados por teste ANOVA entre os 

estratos e por teste t de Student 

comparando cada estrato entre as estações. 

As médias foram contrastadas por teste de 

Tukey (p < 0,05). Letras maiúsculas 

distintas mostram diferenças entre os 

estratos. Letras minúsculas distintas 

mostram diferenças dos estratos entre as 

estações. 
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Tabela 2: Índice de plasticidade à distância relativa (RDPI) de caracteres estruturais e 

fisiológicos em folhas de Vanilla bahiana em relação a estratos de altura: até 0,5 m (baixo); 

entre 1,5 e 2,5 m (médio); acima de 3,5 m (alto) nas estações seca e chuvosa em uma mata de 

galeria no Cerrado (média ± desvio padrão, n = 10). 
 

          

 Estação chuvosa  Estação seca 
          

          

 Baixo x 

Médio 

Médio x  

Alto 

Baixo x  

Alto 

p  Baixo x 

Médio 

Médio x  

Alto 

Baixo x  

Alto 

p 

          

          

Área Foliar 0,19 ± 0,13A 0,11 ± 0,13B 0,18 ± 0,13A < 0,0001  0,14 ± 0,12B 0,09 ± 0,06C 0,17 ± 0,13A < 0,0001 

MFE 0,13 ± 0,07A 0,10 ± 0.06 B 0,11 ± 0,08AB < 0,05  0,15 ± 0,09A 0,09 ± 0,08B 0,13 ± 0,09A < 0,0001 

Biomassa 0,27 ± 0,15 A 0,14 ± 0,1B 0,24 ± 0,15A < 0,0001  0,25 ± 0,17A 0,10 ± 0,07B 0,27 ± 0,17A < 0,0001 

CSH 0,08 ± 0,05 0,07 ± 0,05 0,09 ± 0,06 > 0,05  0,10 ± 0,06 A 0,08 ± 0,06AB 0,07 ± 0,07B < 0,001 

CRA 0,02 ± 0,03 0,02 ± 0,03 0,01 ± 0,02 > 0,05  0,02 ± 0,02B 0,03 ± 0,04A 0,03 ± 0,04AB < 0,001 

∆H+ 0,49 ± 0,51A 0,31 ± 0,21B 0,52 ± 0,62A < 0,01  0,52 ± 0,3 0,54 ± 0,33 0,61 ± 0,33 > 0,05 

Chl a  0,15 ± 0,11B 0,15 ± 0,11B 0,20 ± 0,14A < 0,05  0,12 ± 0,12 B 0,15 ± 0,11A 0,14 ± 0,09A < 0,05 

Chl b  0,15 ± 0,1 B 0,13 ± 0,11B 0,20 ± 0,14A < 0,01  0,11 ± 0,08 B 0,14 ± 0,09A 0,14 ± 0,09A < 0,01 

Chl. total 0,15 ± 0,11B 0,15 ± 0,11B 0,20 ± 0,14A < 0,05  0,11 ± 0,11B 0,14 ± 0,1A 0,14 ± 0,09A < 0,05 

Carotenoide 0,13 ± 0,1AB 0,12 ± 0,1B 0,17 ± 0,13A < 0,05  0,09 ± 0,07B 0,12 ± 0,09A 0,12 ± 0,08A < 0,01 

Chl a/b 0,05 ± 0,04 0,05 ± 0,04 0,05 ± 0,03 > 0,05  0,06 ± 0,05 0,08 ± 0,06 0,06 ± 0,05 > 0,05 

Chl tot/carot. 0,04 ± 0,04B 0,05 ± 0,04B 0,07 ± 0,05A < 0,01  0,07 ± 0,07 B 0,1 ± 0,07A 0,1 ± 0,08A < 0,01 

N 0,06 ± 0,05B 0,10 ± 0,05A 0,09 ± 0,05A < 0,0001  0,08 ± 0,06 0,09 ± 0,06 0,07 ± 0,06 > 0,05 

N/Chl 0,15 ± 0,1 0,15 ± 0,12 0,19 ± 0,15 > 0,05  0,12 ± 0,1B 0,18 ± 0,12A 0,16 ± 0,1AB < 0,05 

