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RESUMO

Florestas Ombrofilas Densas sdo ecossistemas ricos em biodiversidade, essenciais na
preservacao de varias espécies endémicas e ameacadas de extin¢do. Variagcbes ambientais
ameacam essa biodiversidade, pois as espécies sdo suscetiveis a varios fatores ambientais,
incluindo alagamentos permanentes. Este efeito climético sugere condigdes limitantes para o
desenvolvimento das plantas. No entanto, muitas espécies desenvolvem estratégias para
superar esse problema e sobreviver nesses ecossistemas alagados. Para isso, essas plantas
precisam se aclimatar as condicGes de alagamento, desenvolvendo atributos que garantam
seu sucesso. Assim, 0 presente estudo tem como objetivo investigar os principais atributos
anatofuncionais da folha e da madeira que permitiram a aclimatacdo de Guarea guidonia (L.)
Sleumer (Meliaceae), Andira anthelmia (Vell.) Benth. (Fabaceae) e Vernonanthura discolor
(Spreng.) H. Rob. (Asteraceae) em area alagada. Essas espécies foram selecionadas com base
em sua ocorréncia na area alagada. Para alcanca os objetivos, foram realizadas anélises da
folha e no lenho em microscopia dptica e eletrdnica de transmissdo, a fim de identificar os
atributos morfoanatémicos das espécies arboreas selecionadas. Analises do rendimento
quantico do fotossistema Il (PSIl), do desempenho fotossintético e dos pigmentos
fotossintetizantes foram feitos, a fim de entender os efeitos fisioldgicos do alagamento nas
espécies. As espécies apresentaram folhas mais espessas e com maior massa foliar especifica
na area alagada. Esses resultados foram diretamente influenciados pelo maior espessamento
do parénquima palicadico e lacunoso. Apesar das folhas apresentarem tecidos foliares mais
espessos na area alagada, este fato ndo influenciou na suculéncia foliar, sendo observados
valores maiores apenas para V. discolor. Os valores de area foliar foram menores na area
alagada para todas as espécies, sugerindo que a hipoxia reduziu a absorcao e transporte de
ios, acarretando reducdo desse parametro. A densidade foliar ndo apresentou um padrédo de
resposta entre espécies e areas de estudo, sendo observados maiores valores para G. guidonia
na area alagada e A. anthelmia na area ndo alagada, enquanto, V. discolor ndo apresentou
diferencas significativas. Com relacdo aos atributos estométicos, foi observado que as
espécies apresentaram maior densidade de estdmato/mm? na érea alagada. Por outro lado, a
area estomatica mostrou variacGes entre as areas de estudo somente para a espécie A.
anthelmia. Deste modo, sugere-se que as especies estudadas desenvolveram aclimatacdes a
fim de contornarem dificuldades relacionados ao excesso de agua e aos déficits de oxigénio
causado pelo alagamento. A anatomia do lenho mostrou que as espécies ndo seguiram um
padrdo de respostas. Assim as espécies A. anthelmia e V. discolor apresentaram menores
frequéncias de vasos, com maiores diametros tangencial e radial, fibras com maiores valores
de didmetro, comprimento e espessura da parede, além de maior comprimento de parénquima
axial na area alagada. J& a espécie G. guidonia apresentou resultados divergentes em relacédo
a essas espécies citadas, com maiores frequéncias de vasos, de menores didmetros e
comprimentos, fibras com menores valores de comprimentos e espessura da parede, e
também parénquima radial com maiores valores na area alagada. Esses resultados sugerem
que majoritariamente G. guidonia investiu em seguranga como estratégia em seu
desenvolvimento no ambiente alagado. Enquanto as espécies A. anthelmia e V. discolor
investiram em eficiéncia sob as mesmas condic¢des. Atraves dos resultados é possivel inferir
que as especies ajustaram inimeros atributos funcionais da folha e do lenho para suportar as
condicOes de baixa difusdo de O?, baixa concentracdo de nutrientes, e alta saturagdo hidrica.

Palavras-chaves: Morfoanatomia, Ecofisiologia, Anatomia do lenho, Plasticidade fenotipica,
Areas alagadas.
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ABSTRACT

Dense Ombrophilous Forests are ecosystems rich in biodiversity and are essential in
preserving several endemic and endangered species. Environmental variations threaten this
biodiversity is species are susceptible to various environmental factors, including permanent
flooding. This climatic effect, creating limiting conditions for plant development. However,
many species develop strategies to overcome this problem and survive in these flooded
ecosystems. For that, these plants need to establish acclimatizations to the flooding
conditions, developing attributes that guarantee their success. Thus, the present study aims
to investigate the main anatofunctional attributes of the leaf and wood that allowed the
acclimatization of Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae), Andira anthelmia (Vell.)
Benth. (Fabaceae) and Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. (Asteraceae) in flooded air
environments. These species were selected based on their occurrence in the flooded area.
Leaf and wood analyzes were carried out under optical and electronic microscopy, to identify
the characteristic morphoanatomical attributes of the selected tree species. Analyses of PSII
quantum yield, photosynthetic performance, and photosynthetic pigments were performed to
understand the physiological effects of flooding in the species. All species had thicker leaves
and greater specific leaf mass in the flooded area. These results were directly influenced by
the greater thickening of the palisade and spongy parenchyma. Although the leaves have
thicker leaf tissue in the flooded area, this fact did not influence leaf succulence, with higher
values being observed only for V. discolor. Leaf area values were lower in the flooded area
for all species, suggesting that hypoxia reduced ion absorption and transport, reducing this
parameter. Leaf density did not show a response pattern between species and study areas,
with higher values being observed for G. guidonia in the flooded area and A. anthelmia in
the non-flooded area. In contrast, V. discolor did not show significant differences. Regarding
the stomatal attributes, all species presented higher stomata density/mm? in the flooded area.
On the other hand, the stomatal area showed variations between the study areas only for the
species A. anthelmia. Thus, it is suggested that the studied species developed acclimatizations
to overcome all the problems related to excess water and oxygen deficits caused by flooding.
Wood anatomy showed that the species did not follow a pattern of responses. Thus, the
species A. anthelmia and V. discolor presented lower vessel frequencies, with larger
tangential and radial diameters, fibers with higher values of diameter, length, and thickness
of the wall, in addition to a greater length of axial parenchyma in the flooded area. The G.
guidonia species presented divergent results to these mentioned species, with higher vessels'
frequencies, smaller diameters and lengths, fibers with lower values of length and wall
thickness, and radial parenchyma with higher values in the flooded area. These results
suggest that most G. guidonia invested in safety as a strategy in its development in the
flooded environment, as the species A. anthelmia and V. discolor invested in efficiency under
the same conditions. The results show that all species adjusted numerous functional attributes
of leaf and wood to support conditions of low O2 diffusion, low nutrient concentration, and
high water saturation.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta em seus dominios fitogeograficos a segunda maior cobertura florestal e a
maior extensdo de floresta tropical do planeta (Ribeiro et al., 2009), possuindo um enorme valor no
equilibrio de diversos ecossistemas globais (Aronson, Durigan e Brancalion, 2011). O papel das
florestas tem sido reconhecido fortemente no cenario internacional, especialmente as tropicais, na
mitigacdo a mudanca do clima e incorporado nas politicas internas dos paises. Sabe-se que as florestas
contribuem para o equilibrio ecolégico e para a regulacdo do ambiente e do clima, mas sua
funcionalidade ndo esté restrita somente a esse fato. Por isso, as florestas sdo de grande importancia
para o ser humano, garantindo os processos bioldgicos, e causando diversos beneficios como melhoria
na qualidade de vida e o fornecimento de recursos naturais (Scowcroft e Yeh, 2013).

