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INTRODUCAO

O metabolismo do gas carbonico da grande maioria das plan-
tas verdes, fotossintetizantes, caracteriza-se por uma periddica modi-
ficagcdo nas trocas daquéle gas entre planta e atmosfera circundante,
dependendo da presenca ou auséncia de luz.

Em intensidades luminosas superiores ao seu ponto de compen-
sagdo de luz, os 6rgdos assimiladores absorvem CO., do ar, fixan-
do-o predominantemente na forma de carbohidratos, por atividade
fotossintética. A razdao desta absor¢io € fungdo. dentro de certos
limites, da intensidade luminosa.

Abaixo do ponto de compensacdo de luz, observa-se um feno-
meno inverso, isto é, os 6rgdos assimiladores eliminam CO., o qual
provém da respiragéo. ‘

Certas plantas suculentas. mais reconhecidamente aquelas per-
tencentes ao grupo das Crassuldceas, apresentam um tipo de meta-
bolismo do gis carbdnico que se caracteriza por uma inversdo nas
trocas daquéle gas. Durante o periodo diurno, elas podem, até mes-
mo. eliminar CO.., absorvendo-o durante o periodo noturno. Esta
fixacdo e acumulagdao de CO. no escuro ¢ conhecida na literatura
como “efeito de De Saussure”.

InGimeros autores tém procurado esclarecer o mecanismo pelo
qual se processa tal fixacdo, bem como a utilizacdo do CO, assim
assimilado durante o periodo luminoso seguinte.

Entregue para publicagio em Julho de 1963.
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O paralelismo observado entre as trocas de gds carbonico, as
variacOes periddicas de acidez do suco celular e do conteido de ma-
lato neste, ao lado de outras indicagdes obtidas com o uso de C!4,
fazem crer que o CO, absorvido durante a noite seja fixado na for-
ma de 4cido madlico, acumulando-se éste no vactiolo (7), (5), (8).

Virios mecanismos tém sido atribuidos a esta sintese de malatos
no escuro. Entre éles o que parece ser mais aceito é o expresso na
eqiiacdo (a). catalizado pela carboxilase fosfoenolpirivica.

CH, = C — COOH 4 CO, = HOOC.CH,,.CO.COOH + Pi (a)

I
0

1

PO,H,

Por atividade da dehidrogenase madlica, o 4cido oxaloacético re-
sultante daria o acido mélico (b), sendo éste, entdo acumulado.

HOOC.CH,,.CO.COOH +4 DPNH, = HOOC.CHOH.CH,.COOH + DPN (b)

N

Quanto a utilizagdo do malato no periodo claro, ocorreria ini-
cialmente uma decarboxilagao (c).

malato - CO, + piruvato ou fosfoenolpiruvato (c)

O residuo de trés carbonos seria, em seguida. oxidado através
do ciclo de 4cidos tricarboxilicos, dando mais 3 CO., ou seria incor-
porado “em bloco” a carbohidrato, seguindo o caminhc inverso da
glicdlise. O CO. produzido tanto num como noutro caso, seria utili-
zado também na sintese de carbohidratos (7).

Este tipo de metabolismo do CO., conhecido na literatura pela
sigla. CAM (Crassulacean Acid Metabolism) tem sido extensivamen-
te estudado naquéle grupo de plantas. Pouco se sabe, até mesmo de
sua ocorréncia, com respeito a plantas suculentas de alguns outros
grupos.

Em um recente trabalho (1) tivemos a oportunidade de analisar
o balango hidrico de certas suculentas que vivem como epifitas ou er-
vas terrestres na mata pluvial das encostas da Serra do Mar. Pude-
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mos observar que algumas delas. durante um periodo eventual de sé-
ca. mantiveram seus estOmatos praticamente fechados durante grande
parte do dia, evitando assim. perda de 4gua por transpiragdo. Este
fato atraiu nossa atencdo com respeito a possibilidade de tais plan-
tas apresentarem o “efeito de De Saussure”, isto &, fixacdo e acumu-
lagdo de CO, a noite, quando as condi¢des de umidade do ar podem
ser mais elevadas. Tal fato representaria, a0 nosso ver, mais um me-
canismo auxiliar de defesa contra os perigos da séca a ser apresen-
tado por aquelas plantas.

No presente trabalho, de natureza puramente qualitativa, pro-
curamos investigar, em algumas epifitas e erbaceas terrestres da mata
pluvial, a ocorréncia daquéle efeito mencionado.