E 00h 0,16 ± 0,09 0,15 ± 0,12 0,18 ± 0,12 > 0,05  0,57 ± 0,56 0,68 ± 0,39 0,75 ± 0,37 > 0.05 

gs 00h 0,35 ± 0,24 0,36 ± 0,22 0,42 ± 0,25 > 0,05  0,42 ± 0,3 0,56 ± 0,32 0,58 ± 0,32 > 0.05 

∆F/Fm’ 12h 0,02 ± 0,02 0,02 ± 0,02 0,01 ± 0,01 > 0,05  0,03 ± 0,02 0,03 ± 0,02 0,03 ± 0,02 > 0.05 

ETR max. 0,2 ± 0,14B 0,28 ± 0,17 AB 0,28 ± 0,17A < 0,05  0,36 ± 0,25 0,29 ± 0,22 0,34 ± 0,26 > 0.05 

RFA sat. 0,13 ± 0,1B 0,25 ± 0,15A 0,24 ± 0,15A < 0,0001  0,33 ± 0,22 0,25 ± 0,17 0,34 ± 0,22 > 0.05 

AST 0,29 ± 0,16 0,24 ± 0,18 0,28 ± 0,16 > 0,05  0,26 ± 0,16 0,26 ± 0,18 0,31 ± 0,23 > 0,05 

PSA 0,10 ± 0,07B 0,15 ± 0,11A 0,12 ± 0,09AB < 0,05  0,19 ± 0,1 C 0,36 ± 0,17A 0,26 ± 0,12B < 0,0001 

Amido 0,15 ± 0,13 0,16 ± 0,14 0,17 ± 0,12 > 0,05  0,19 ± 0,2B 0,25 ± 0,13B 0,33 ± 0,2A < 0,0001 

          

Dados comparados por teste ANOVA. As médias foram contrastadas por teste de Tukey (p < 0,05). Letras 

diferentes mostram diferenças entre os pares de microambientes. Médias sem letras não apresentam diferença 

estatística.  
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DISCUSSÃO 

Embora a via fotossintética CAM seja especialmente difundida para espécies que 

habitam regiões áridas, cada vez mais espécies epífitas, mesmo as típicas de regiões úmidas, 

têm sido descritas como CAM (Zotz 2004). Em Orchidaceae, a expressão desse metabolismo 

associada ao epifitismo tem mostrado alta variação fisiológica e provavelmente contribuiu 

para a grande diversidade de espécies (Silvera et al. 2009; de la Rosa-Manzano et al. 2017). 

Altos valores de RDPI para ∆H
+
 reforçam a alta plasticidade fisiológica em plantas CAM e já 

foram encontrados anteriormente em folhas de Encyclia nematocaulon (A. Rich.), Laelia 

rubescens Lindley e Lophiaris oerstedii (Rchb. f.) sob diferentes condições de luz (de la 

Rosa-Manzano et al. 2017). Ainda que neste estudo tenha sido verificado V. bahiana como 

CAM forte (conforme mostrou análise isotópica do carbono e variação diurna dos ácidos 

orgânicos), uma alteração sazonal na expressão CAM foi evidenciada nas folhas do estrato 

baixo com menores valores de δ
13

C em função da maior disponibilidade de água. Essa 

variação foi observada também em folhas de Acanthocereus tetragonus (L.) (CAM) sob 

gradientes de pluviosidade (Ricalde et al. 2010) que pode ocorrer devido a maior duração das 

fases II e IV em condições de maior umidade (Smith & Luttge 1985; de Mattos et al. 1999), 

quando pode haver captura de CO2 atmosférico pela Rubisco (Griffiths 1992). Entretanto, o 

mesmo não foi observado nas folhas do estrato alto, para as quais também ocorreu alteração  

sazonal na duração das fases II e IV. 