As florestas tropicais localizadas entre os tropicos sdo conhecidas por sua alta biodiversidade,
fator que contribui para a existéncia de muitos nichos ecoldgicos (Jirova, Klaudisova e Prach, 2012).
O Brasil apresenta duas das maiores florestas em termos dimensionais: a floresta amazonica e a mata
atlantica. A primeira se estende pela bacia hidrografica do Rio Amazonas e esta localizada na regido
norte do Brasil, englobando diversos paises. Essa floresta ainda permanece muito preservada,
ocupando aproximadamente 80% de toda regido norte. A Floresta Amazonica abriga um complexo e
diversificado conjunto de formacdes vegetais denominada floresta amazénica ou floresta equatorial
amazonica. A segunda, menor em termos dimensionais € classificada como Mata Atlantica,
estabelecendo-se ao longo de toda costa leste do Brasil se estendendo também a oeste, englobando
varios estados federativos, mas sua formacdo vegetal também esta presente em grande parte da regido
litoranea brasileira (Hadley e Betts, 2016).

Originalmente, a floresta Atlantica se estendia do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul
e cobria uma area de cerca de 1,3 milhdes de Km?; ou seja, 15% do territorio nacional, passando por
17 Estados. Sendo a segunda maior floresta tropical umida em territério brasileiro (Fahrig et al.,
2019), atualmente ¢ o terceiro bioma em extens&o no Brasil, atrds da Amazonia com 4.196.943 Km?
representando 49,29 %, e do Cerrado com 2.036.448 Km? representando 23,92 % do territdrio
brasileiro. Em termos de biodiversidade, a mata atlantica possui a segunda maior riqueza de espécies
da flora e da fauna brasileira (Fletcher et al., 2018).

Mesmo apresentando alta biodiversidade, contendo aproximadamente 20.000 espécies de
plantas com quase 50 % espécies endémicas e niveis de diversidade igualmente altos para outros
grupos biologicos, o bioma Mata Atlantica vem sofrendo inimeras ameacas e um estado de
degradacdo acentuado. Este fato vem ocorrendo desde o periodo colonial e grande parte dessa
degradacéo é atribuida a sua localizacdo (Haddad et al., 2015). Estudos recentes apontam que restam
aproximadamente entre 11 a 16 % de vegetacdo original. A maior parte dos remanescentes florestais
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deste bioma encontra-se na forma de pequenos fragmentos aleatoriamente distribuidos (Yen et al.,
2019) e biologicamente empobrecidos, cuja restauracdo pode levar centenas de anos. Seus principais
remanescentes se encontram concentrados nos Estados das regides Sul e Sudeste - &rea hoje habitada
por 120 milhdes de pessoas — 80 % da populacdo do Brasil, recobrindo grande parte da Serra do Mar
e da Serra da Mantiqueira. Esta localizacéo dificultou o processo de ocupacdo pelo relevo acidentado
e pouca infraestrutura de transporte. A maior parte da area litoranea que ja foi ocupada pela Mata
Atléntica concentra as maiores cidades e polos industriais responsaveis por grande parte da economia
gerada no Pais (Haddad et al., 2017).

Contudo, a Mata Atlantica vem apresentando ao longo dos Gltimos anos altos niveis de
fragmentacdo e destruicdo, ainda assim, continua sendo uma das florestas mais ricas em
biodiversidade. Este bioma € considerado heterogéneo, detendo recordes de diversidade de espécies
por hectares jamais vistos em outros biomas. Justamente por apresentar elevados niveis de
biodiversidade e estar com grande parte de seu territorio degradado, a Mata Atlantica é considerada
um hotspots mundial (Figura 1), termo ao qual se refere aos biomas que tem prioridade para a

conservacao da biodiversidade (Silva et al., 2016).

Figura 1: Hotspots de Biodiversidade Global. Fonte: Hotspots Revisados — As Regides
Biologicamente Mais Ricas e Ameacadas do Planeta (Lagos e Muller, 2007). Os niUmeros
representam os Hotspots mundiais. O nimero 3 representa a mata atlantica.

Quanto a composicao, a Mata Atlantica distingue-se de outros biomas por ser extremamente
heterogénea. A floresta estende-se por uma grande area que apresenta zonas climaticas e formagoes
vegetais diversificadas, que vao de tropicais a subtropicais. Diferentemente da maioria das florestas
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tropicais espalhadas pelo mundo, a Floresta Atlantica possui um conjunto de variaveis geograficas e
climaticas que a tornam singular. Essa diversificacdo fitofisionbmica acaba proporcionando uma
variacdo ambiental, criando as condi¢des adequadas para a evolugdo de um complexo bidtico
altamente rico de natureza vegetal e animal (\VVasconcelos, 2013).