MATERIAL E METODOS

O material por nés utilizado no presente trabalho compreende
onze espécies de plantas epifitas ou erbaceas terrestres que ocorrem
nas matas pluviais costeiras do Estado de Sdo Paulo. Todo o mate-

rial vegetal empregado proveio de exemplares cultivados em nossas
estufas.

Dentre as bromelidceas, foram investigadas as seguintes espé-
cies: Aechmea pectinata Bak., Billbergia amoena (Lodd.) Ldl., Ca-
nistrum cyathiforme (Vell.) Mez, Neoregelia concentrica (Vell.) L.
B. Smith, Quesnelia testudo Lindm.. Vriesia inflata (Wawra) Wawra.

Apenas duas espécies representaram a familia das orquidédceas:
Epidendrum ellipticum Grah. e Maxillaria picta Hook. Além destas
espécies, estudamos ainda Codonanthe gracilis (Mart) . Hnst., Hy-
pocyrta radicans Kl. et Hnst. e Nematanthus fritschii Hoehne, repre-
sentantes da familia das gesnericeas.

A escolha de tais espécies deveu-se apenas a sua existéncia em
nossas estufas, a sua facil identificacio taxondmica, uma vez que ja
dispinhamos de material classificado em nossos herbdrios, € ao fato

de algumas delas ja terem sido estudadas por nds quanto aos seus
balangos hidricos.

Para a verificacdo da ocorréncia de fixa¢do noturna de CO. nas
espécies acima relacionadas, utilizamo-nos do método colorimétrico
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de Kauko (2, cit. por Lieth 3), empregado por éle e, posteriormente,
por outros autores, para determinagdes quantitativas de gas carbonico.

Este método baseia-se fundamentalmente no fato de que uma
solucdo aquosa contendo 84 mg/lt. de NaHCO; (0,00IN) e 7.46
g/lt. de KCI (0,099N) se mantém em equilibrio com o teor de CO,
da atmosfera que com ela esteja em contacto. Um aumento ou dimi-
nuicdo déste teor no ar, provoca rapidamente uma semelhante modi-
ficagdo no teor de CO. da solucdo. segundo a eqiiagdo abaixo (cf
Zeller 9), tendendo a uma situagdo de equilibrio.

ar CO,
N
solugdo Co, + H,0 = H,CO,
N
NaHCO, = Nat+ +HCO,— = H+ + CO4—)
+

H,0 = OH- <+ H+

Isto tem como conseqiiéncia variagdes de seu pH, aumentando-o
ou diminuindo-o, conforme a atmosfera apresente teores menores ou
maiores de CO.. Utilizando-nos de um indicador como o vermelho
de Cresol (pH 7,0 — 8.8) a 10 mg/It., poderemos observar com
bastante facilidade, variagdes minimas no teor de gas carbonico do
ar, gragas as modificagdes de cor da solugdo. Quando aquéle teor
diminui, a solugdo torna-se mais alcalina e adquire uma coloragao
purpura; quando o teor de CO, aumenta, a solucdo torna-se mais aci-
da e a sua coloragdo tende ao amarelo vivo.

Para o presente trabalho foram preparados diariamente cérca de
50 tubos de vidro (2 x 17,5 cm), contendo 4 ml da solugdo indica-
dora. Durante aproximadamente 8 horas éles permaneciam abertos,
em contacto com a atmosfera, a fim de que entrassem todos em equi-
librio com o seu teor de CO. e adquirissem uma coloragdo uniforme.
Quando em equilibrio com a concentracdo de CO, do ar (geralmen-
te ao redor de 0,03% vol. nas condigdes de nossas experiéncias) a so-
lugdo adquire uma tonalidade résea, indicando um pH 8,15 a 20°C.
As 18 horas, quando, na época em que realizamos o presente traba-
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lho, a intensidade luminosa natural ji se encontra bastante baixa (ao
redor de 500 Lux). colocivamos em cada tubo uma ou mais folhas,
ou partes delas, apoiadas sobre uma pequena tela de nylon. conforme
mostra o esquema da Fig. 1 e os fechdvamos com uma rélha de bor-
racha. Eram preparados assim 10 lotes de 5 tubos, um para cada
uma das espécies entdo investigadas. Dois ou trés tubos eram deixa-
dos como controdle, sem folha, a fim de que pudéssemos verificar, por
comparagao, as modificacdes de cdr das solugdes nos demais tubos.

a

Fig. 1 — Representa¢ao esquemdtica de um tubo preparado para
a realizacdo do teste de fixacdio noturna de CO,.

a — ro6lha de borracha, b — tubo de vidro, ¢ — félha, d —

tela de nylon, e — solucao indicadora.