Os valores maiores de ∆H
+
 nas folhas dos estratos mais altos durante a estação 

chuvosa sugerem maior produtividade fotossintética em resposta a maior disponibilidade 

hídrica e condições de luz favoráveis (Nobel & Hartsock 1983; He & Teo 2007; de la Rosa-

Manzano et al. 2017; Ceusters et al. 2019, Zheng et al. 2019) ), já na estação seca, o ∆H
+
  

nesses estratos foi reduzido, possivelmente pela redução na disponibilidade de água. Embora 

a maior umidade tenha elevado a hidratação das folhas em todos os estratos durante a estação 
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chuvosa, as folhas mais sombreadas possivelmente tiveram a fotossíntese limitada pela luz, o 

que é consistente com os resultados de ETR. A redução no acúmulo noturno de ácidos na 

estação seca foi acompanhada de redução nas taxas de condutância e do período de abertura 

estomática, o mesmo observado em folhas de Kalanchoë daigremontiana sob condições de 

déficit hídrico (Smith & Lüttge 1985).  

Os resultados obtidos a partir das medidas de fluorescência da clorofila a, realizadas 

na fase III do ciclo CAM, mostraram maiores taxas de ETR para as folhas dos estratos médio 

e alto durante a estação chuvosa, com saturação em níveis mais altos de RFA nas folhas do 

estrato alto. Valores mais altos de ETR parecem estar relacionados ao maior acúmulo noturno 

de ácidos orgânicos observado nessas folhas, uma vez que, a maior concentração de ácidos 

implica em maior disponibilização de CO2 na fase III, quando os estômatos estão fechados 

(Lüttge 2002). A ETR em plantas CAM pode ser fortemente correlacionada às taxas de 

fixação de CO2, assim como observado em plantas C4 (Earl & Tollenaar 1998). Nas plantas 

CAM, a concentração interna de CO2 diminui a atividade oxigenase da Rubisco, de forma que 

o quenching não fotoquímico durante a fase III é mínimo (Maxwell et al. 1998). Assim, pode-

se assumir uma maior atividade fotossintética nas folhas de V. bahiana encontradas em 

posição mais elevada no sub-bosque durante a estação chuvosa.  

Os padrões de condutância estomática também indicam maior fixação de carbono na 

estação chuvosa. A diferença no tempo de abertura estomática entre as estações, com menor 

período na estação seca, mostra uma alteração na duração das fases do ciclo CAM, cujas 

extensões podem variar principalmente em função da disponibilidade hídrica (Smith & Luttge 

1985; de Mattos et al. 1999). A fase I apresentou redução na extensão e na taxa de 

condutância, assim como observado em folhas de Kalanchoë daigremontiana sob déficit 

hídrico (Smith & Luttge 1985). Da mesma forma, as fases II e IV se restringiram ao período 

noturno na estação seca. Essas fases são as primeiras a sofrer redução sob déficit hídrico, 
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sendo geralmente mais fortemente expressadas quando as plantas estão bem hidratadas, tanto 

na duração quanto na intensidade de captura de CO2 (Smith & Luttge 1985; de Mattos et al. 

1999). As fases II e IV pouco expressivas no período de luz corroboram com um padrão de 

abertura estomática para CAM forte, com pouca ou nenhuma captura de CO2 diretamente pela 

Rubisco (Dodd et al. 2002). As maiores taxas de transpiração, bem como o menor conteúdo 

relativo de água, registrados na estação seca, ressaltam o efeito limitante de pequenas 

variações na umidade relativa do ar durante o período noturno e da intensa flutuação hídrica 

ao longo do dia nesta estação do ano. O alto valor de CSH constitui um mecanismo para se 

evitar o estresse hídrico quando a disponibilidade de água no ambiente é baixa, e pode ser 

associado à maior capacidade de armazenamento de ácido málico vacuolar (Niechayev et al. 

2019). As diferenças no RDPI para CSH e CRA na estação seca sugerem uma tentativa de 

ajuste do balanço hídrico conforme o gradiente de altura nessa estação. 