Atualmente, considera-se que a Mata Atlantica engloba um conjunto de mosaicos florestais e
formacdes de ecossistemas associados que sdo representados por uma série de 13 tipologias ou
unidades fitogeogréaficas que inclui: Floresta Ombroéfila Densa; Floresta Ombrofila Aberta; Floresta
Ombrofila Mista - Mata de Araucéria, também conhecidas como Pinheiros-do-Parand; Floresta
Estacional Decidual; Floresta Estacional Semidecidual; FormacGes Pioneiras (Restinga, Manguezal,
Campo Salino, vegetacdo com influencia fluvial ou lacustre); Campos de Altitude, Encraves de
Cerrado e, Zonas de tens@o ecoldgica, proporcionando a grande biodiversidade reconhecida para o
bioma (Brito et al. 2021).

Tabela 1: Fitofisionomias Vegetais inseridas no Dominio da Mata Atlantica.

Fitofisionomias Extensdo em Km2 ‘orcentagem (%b)
1 - Formac0es Florestais 1.041.998 79,76
1.2- Ombrofila Densa 218.790 16,75
1.3- Ombrofila Aberta 18.740 1,43
1.4 - Ombrofila Mista 168.916 12,93
1.5 - Estacional Semidecidual 486.500 37,23
1.6 - Zonas de Tensdo Ecologica 149.052 11,41
2 - Zonas de Tensdo Ecolbgica 157.747 12,07
3 - Enclaves 65.468 5,01
4 - Refugio Ecoldgico 103 0,01
5 - Formacgdes Pioneiras 41.105 3,15
Total 1.306.421 100

Fonte: CONAMA 2011.

Dentre essas fitofisionomias, a floresta Ombrofila densa (FOD) se destaca por possuir caracteristicas
nitidamente tropicais, sendo marcada pela auséncia de um periodo seco. A FOD apresenta elevadas
taxas de precipitacdo bem distribuidas ao longo do ano e temperaturas médias acima de 15 °C. Esta
floresta € distribuida em uma faixa florestal que acompanha a costa brasileira desde o estado do Rio
Grande do Norte até o estado do Rio Grande do Sul, distribuindo-se em um gradiente de altitudeque
varia do nivel do mar até 1.000 m (Simon et al., 2009). A floresta ombrofila densa apresenta diferentes
formacgOes, resultantes de interagdo entre fatores fisicos, como diferentes feicdes geologicas,
pedoldgicas e altitude, interferindo na estrutura das comunidades vegetais (De Almeida et al., 2018).

De acordo com Blum e Roderjan (2007), a FOD pode ser subdividida em faixas altimétricas
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topograficas, resultando em cinco formaces fisiondmicas formando ambientes distintos: Aluvial, de
terras baixas, submontana, montana e alto-montana.

A FOD de terras baixas ocupam os terrenos quaternarios formados por sedimentos arenosos
sobre solos podzélicos de drenagem moderada resultantes da eroséo das serras costeiras. Trata-se de
uma floresta bem desenvolvida com elementos dominantes, formando um dossel denso e homogéneo
em torno de 20 a 25 metros de altura. Nos talos proximos as encostas, onde o solo é profundo e rico
em matéria organica proveniente de deslizamentos, a floresta é ainda mais desenvolvida, com
ocorréncia de arvores bem desenvolvidas. Contudo, em alguns trechos, esse ecossistema pode sofrer
alagamentos permanentes (Shenkin, Chandler e Boyd, 2019).

As planicies inundaveis da FOD de terras baixas resultam em solos arenosos e pobres em
nutrientes, apresentando baixa fertilidade. A inundagcdo do solo provoca ainda diminuicdo da
concentracdo de oxigénio disponivel e desta maneira, as raizes perdem seu potencial de aeracéo,
resultando em uma menor absorcdo de agua pelas plantas (Gorgens et al, 2019). Assim, as plantas
acabam sofrendo impactos negativos com a menor disseminacéo interna de oxigénio, resultando em
déficit desse gas, passando a planta a habitar em um ambiente hipoxico ou andxico (Balakhnina,
2018). Plantas presentes nestas areas tendem a apresentarem porte mais baixo (de 8 a 10m) e
disposicao mais esparsa (Blanke e Cooke, 2004).

O alagamento permanente causa a privacdo de oxigénio no sistema radicular das arvores.
Como o oxigénio é essencialmente para a respiracdo mitocondrial, esse processo € prejudicado
quando mantido sobre condigdes de hipoxia ou anoxia. Nestas condicdes, as plantas acabam por
desenvolver mecanismos estratégicos de combate a estresses. Para as plantas, essa situacdo imposta
pelo ambiente acaba transformando-se em uma questdo de sobrevivéncia (Balakhnina et al., 2010).
Ademais, a baixa dissipacdo de oxigénio compromete o metabolismo energético e baixar a producéo
de energia (ATP). De acordo com Wright e colaboradores (2016), as plantas presentes em planiceis
inundaveis tendem a apresentarem um declinio nas taxas de fotossintese e transpiracdo, bem como,
na condutancia estomatica. Supde-se que, devido ao transporte reduzido do floema, acucares soliveis
e amido se acumulam nas folhas das arvores inundadas, afetando negativamente o suprimento de
acucar das raizes.

Assim, a inundagdo permanente do solo acaba impondo uma caracteristica altamente seletiva
ao ambiente, sendo a condicdo de encharcamento dos solos um dos principais fatores abioticos
seletivos a ocorréncia das espécies vegetais. Desta forma, as espécies tendem a aclimatar, contornando
ou evitando problemas causados pela perda parcial ou total de oxigénio (Violle et al., 2010).

De acordo com Rosado e Mattos (2007), a aclimatacdo sdo alteragdes nas caracteristicas

morfoanatémicas e/ou fisioldgicas das plantas, impostas pelo ambiente, e 0 desenvolvimentos dessas
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alteracdes se torna um fator preponderante para o desenvolvimento e sucesso das espécies vegetais.
Desta maneira, 0s organismos desenvolvem mecanismos especificos de resposta ao ambiente,
resultando em estratégias aclimatativas altamente especificas (Armbruster et al., 2009).