Logo apés serem colhidas, as folhas eram colocadas entre papel
de filtro umedecido, evitando-se, assim, que perdessem dgua por trans-
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piracdo até o momento de sua colocagdo nos tubos. Sé foram utili-
zadas folhas adultas, que se apresentassem em bom estado e que ti-
vessem estado bem expostas a luz. E’ conhecido o fato de que, para
a fixagdo noturna de CO. uma das condigdes necessarias € que os
orgdos assimiladores tenham recebido suficiente iluminag¢do no perio-
do anterior (7), (5). As plantas cultivadas em nossas estufas e uti-
lizadas neste trabalho, achavam-se expostas a uma intensidade lumi-
nosa de aproximadamente 30-40% da luz exterior. Antes que fossem
introduzidas nos tubos. as folhas eram examinadas a lupa, a fim de
que nos certificdssemos da inexisténcia de epifilas, as quais poderiam
afetar os resultados.

Nos casos de espécies com folhas grandes, eram cortados frag-
mentos de aproximadamente 5 cm?, sempre que possivel ao longo das
nervuras, procurando-se com isso afetar ao minimo os tecidos vivos.
O fato de usarmos félhas destacadas ou mesmo fragmentos do limbo
nido deve afetar fundamentalmente os resultados; tal técnica é normal-
mente usada para estudos do metabolismo de Crassulaceas (7) ou pa-
ra estudos que envolvam trocas de CO. entre folha e atmosfera (4).
Pucher e col. (6 cit. 7) relatam mesmo que as modificagcdes quanti-
tativas em compostos orgénicos em Bryophyllum calycinum exposio a
[uz ou ao escuro, foram semelhantes caso se usassem f6lhas destacadas
ou nao.

Em Neoregelia concentrica ¢ Aechmea pectinata, os exemplares
que existiam em nossas estufas jia se apresentavam em fase final de
frutificac@o, razdo por que acreditamos que suas folhas, embora mor-
fologicamente perfeitas. ja apresentassem um certo grau de senescéncia.

Uma vez montados os tubos (18 horas). eram feitas observa-
¢oes das modificagdes de codr das solugdes as 21, 24 ¢ 6 horas da
manhd. As necessidades de oxigénio para a fixagdo de CO. no es-
curo parecem ter sido supridas, uma vez que, relativamente ao vo-
lume do tubo, utilizdvamos pouco material vegetal. Por outro lado,
as plantas que as 21 horas indicavam ter absorvido CO., assim con-
tinuavam a fazé-lo até a observacdo das 6 horas.

A diminui¢do do teor de CO. no interior dos tubos por efeito
de assimilagdo ndo representa qualquer obstdculo, pois, mesmo em
ar desprovido daquéle gés. plantas com “efeito de De Saussure” con-
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tinuaram a apresenté-lo (5). Por outro lado ndo estamos interessa-
dos aqui em determinar quantitativamente o CO. absorvido, mas ape-
nas em constatar se ocorre ou nao sua fixagdo a noite.

Quanto A temperatura reinante durante as experiéncias, o gré-
fico da Fig. 2 ilustra muito bem o tipo de curva didria de tempe-
ratura entdo verificada. Em tédas as noites em que trabalhamos, a
temperatura ambiente esteve sempre abaixo de 20°C, oscilando entre
éste valor e 12-13°C. Na literatura ha informac¢des de que, em tem-
peraturas mais baixas que 20°C a acidificagdo do suco celular, con-
seqiiéncia da fixagdo noturna. se torna mais intensa (7).
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Fig. 2 — Andamento didrio da temperatura em alguns dos dias

em que foram realizadas as experiéncias (maio de 1963).

Para cada espécie estudada foram realizados mais de 50 testes,
distribuidos em noites diversas. Os tubos permaneceram sempre em
condicOes de céu aberto, expostos as temperaturas ambientes.

A estrutura das f6lhas, de espécies cuja anatomia foliar ainda nao
havia sido estudada por nds, foi também investigada, utilizando-nos,
para isso, dos métodos usuais em microscopia.

RESULTADOS
a) Anatomia

Uma das condigdes necessarias, mas ndo suficiente, para a ocor-
réncia do “efeito de De Saussure” € a suculéncia do 6rgdo assimila-
dor. Associada a esta suculéncia € indispensdvel. ainda, a presenga
de clorofila. Orgaos ou tecidos suculentos desprovidos de clorofila nao
mostram aquéle efeito (5).
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Das onze espécies investigadas apenas quatro ndo tinham sido
estudadas quanto a estrutura foliar: Neoregelia concentrica, Aechmea
pectinata, Quesnelia testudo e Canistrum cyathiforme. A anatomia
das folhas das demais espécies ja se acha publicada em nosso traba-
lho anterior (1).