A diferença sazonal na expressão CAM nas folhas próximas ao solo é acompanhada 

por diferenças nos teores de AST, que foram maiores para a estação seca, quando a média de 

δ
13

C também foi maior. Apesar de não serem encontradas diferenças significativas nos teores 

de AST que acompanhem as diferenças para ∆H
+
, exceto no estrato médio entre as estações, 

um maior acúmulo noturno de ácidos orgânicos pode requerer aumento desses açúcares para a 

formação de fosfoenolpiruvato (PEP), substrato necessário para a fixação de carbono em 

ácidos orgânicos pela PEPcase na fase I (Dodd et al. 2002). Tal fato foi anteriormente 

observado em Clusia hilariana Schlecht. com aumento nos teores de AST principalmente 

durante a fase IV, quando ocorre a preparação dos substratos necessários para a fase I 

(Gessler et al. 2008) e em uma C3-CAM, Clusia minor L., durante a indução CAM (Borland 

et al. 1994). 

Diferentemente do esperado para folhas sombreadas que em geral apresentam aumento 

da área foliar (Valladares & Niinemets 2008, Pires et al. 2012), conforme ocorre aumento do 
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sombreamento no sub-bosque, foi observada uma redução na área foliar de V. bahiana. Nas 

folhas próximas ao solo (mais sombreadas) também foi observada diminuição nos parâmetros 

de MFE na estação seca e de biomassa em ambas as estações. Os parâmetros de MFE, 

frequentemente relacionados à RFA, estão de acordo com os registrados na literatura 

(Boardman 1977, Gratani 2014), incluindo para orquídeas epífitas (Pires et al. 2012; Díez et 

al. 2017; Zhang et al. 2017), como uma estratégia para o aumento da captação de luz. Porém, 

a redução em área foliar, acompanhada da redução em biomassa foliar em resposta ao 

sombreamento, pode estar associada à menor produtividade dessas folhas sob baixa radiação, 

e também foi observada em Vanilla planifolia Andrews (Díez et al. 2017). Os maiores valores 

de RDPI para área foliar, MFE e biomassa nas distâncias relativas ao estrato baixo, em 

comparação à classe “médio x alto”, reforça o efeito do sombreamento sobre o 

desenvolvimento estrutural das folhas posicionadas próximas ao solo do sub-bosque. As 

variações para área foliar e biomassa refletem, provavelmente, uma menor produtividade 

devido ao sombreamento. No entanto, o uso do recurso massa é otimizado na captura de luz, o 

que pode ser visto pelas variações nos valores de MFE, favorecendo a aclimatação dessas 

folhas à baixa radiação (Gratani 2014). 

O efeito do sombreamento também foi evidenciado pelo ajuste dos pigmentos 

fotossintéticos na estação chuvosa, quando o teor de clorofilas aumenta conforme diminuiu a 

RFA disponível para as folhas. Maiores teores de clorofilas a e b sem alteração na razão Chl 

a/b sob condição de menor RFA também foram obtidos por Ceusters et al. (2019) para 

Phalaenopsis “Edessa”.  O aumento nos teores de Chl a e de Chl b podem refletir no aumento 

da eficiência de captação de luz pelos complexos antena, e na transferência de elétrons pelos 

centros de reação, que podem aumentar em número, de forma a compensar os baixos níveis de 

RFA com alta eficiência no processamento de energia (Ceusters et al. 2019). O conteúdo de 

carotenoides não variou, pois ainda que haja maior incidência de luz nos estratos mais altos, a 
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luz incidente no sub-bosque é caracteristicamente baixa, não demandando maior investimento 

em fotoproteção. Além disso, a grande demanda energética durante a fase III do ciclo CAM 

(Keiller et al. 1994; Winter & Smith 1996) contribui para a ausência de fotoinibição do PSII, 

mesmo próximo do meio dia.  

O conteúdo de nitrogênio não variou entre os estratos, mas um ajuste ao 

sombreamento foi observado na razão N/Chl que apresentou valores decrescentes conforme o 

aumento do sombreamento nas folhas durante a estação chuvosa. Um menor teor de proteínas 

solúveis por unidade de clorofila em folhas sob baixa radiação (Boardman 1977) indica um 

ajuste no particionamento de nitrogênio na folha (Evans 1993). A aclimatação ao 

sombreamento inclui redução no transporte de elétrons por unidade de clorofila, reduzindo a 

exigência de proteínas solúveis por unidade desse pigmento (Evans 1993; Brooks et al. 1994). 