Deste modo, o conjunto dessas modificacfes aclimatativas é chamado de plasticidade
fenotipica (Van Buskirk e Steiner, 2009). Para Thilbert e Hendry (2011), a plasticidade fenotipica
esta diretamente relacionada a capacidade do gendétipo de reconhecer e expressar novas caracteristicas
fenotipicas, e quanto mais plasticos forem os atributos maior a capacidade das plantas em se ajustarem
ao ambiente. Desta maneira, plantas que apresentam uma maior plasticidade fenotipica tendem a
serem mais aptas a co-ocorrem em diversos ambientes. Assim, frente as condicdes estressantes do
ambiente como a falta de oxigénio e o déficit de nutrientes, as plantas podem induzir inimeras
alteracOes fenotipicas em seus atributos (Peterson e Kay, 2014). Entretanto, Violle e co-autores
(2007) relatam que as plantas podem variar alguns atributos em conjunto como respostas a dado tipo
de estresse. Desta maneira, os atributos podem se “combinar” e variarem ao mesmo tempo,
apresentando correlacdes multivariadas em um mesmo sentido; ou seja, em uma mesma direcéo.
Algum ecologistas de plantas mostram que o funcionamento adequando de alguns fendtipos requer
varios tracos que trabalham simultaneamente juntos, resultando em uma integracdo fenotipica
(Armbruster et al., 2009). Em termos gerais, a integracdo fenotipica é definida como a correlagao
fenotipica estrutural de multiplos caracteres, e as plantas podem ao mesmo modo variar um dado
atributo (plasticidade fenotipica), ou integrar uma gama de variacGes em atributos especificos
(integracao fenotipica) (Hermant et al., 2013).

Nesse sentido, a compreensdo de mecanismos aclimatativos morfoanatomicos do lenho e das
folhas se torna uma ferramenta de levantamento de dados, visando compreender quais sdo as
estratégias desempenhadas pelas plantas para colonizarem areas alagadas. O estudo das espécies
vegetais presentes em area alagada e a compreensédo da estruturacdo e formacao da fitofisionomia é
sem divida uma 6tima forma de obtencdo e levantamento de informacGes relevantes a respeito da
dindmica ecoldgica e de funcionamento desse ecossistema (Lopez-Réez, Shirasu e Foo, 2017). Alem
disso, a compreensao prévia e detalhada desses atributos funcionais pode aumentar a probabilidade
de sucesso em a¢Oes de restauracédo ecoldgicas de areas alagadas, e no reestabelecimento de processos
ecologicos e edaficos, com a finalidade de reestruturar, conservar e permitir a manutencdo dos
servigos neste ecossistema (Colautti e Barrett, 2013).

Baseado nessa premissa, 0 presente trabalho busca identificar os principais atributos
funcionais (morfologicos, anatdmicos e fisiologicos), que permitiram com que espécies de FOD de
area alagada se estabelecessem e consequentemente colonizassem este ambiente hipdxico. Nesse

sentido, é importante compreender como as plantas respondem ao alagamento. Com base nessa
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afirmacéo, o presente trabalho apresenta os seguintes questionamentos: (1) Quais atributos funcionais
morfoanatémicos e fisiolégicos permitiram com que as espécies fossem aclimatadas as condigdes de
alagamento? (2) A aclimatacdo das espécies as condi¢cdes de alagamento € espécie-especifico ou
existe um padrdo de respostas direcionadas pelo ambiente? (3) A aclimatacdo ao alagamento é
mediada por processos de integracdo ou plasticidade fenotipica? Desta maneira, a identificacdo
prévia e detalhada das caracteristicas funcionais analisadas fornece uma ampliacdo de informacdes
acerca de mecanismos estratégicos de espécies vegetais tolerantes as &reas alagadas, sendo
informagdes preponderantes no manuseio e adequacdes de previsdes de servigos ambientais em areas

potencialmente alagadas.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Mata Atlantica

As formacdes florestais desempenham importantes fungdes sociais, econémicas e ambientais
(Fahrig et al., 2019). Cerca de 61 % do territorio nacional é coberto por vegetacao nativa, distribuida
nos varios biomas encontrados no territorio brasileiro. Cada um destes biomas possui caracteristicas
particulares, englobando desde areas de campos naturais a florestas densas, sendo consideradas
regibes ricas em biodiversidade (Ferrante e Fearnside, 2019).

A Mata Atlantica é um Bioma formado por um conjunto de formacGes florestais e
ecossistemas associados como as restingas, 0s manguezais e 0s campos de altitude. Devido a sua
grande extensdo, a Mata Atlantica apresenta extensas variagOes latitudinais e longitudinais, que
podem influenciar tanto nos tipos de clima, quanto nos regimes pluviométricos (Magnago et al.,
2015). Essas caracteristicas geograficas, assim como fatores atitudinais, explicam o fato da Mata
Atlantica ndo ser uma formacdo vegetacional homogénea, apresentando varias fitofisionomias, tais
como: Florestas Ombroéfilas Densa, Ombrofilas Mista (Mata de Araucéria), Estacional Semidecidual
e Estacional Decidual, além de ecossistemas associados como manguezais, restingas, campos de
altitudes (Lion et al., 2016), (Figura 2).
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Figura 2: Mapa da distribui¢do das fitofisionomias da Mata Atlantica. (SOS Mata Atlantica 2019).

Essa heterogeneidade da Mata Atlantica sdo caracteristicas e promovem a ocorréncia de uma
grande variedade de espécies, sendo este bioma um dos maiores em niveis de biodiversidade e
endemismo do mundo (WWF, 2017). Mesmo apresentando esse alto grau de endemismo e
biodiversidade, este bioma vem sofrendo niveis altos de degradacdo. Atualmente € um bioma
classificado como ponto de fragmentacdo e de desmatamento altissimo, sendo incluso entre os 34
“hotspots” mundiais (Santos et al., 2018).

No estado do Rio de Janeiro, a Mata Atlantica apresenta atualmente 30,7 %, cerca de 1,3
milhdo de hectares, de sua formac&o original, sendo 10 % (435.540 ha) de vegetacdo natural, 18.6 %
(814.563 ha) de remanescentes florestais, 0.3 % (11.895 ha) demangues, e 1.2% (52.299 ha) de
restingas. Os outros 0.6% (26.549 ha) correspondem a areas naturais ndo florestais (Magnago et al.,
2015). Desta maneira é possivel estimar que este bioma apresenta um alto de risco de desaparecer e
perder totalmente sua composicgéo vegetal (Vieira et al., 2009).