As figuras 3 a 6 representam cortes transversais ao limbo ‘foliar
de cada uma das quatro espécies adrede mencionadas.

Como se pode observar, as estruturas das folhas das bromelia-
ceas aqui estudadas sdo bastante uniformes e semelhantes. Apenas
no caso de Vriesia inflata (1) observamos a quase total auséncia de
suculéncia. As demais mostram-na em maior ou menor grau, € uma
distribuig¢do de clorofila por quase todo o mesdfilo.

Entre as orquidaceas, Maxillaria picta ndo apresenta suculéncia,
enquanto que em Epidendrum ellipticum ela € bem nitida (1). Em
ambas o perénquima clorofiliano é difuso por todo o meséfilo, nao
se distinguindo palissadas.

As estruturas apresentadas pelas trés gesnerdceas Codonanthe
gracilis, Hypocyrta radicans € Nemathanthus fritschii, sd3o bem unifor-
mes (1). O parénquima agqiiifero que lhes confere suculéncia € aclo-
rofilado, distinguindo-se nitidamente dos parénquimas palissadico e
lacunoso.

b) Fixacdo e acumulagdo noturnas de CO,

As observagoes de fixacdo e acumulagdo de CO, durante a noite
pelo método colorimétrico, mostraram que, das onze espécies inves-
tigadas, seis deram resultados positivos. As outras cinco, em nenhum
dos 250 testes realizados com elas indicaram qualquer assimilagdo no
escuro. Os resultados porcentuais dos testes realizados acham-se ex-
pressos na Tabela 1.
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Fig. 3 — Seccdo transversal da félha de Aechmea pectinata.
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Fig. 4 — Secgao transversal da folha de Canistrum cyathiforme.
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transversal da foélha de Neoregelia concentrica.
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Secgao transversal da folha de Quesnelia testudo.

Fig. 6
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Tab. 1 — Resultados porcentuais dos testes realizados sobre
fixacdo e acumulagio noturna de CO,

Acumul. Not.

Espécies Familia Sintsia % + % —
Aechmea pectinata Bromel. epifita 78,9 21.1
Billbergia amoena ” er. ter. 100,0 0,0
Canistrum cyathiforme " er. ter. 100.0 0,0
Neoregelia concentrica ” epifita 85,1 14,9
Quesnelia testudo " er. ter. 94,8 52
Vriesia inflata ” epifita 0,0 100,G
Epidendrum ellipticum | Orchid. er. ter. 1000 0,0
Maxillaria picta ” epifita 0,0 100,0
Codonanthe gracilis Gesner. epifita 0,0 100,0
Hypocyrta radicans ” epifita 0,0 100,0
Nematanthus fritschii ” epifita 0,0 100,0

Pode-se observar que em Billbergia amoena, Canistrum cyathi-
forme e Epidendrum ellipticum 100% dos testes indicaram fixacdo
positiva de CO. a noite. Nos casos de Aechmea pectinata, Neoregelia
concentrica e Quesnelia testudo, uma certa porcentagem dos testes
deu resultados negativos, particularmente significantes nas duas pri-
meiras espécies. Podemos atribuir isto ao mau estado fisiolégico de
um ou outro segmento de f6lha utilizado ou 2 incipiente senescéncia
de alguns individuos. A alta porcentagem de resultados positivos ob-
tidos com estas espécies assegura-nos, sem divida, que elas t¢m a ca-
pacidade de fixar e acumular CO. a noite.

Em nossas experiéncias noturnas a determinagdo das espécies
com “efeito de De Saussure” podia ser feita ao redor das 21 horas.
pois, ja entdo, a solucdo indicadora mostrava, para tais espécies, va-
lores de pH préximos a 8,8. Em tais casos a solugdc tomava uma
colorag@o intensamente purpura. Naquelas espécies sem fixagio no-
turna a coloragio amarelada da solugdo indicadora demonstrava ter
havido apenas respiragdo. com conseqiiente eliminagio de CO, pela
félha no interior do tubo.

Nas observagdes seguintes, as 24 e 6 horas, o quadro apresen-
tado anteriormente ndo se modificava, a ndo ser acentuando cada vez
mais a diferenca de coloragdo, para pH mais bdasicos ou 4cidos, em
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relac@o ao contrdle. Desta forma, as 6 horas, ao término da experién-
cia, era perfeitamente possivel distinguir os tubos cujo material fi-
xou CO. daquéles onde tal ndao ocorreu.