Isso implica num aumento relativo de clorofilas para uma determinada quantidade de 

nitrogênio, aumentando a capacidade de interceptação de luz pelas folhas (Niinemets 2007). 

Por outro lado, esse ajuste reduz a capacidade de fixação de carbono devido a redução do 

citocromo b6f, de enzimas do ciclo de Calvin, incluindo a Rubisco, e do fator de acoplamento 

por unidade de clorofila (Evans 1989a;1989b; 1993).  

Um teor de nitrogênio maior observado nas folhas próximo ao solo durante a estação 

seca em comparação à chuvosa se deve, provavelmente, à menor RFA nesse microambiente 

durante essa estação, quando pode haver maior investimento na produção de Rubisco para o 

aumento da fixação de CO2 (Evans 1989c). A absorção maior desse nutriente na estação seca 

é improvável, pois ele deve estar mais disponível para as plantas epífitas quando ocorre maior 

precipitação. O nitrogênio disponibilizado no ambiente epifítico pode ser derivado: do dossel, 

isto é, proveniente da matéria vegetal do dossel; da atmosfera, incluindo deposição exógena 

seca e úmida e fixação de N2 por microrganismos, que podem estabelecer simbiose nas raízes 

de epífitas; ou proveniente de excrementos e decomposição de animais (Stewart et al. 1995). 
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Para as epífitas que enraízam na casca nua, sem acúmulo de solo do dossel, caso da V. 

bahiana, o acesso aos nutrientes se dá principalmente pela água na superfície da casca (Hietz 

et al. 1999). 

 

CONCLUSÃO 

Vanilla bahiana se apresentou como CAM forte, com variações estruturais e 

fisiológicas que mostram ajuste ao gradiente de luz no sub-bosque de formações florestais do 

Cerrado e em função da sazonalidade hídrica nesse bioma. O ajuste ao gradiente de luz foi 

evidente entre as folhas mais próximas ao solo, mais sombreadas, e as folhas nos estratos 

mais altos do sub-bosque, recebendo mais luz. As folhas mais sombreadas apresentaram 

menor área foliar, porém com estratégias (aumento dos teores de pigmentos, menor MFE e 

menor relação N/Chl) para melhor capacidade de interceptação de luz e processamento de 

energia. Enquanto as folhas recebendo mais luz tiveram área, biomassa e produtividade 

maiores. Os ajustes em função da radiação são observados também nos valores de RDPI tanto 

em relação as características estruturais quanto as fisiológicas.  

A sazonalidade hídrica atuou de forma diferente nas folhas do estrato baixo em relação 

as folhas dos estratos médio e alto quanto aos parâmetros de ∆H
+
, δ

13
C, gs, ETR, CSH e teor 

de nitrogênio. Já a saturação dos fotossistemas sofreu influência semelhante nas folhas dos 

estratos baixo e médio que diferiram das folhas do estrato alto. No CRA, na E, e na duração 

das fases do ciclo CAM a sazonalidade hídrica atuou de forma semelhante nos estratos.  

As folhas do estrato baixo não sofreram alteração sazonal no ∆H
+
, gs e ETR, enquanto 

as folhas dos estratos mais altos apresentaram maior efeito da sazonalidade hídrica para esses 

parâmetros, com maiores valores para ∆H
+
, gs e ETR na estação chuvosa. Apesar disso, a 

variação na disponibilidade de água parece ter ocorrido de forma parecida nos estratos, já que, 

muitos parâmetros que indicam estresse hídrico sofreram alteração sazonal semelhante em 
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todos os estratos.  Dessa forma, a atuação da sazonalidade de forma diferente nas folhas do 

estrato baixo em relação às folhas dos demais estratos deve estar relacionada à diferente 

radiação incidente nesses estratos. 
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