As FODs necessitam de atengéo redobrada, por apresentar um alto potencial extrativo, e perda
de grandes trechos ao longo dos anos. Neste sentido, é preciso incentivar praticas de conservacao e
manejo para que este importante ecossistema ndo seja devastado com o passar dos anos (Vasconcelos

etal., 2019).
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2.2 Floresta Ombréfila Densa de Terras Baixas

O termo floresta ombrdfila densa foi criado por Ellenberg e Mueller-Dombois (1967) para
designar a expressdo “amigo das chuvas”, pelo fato destas chuvas ocorrerem periodicamente. Esse
tipo de vegetacdo é caracterizada por apresentar tipo de vegetacdo com fanerofitos-subformas (IBGE,
2012).

Este tipo de formacéo vegetacional é encontrada sob climas com precipitagdes pluviométricas
superiores a 1.500 mm, até 4.000 mm, com no maximo dois meses de seca, e até 35 % das chuvas
concentradas em trés meses, temperaturas medias anuais de 20 °C a 24 °C, variando entre temperaturas
absolutas de 12 °C e 38 °C (BFG, 2015). Quanto a composicao arborea, a FOD é caracterizada por
apresentar arvores bem desenvolvidas de portes bem altos e folhas largas. As folhas de algumas
espécies comumente apresentam um tipo de sulco nas pontas para facilitar a drenagem da agua. Outro
tipo de adaptacdo encontrado € a presenca de muitas arvores com raizes de suporte, adaptadas para a
fixacdo sobre condicGes topograficas instaveis (Matsuda, 2011).

Contudo, o desenvolvimento da vegetacdo e da fitofisionomia estdo relacionados a varios
fatores, como, disponibilidade de agua, de nutrientes e de relevo (Esser, Neves e Jarenkow, 2019).
Essas variantes subdividem a floresta ombréfila densa em cinco formacdes, ordenadas de acordo com
sua hierarquia topogréfica, condicionando diferentes fitofisionomias de acordo com as varia¢des das
faixas altimétricas. Sendo assim, para cada 100 m de altitude, as temperaturas diminuem 1 °C, a
umidade é alterada e a disponibilidade de nutrientes e do oxigénio no solo sdo alteradas (Murray-
Smith et al., 2009), classificando esse tipo vegetacional em: Formacao Aluvial, formacédo das terras

baixas, formacao submontana, formagdo montana, formacéo altomontana (Velozo et al., 1991).

1. Alto montana 4. Montana 3. Submontana 4. Terras Baixas 5. Aluvial

Figura 3: Subdivisdo em faixas Altimétricas da Floresta Floresta Ombréfila Densa. (Veloso, Rangel Filho e
Lima, 1991).

Desta maneira, cada perfil fitofisiondmico se torna uma especificacdo da FOD, sendo estes

caracterizados e classificados da seguinte maneira: FOD alto montana (acima de 1.500 m) — Ocorre
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em regides serranas , onde a vegetacdo praticamente deixa de ser arbdrea, pois predominam os campos
de altitude; FOD Montana (Entre 500 — 1.500 m) — recobre a encosta das regides serranas; FOD
Submontana (Entre 50 — 500 m) — Presente na parte serrana inferior; FOD de Terras Baixas (Entre 5
—50 m) — Parte ao qual se encontra grandes planices; FOD Aluvial (Até 5 m) — Local que esta quase
sempre associado a corpos hidricos (Almeida-Neto et al., 2008).

A floresta ombréfila densa de terras baixas (Figura 3 “4”) é uma formacgdo que, em geral,
ocupa as planicies costeiras. Esta formacdo ocorre desde a Amazodnia, estendendo-se por toda a
Regido Nordeste até o Rio de Janeiro. Tais tabuleiros apresentam uma floristica bastante tipica,
caracterizada por diversos ecétipos (Tabarelli, Vicente e Barbosa, 2003). Assim, a partir do Rio Sao
Jodo (RJ), em direcéo ao sul, esta formacao ocorre nos terrenos quaternarios situados em geral pouco
acima do nivel do mar, nas planicies formadas pelo assoreamento devido a eroséo existente nas serras
costeiras, e nas enseadas maritimas (Chazdon et al., 2006).

A Reserva Biologica de Pogo das Antas (RBPA) apresenta uma porcdo de floresta sendo
classificada como floresta ombroéfila densa de Terras Baixas, sendo um tipo de vegetacdo situada em
baixadas Umidas, e até mesmo em areas alagadas. Esta vegetacao é influenciada por acdes antropicas

e pelo alagamento (Guedes-Bruni et al., 2006).

2.3 Reserva Biologica de Poco das Antas

O estudo foi realizado na RBPA foi criada em 1974, por meio do Decreto Federal n® 73.791
de 11/03/1974, e no ano seguinte foi redelimitada pelo Decreto n°® 76.534 de 03/11/1975. A Reserva
esta localizada no municipio de Silva Jardim, Estado do Rio de Janeiro, inserida na regido da baixada
litordnea do nordeste fluminense entre as coordenadas 22°30° ¢ 22°33” S; 42°15” ¢ 42°19 w (Oliveira,
2012). A RBPA apresenta uma area total de aproximadamente 5.000 ha, sendo limitrofe com o rio

Sdo Jodo e a Represa de Juturnaiba, se estendendo ao norte até a rodovia BR-101.
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Figura 4: Caracteristicas gerais da Reserva Bioldgica Poco das Antas (RBPA). A — Mapa do estado do Rio de
Janeiro demonstrando a localizagdo da REBIO. B — Imagem de satélite mostrando a RBPA e a planice de
inundagdo. Fonte: Google Earth.

A Reserva Bioldgica de Pogco das Antas apresenta um aspecto fitofisiondmico muito
empobrecido quanto comparado a sua cobertura vegetal primitiva vegetacdo (Lima et al., 2006). As
acbes antropicas como, extracdo de madeiras, drenagem artificial, retificacdo dos rios e
principalmente as queimadas, sdo processos que contribuem para o desaparecimento de trechos
abrangentes de formacoes florestais, sobretudo nas planicies de inundacéo (Pessoa e Oliveira, 2006).
Na década de 70 foram feitos mapeamentos e analises dos aspectos floristicos, que comprovaram a
presenca de caracteristicas de uma vegetacdo secundaria na cobertura vegetal da area, classificada
como floresta pluvial (Guedes-Bruni et al., 2006). Na Reserva sdo encontradas areas de varzeas
temporéaria ou permanentemente inundadas, onde predominam neossolos flivicos, e morrotes com
altitude de até 200 metros, onde predominam Argissolos (Moraes et al., 2006). Na RBPA Sao
encontrados unidades geomorfol6gicas colinas e macigos costeiros caracterizados por topografia
deprimida com reduzidos valores altimétricos (Neves e Peixoto, 2008). Assim, torna-se imperativa a
atualizacdo de dados sobre essa unidade de conservacdo, prioritariamente em relacdo a sua natureza
e extensdo. Sendo essas informacg6es imprescindiveis na tomada de acGes de restauracao ecoldgica de
areas degradadas (Cardoso-Leite et al., 2005).