CONCLUSOES

Os resultados experimentalmente obtidos demonstram que cer-
tas espécies suculentas, epifitas ou erbaceas terrestres, da mata plu-
vial, tém a capacidade de fixar e acumular CO, durante o periodo no-
turno. Que papel tal capacidade poderia representar para estas espé-
cies, podemos deduzir das observagdes que se seguem.

A absorcdo diurna de CO, normalmente acarreta para as plan-
tas um certo prejuizo no que se refere ao seu balanco hidrico; a aber-
tura dos estdmatos durante o dia, a fim de permitir a entrada do CO,
possibilita concomitantemente a perda de vapor d’dgua pela f6lha, is-
to €, a transpiragdo. Se as condicdes de abastecimento hidrico a plan-
ta forem precdrias, o que pode ocorrer durante periodos de menor
pluviosidade, a transpiragdo ndo recompensada por uma equivalente
absor¢do poderd provocar o dessecamento dos Orgdos e finalmente
sua morte. As plantas homeohidricas, particularmente aquelas hidro-
estiveis, dispdem de adaptagdes que lhes permitem economizar 4gua,
impedindo assim que seu balanco hidrico se torne negativo. Tao logo
o déficit de saturagdo de seus tecidos comece a se acentuar, cerram
seus estomatos, reduzindo a transpiragdo.

Analisando o balanco d’dgua de plantas da mata pluvial durante
periodos eventuais de séca, tivemos o ensejo de observar que algu-
mas epifitas e erbaceas terrestres mantinham seus estomatos pratica-
mente fechados por grande parte do dia (1).

Este mecanismo de defesa contra a séca, se de um lado traz be-
neficios, no sentido de possibilitar a economia hidrica, de outro tem
a desvantagem de impedir que o individuo absorva CO. para a fotos-
sintese. A associagdo déste mecanismo a capacidade de fixar e acumu-
lar CO, a noite representaria, por certo, a solugdo ideal. No periodo
noturno as condi¢cSes de umidade do ar podem ser mais favoraveis,
ndo possibilitando razdes de transpiracio tdo acentuadas a ponto de
poderem ocasionar alteragdes negativas no balanco hidrico das plan-
tas. A absorcdo de CO, nestas horas ndo teria necessariamente que



EFEITO DE DE SAUSSURE 97

pagar um grande tributo em &4gua transpirada. Durante o dia, mes-
mo mantendo seus estomatos fechados. a planta teria a seu dispor
o CO. necessario a fotossintese. desde que a fixagdo noturna tivesse
sido eficiente.

Os resultados aqui apresentados vém demonstrar que tal as-
sociagdo existe em algumas epifitas e erbaceas terrestres da mata. O
aspecto negativo decorrente de seu comportamento em relagdo a eco-
nomia hidrica pode, pois. ser anulado, em vista da capacidade que
tais plantas possuem de fixar CO, a noite.

A ocorréncia do “efeito de De Saussure” em tais espécies re-
presenta para elas, sem duivida alguma, mais um mecanismo auxiliar.
paralelo, de economia de suas disponibilidades hidricas.

Quanto a estrutura foliar. nossos dados parecem apoiar obser-
vacdes de outros autores de que a assimilacdo noturna de CO. de-
penda, entre outros fatores, da existéncia de tecidos suculentos aos
quais esteja associado o carater clorofiliano. Naquelas espécies por
nés estudadas, onde os tecidos suculentos eram aclorofilados, nio
pudemos observar o “efeito de De Saussure”.

Finalmente queremos relembrar aqui que muito poucas infor-
macdes existem hoje a respeito de fixagdo noturna de CO. por plan-
tas suculentas de grupos como o das bromelidceas, orquidaceas. ges-
neraceas ¢ outros, particularmente do ponto de vista bioquimico, o
que seria, sem duavida alguma. altamente desejivel.

SUMMARY

In the present paper the author describes come experiments
planned for the detection of night fixation of CO. in some epiphytes
and ground herbs which live in the rain forest. A previous paper
showed that some of those plants can keep the stomata closed during
the whole day.

The method employed was a very simple colorimetric one. This
method is based on pH alterations of a certain solution. caused by
the leaves through changes of CO. concentration in the air which is
in contact with that solution. Of eleven species investigated. six
were able to fix and accumulate CO. during the night.
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The author discusses the possible ecological significance that
this adaptation can have in relation to the water balance of those
species.
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