Por apresentar uma topografia baixa, trechos alarmantes da reserva estéo sujeitos a inundagdes
permanentes. As alteracdes provocadas pelo alagamento acabam por condicionar risco a estabilizacao
de muitas espécies vegetais, o desenvolvimento e o crescimento vegetacional nessas areas. Nesta area
se forma um gradiente crescente de diversidade bioldgica, resultante de estresses relacionados ao grau
e intensidade de encharcamento do solo. Assim, essa area compde um mosaico fino de manchas de

diferentes biomas, ampliando e diversificando a vegetacéo destas paisagens (Souza e Martins, 2004).
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O alagamento torna o ambiente estressante ao ponto de vista habitacional, contudo varias espécies
vegetais conseguiram obter éxito no estabelecimento e colonizacdo destas areas. Para isso, essas
espécies desenvolveram algum grau de plasticidade em seus atributos morfoanatomicos e fisiol6gicos
(Lande, 2015).

2.4 Respostas adaptativas

As plantas sofrem um série de variacbes quanto aos seus atributos morfoanatomicos e
fisiologicos. Essas mudancas ocorrem porque 0s organismos de uma mesma espécie ndo sdo capazes
de sobreviver e competir com sucesso em uma faixa muito ampla de condi¢6es de ambiente. Assim
sendo, essas mudancas sdo caracteristicas do resultado do processo evolutivo conhecido como
estratégias ou adaptac6es (Colautti e Barrett, 2013).

Adaptacdo é um conjunto de modifica¢cBes provocadas na constituicdo de um organismo como
resultado da acdo continua de um meio diferente daquele em que inicialmente se desenvolveu seus
ascendentes (Vandepitte, De Meyer e Helsen, 2014). Fatores morfogénicos séo os que influenciam e
formam as estruturas das plantas, sendo as condi¢des de clima e de solo responsaveis por determinar
ou modificar a organizacdo vegetal. Em cada ser vivo existe um padrdo de desenvolvimento
estabelecido e comandado pelo seu patrimoénio genético (gendtipo), contudo os fatores abidticos agem
sobre os genes e modificam sua expressdo em varios sentidos fazendo estes adquirirem uma
plasticidade fenotipica (\Van Buskirk e Steiner, 2009).

Plasticidade fenotipica é definida como mudancas que ocorrem em um organismo em relacdo as
condi¢bes ambientais. Essas mudancgas podem ocorrer em varios niveis, contudo sdo extremamente
importantes para as plantas em razao destas apresentarem seu modo de vida séssil (Thilbert e Hendry,
2011). Essas modificacdes podem se apresentar em caracteristicas morfologicas, em que ocorrem
mudancas estruturais, e fisioldgicas, sendo responsavéis pelos ajustes dos organismos aos diferentes
ambientes (Scarano e Ceotto, 2015). A plasticidade fenotipica ndo necessariamente implica apenas
em adaptacdes. Estas alteracdes de caracteristicas podem ter resultados negativos também para o
individuo. Além disso, as adaptaces podem envolver partes vegetativas e/ou reprodutivas de uma
planta (Pfennig et al., 2010).

Diversos estudos tém analisado a plasticidade fenotipica de plantas em relagcdo a diferentes
fatores ambientais (Valladares et al., 2000). Tais respostas apresentam importante papel na
sobrevivéncia e no crescimento das plantas em ambientes heterogéneos e variaveis das florestas

tropicais (Valladares et al., 2006).
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2.5 Adaptac0es estruturais e fisioldgicas ao alagamento

As plantas podem responder de diversas maneiras as variacbes ambientais, alterando suas
caracteristicas morfoanatdémicas e/ou fisiologicas. Essas mudangas ocorrem porque o ambiente sofre
alteracOes, e estas modificacOes acabam sendo fatores limitantes para o desenvolvimento e sucesso
dos organismos (Peterson e Kay, 2014). Desta forma, define-se aclimatacdo como o conjunto de
modificacbes provocadas na constituicdo de um organismo como resultado da acdo continua de um
meio diferente daquele que se desenvolveu. Deste modo, cada ser vivo responde de uma maneira
especifica em detrimento as alteracbes nos ecossistemas, e essa resposta € conhecida como
plasticidade fenotipica (Mostofa et al., 2018). Neste sentido, aclimatagdo refere-se & amplitude de
respostas possiveis dentro de um mesmo genotipo (Lopez-Raez, Shirasu e Foo, 2017).

O estudo das caracteristicas aclimatativas visa identificar a relacdo entre 0s organismos em
detrimentos aos diferentes fatores ambientais, apresentando importante papel na sobrevivéncia e no
crescimento destas nos diferentes ambientes heterogéneos, sejam eles, secos, intermediérios e
alagados (Valladares et al., 2000; 2006). Neste sentido, ambientes onde o solo é alagado, a diminuigéo
das trocas gasosas entre o solo e a atmosfera é um fator preponderante no desenvolvimento das
espécies (Lande, 2015). A 4gua em excesso no solo também pode provocar modificacdes na forma e
na estrutura das plantas (Suzuki et al., 2014). A concentragdo interna de Oz nas plantas decresce
drasticamente sob a condi¢do de anoxia. Sendo assim, plantas que conseguem colonizar ambientes
sujeitos ao alagamento, necessitam desenvolver uma série de estruturas que propiciam a tolerancia
envolvendo respostas a esse tipo de estresse (Cavallero, Lopez e Barberis, 2009).

Uma caracteristica comum que se modifica nas plantas sobre condi¢des de alagamento € a
densidade estomaética e o0 tamanho dos estdmatos. O nimero de estdmatos se torna maior em plantas
submetidas a baixa disponibilidade de agua. Ao passo que, em plantas com alta disponibilidade
hidrica a densidade de estdmatos tende a ser menor, assim como o tamanho destes estdmatos (Murphy
etal., 2016).

Os fatores ambientais também podem afetar as dimensdes dos elementos de vasos (Callado et
al., 2001). Geralmente quando a planta esta sujeita a ambiente com baixa disponibilidade hidrica,
ocorre a diminuicao do didmetro dos elementos de vasos. Este fato ocorre para garantir um aumento
na seguranca do transporte, uma vez que o estreitamento dos vasos mantém a coluna de agua em alta
tensdo (He et al., 2021).

O mesofilo em plantas sujeitas ao alagamento pode apresentar-se maior quando comparados
com plantas em &reas ndo alagadas. Este ajuste pode estar associado a agédo do etileno produzido em
condi¢des de baixas concentracdes de oxigénio. Geralmente plantas submetidas ao alagamento,

apresentavam espacos intercelulares (aeracdo) progressivamente mais amplos, resultando em um
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maior espessameto do parénquima lacunoso (Salgado et al., 2015). Além disso, 0 aerénquima é uma
especializacdo do tecido parenquimatico que se desenvolve em forma de grandes espagos
intercelulares preenchidos por gases. A agéo do etileno provoca a inducgdo de enzimas que atuam no
metabolismo da parede celular, formando aerénquimas (Brodribb et al., 2010).

2.6 Variac0es intraespecifica de plantas em resposta ao alagamento

Com a premissa de compreender melhor as implicacdes ecoldgicas da variabilidade funcional
intraespecifica (VFI) e deste modo levantar dados e construir conhecimentos sobre os ecossistemas,
muitos estudos no ambito de estruturacdo e dindmica de comunidades vém sendo desenvolvidos
(Boucher et al., 2013). Desta maneira, a variabilidade fenotipica intraespecifica emergiu como um
topico importante no campo da ecologia da comunidade vegetal, apontando o produto da variabilidade
genética e da plasticidade fenotipica (Albert et al., 2010).

Segundo Hermant e coautores (2013), varios estudos tém mostrado que, ao contrario das
expectativas anteriores, os atributos funcionais das plantas variam entre individuos da mesma espécie.
Estes atributos estdo correlacionados com os gradientes ambientais, e podem divergir entre espécies
sujeitas a mesma pressdao ambiental. Seguindo a linha da perspectiva funcional, as variacdes
funcionais podem ser expressas em trés propriedades: Extensdo, Forma e Dire¢do. A Extensdo € a
variacdo total do fenotipo; a Forma é o grau de correlacdo entre as caracteristicas do fenotipo
(integracao fenotipica) e; a Direcdo é o sentido resultante dessas correlacdes (Violle et al., 2007).
Desta forma, a importancia da variabilidade funcional intraespecifica estd associada a sua estreita
relacdo com o nicho ecoldgico das espécies, e a contabilizacdo desta variabilidade é crucial para
responder varias perguntas em ecologia vegetal (Violle e Jiang, 2009).

Neste trabalho, o termo "variabilidade funcional” (\VF) se refere ao conjunto de variagdes em
maultiplos atributos funcionalmente relacionados; ou seja, variancias de atributo Unico. E o padrdo de
covariacao entre estes atributos é conhecido como integracdo fenotipica (Armbruster et al., 2009).

As variagOes das caracteristicas funcionais da folha e do lenho sdo fundamentais na
identificacdo de divergéncias entre populagdes intraespecificas e interespecificas, pois, sdo atributos
bastante variaveis e informativos (Messier et al., 2010). As variaces desses atributos podem ser
relacionados com as diferentes formas de uso de recursos de plantas, identificando desta forma quais
séo as estrategias ultilizadas para contornar o estresse a qual estdo submetidas (Almeida et al., 2013).

Alguns atributos foliares como a Area Foliar (AF) e a demanda de carbono na construgio de
tecidos do mesofilo (LMA) tém sido considerados chave de identificagdo destas estratégias (Salgado-
Negret et al., 2015). Menores valores de AF podem estar relacionado com economia hidrica, mas

também pode refletir problemas na biossintese e na particdo de carbono; ja plantas com alto valores
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de LMA podem estar dispondo-se de uma estratégia e otimizando o armazenamento de nutrientes
(Weijschedé et al., 2006). Em relacdo a estrutura do lenho, dimensdes dos elementos de vasos também
sdo cruciais na identificacdo deste atributos. Geralmente quando a planta esta sujeita a ambiente com
baixa disponibilidade hidrica, ocorre a diminui¢do do didmetro dos elementos de vasos (Boucher et
al., 2013).

Logo, as caracteristicas funcionais morfoanatémicas da folha e do lenho sdo ferramentas
bastantes tteis para identificar as distintas “estratégias” de uso de recursos pelas plantas (Farjado e
Piper, 2010). Ecossistemas submetidos ao alagamento permanente séo especialmente interessantes do
ponto de vista de processos ecoldgicos e evolutivos, pois sdo regides limitantes a colonizacdo de
espécies vegetais, e as que habitam nestas localidades apresentam-se praticamente desconectadas,
formando comunidades isoladas (Weldegergis et al., 2018). Halcritter e coautores (2015) relatam que
nestas regides o processo dispersional é baixo e sugerem que o fluxo génico entre as espécies também
seja baixo. Os processos biogeogréficos e locais aos quais este tipo de ambiente esta sujeito podem
promover a diferenciacéo de populacGes de uma mesma espécie. E como o passar de longos periodos
de tempo, as linhagem podem se separar e novas espécies podem surgir. Esta diferenciacao
provavelmente se d& como resultado de pressfes do isolamento e da heterogeneidade de condiges
ambientais sobre a variabilidade funcional intraespecifica (Barros et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar os aspectos estruturais e ecofisiolégicos da Iamina foliar e analizar os atributos
anatdmicos do lenho de plantas ocorrentes em floresta ombrofila densa de terras baixas em
alagamento permanente, visando investigar os mecanismos aclimatativos que tornaram possivel com
que essas espécies sobrevivam ao alagamento e quais estratégias as espécies desenvolveram para

contornar as dificultades advindas do ambiente andxico.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os aspectos anatomicos do sistema de revestimento, fundamental, e vascular lamina
foliar das espécies selecionadas.

e Avaliar os parametros morfoldgicos, relacionados a massa foliar por unidade de area (MFA),
suculéncia (SUC), densidade (DEN) e area foliar (AF) das folhas;

e Auvaliar alterac6es ultraestruturais nos cloroplastos em virtude das condi¢des de alagamento;

e Determinar o conteudo de clorofila a, clorofila b e carotendides

e Analisar a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSII) a partir da emisséo de fluorescéncia da
clorofila a;

e Relacionar os aspectos estruturais e ecofisioldgicos da lamina foliar como resposta adaptativa as
estratégias de sobrevivéncia das espécies.

e Avaliar o indice de plasticidade fenotipica e de integracao fenotipica foliares para compreender
Como essas espécies se ajustaram e se tornaram aptas para se esbatelecerem no ambiente alagado.

e Analisar as caracteristicas anatdmicas do lenho com o intuito de detectar estratégias adaptativas
utilizada na conducdo de agua;

e Analizar comparativamente os atributos anatdmicos da madeira das espécies arbéreas

e Identificar os estresses impostos pelo alagamento, relacionando com caracteristicas anatdbmicas

da madeira nas espécies
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A presente tese foi dividida em dois capitulos e estes serdo destinados apublicacao
de dois artigos:

Capitulo 1. Variabilidade funcional dos atributos morfoanatémicos e
fisiolégicos das folhas de espécies nativas em uma Floresta Tropical alagada

Este trabalho foi submetido a a Trees - Structure and Function e ainda esta sob
avaliagdo (Anexo 1)

Capitulo 2. Variagdo intraespecifica na anatomia da madeira de espécies

arbdreas ocorrentes em areas alagadas da Mata Atlantica

Este trabalho estd em fase finalizacdo para submissao ao IAWA Journal
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4. CAPITULO 1: VARIABILIDADE FUNCIONAL DOS ATRIBUTOS
MORFOANATOMICOS E FISIOLOGICOS DAS FOLHAS DE
ESPECIES NATIVAS EM UMA FLORESTA TROPICAL ALAGADA

The functional variability of the morphoanatomical and physiological traits of
native species leaves in a flooded tropical forest

Key Message: The species did not show a response pattern to flooding. Andira
anthelmia and Vernonanthura discolor invested in plastic responses, while Guarea
guidonia established a balance between integration and phenotypic plasticity.

4.1 Abstract:

Dense Ombrophilous Forests are tropical phytophysiognomies that make up the
vegetation mosaic of the Brazilian Atlantic Forest. These forests occur in humid
regions and often contain flooded areas that impose obstacles to plant colonization.
Some species such as Guarea guidonia (Meliaceae), Andira anthelmia (Fabaceae),
and Vernonanthura discolor (Asteraceae) can tolerate these flooding conditions.
However, little is known about the acclimatization of these species to flooding.
For this reason, morphoanatomical and physiological analyses were performed on the
leaves of five individuals of each species selected from a flooded and non-flooded
area. The results showed that species presented thicker leaves and higher specific
leaf mass values under flooding conditions. However, it was observed that the
thickening of G. guidonia and V. discolor is mainly influenced by the palisade
parenchyma thickness, while in A. anthelmia, thickening was more closely related to
the spongy parenchyma thickness. Greater thickening of the cuticle and epidermis and
greater stomata density were also observed in the flooded areas. The chlorophyll a and
b and carotenoid contents were significantly lower in the flooded areas. Chloroplasts
exhibited higher amounts of starch grain, lipid drops, and plastoglobules in the flooded
areas. Regarding the quantum yield of photosystems IlI, only A. anthelmia showed a
reduction in Fv/Fm values in the flooded area. Plasticity and phenotypic integration
analyses made it possible to conclude that the acclimatization of A. anthelmia and V.
discolor was mainly mediated by plastic adjustments. At the same time, G. guidonia
presented greater phenotypic integration.

Keywords: Flooding, Phenotypic  Plasticity, Phenotypic  Integration,
Morphoanatomy, Chloroplast Ultrastructure, Chlorophyll a Fluorescence
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4.2 Introduction

Dense  Ombrophilous Forest, a phytophysiognomy of the Atlantic
Forest, can present considerable water accumulation in soils, resulting in large flooded
areas (Esser et al. 2019) that create obstacles to the colonization of plants in this
environment (Murray-Smith et al. 2009). When the soil becomes saturated with
water, the concentrations of available oxygen decrease due to water diffusion
problems. Therefore, the roots are insufficiently aerated, resulting in less water uptake
by plants (Cardoso-Leite et al. 2005). Thus, the soil presents a reducing atmosphere
caused by flooding, and spaces previously occupied by air are filled with water (Atwell
2014). Therefore, there is a deficit of oxygen for respiratory processes, and plants are
subjected to hypoxic or anoxic environments (Oliveira and Gualtieri 2017). Because
the flooding process puts pressure on plants, to varying degrees and of unpredictable
duration, the more acclimated species avoid hypoxia by developing strategic coping
mechanisms (Scremin-Dias et al. 2011).

Plants living in environments with saturated soil, resource suppression,
and total or partial lack of oxygen, for example, experience morphofunctional trait
alterations, and the number of significant correlations between the characteristics
increases with the intensity of environmental stress (Agrawal and Stinchcombe 2009).
Moreover, plants” ability to alter their structural and physiological traits in response to
environmental conditions is defined as phenotypic plasticity (Gratani 2014). Plasticity
is how sessile organisms deal with ecological heterogeneity (Sultan 2000). This ability
affects their adaptability and triggers a series of changes leading to adaptive
divergence and allowing for evolution and speciation(Pigliucci 2003; Valladares et
al. 2014). In contrast, phenotypic integration refers to the pattern of corrections
between functional traits (Pigliucci 2003; Sanchez-Gémez et al. 2008). Gianoli and
Palacio (2009) have asserted that phenotypic integration restricts phenotypic plasticity,
as the more a trait is linked to other characteristics, the more limited its degree of
variation. However, some studies have shown that the relationship between plasticity
and phenotypic integration is not always antagonistic, especially in stressful
environments that require more responsive phenotypes (Zimmermann et al. 2016;
Matesanz et al. 2021).

In this sense, it is possible to state that species must develop strategies to
survive the stressful conditions of their local environments and do so to a certain degree

through plasticity with respect to their structural and/or physiological characteristics
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(Simon 2010). Moreover, responses to flooding can vary greatly according to species,
their genetic makeup, and the duration of flooding (Weldegergis et al. 2018). Especially
during the early stages of development, the growth of tree species is adversely affected
by soil flooding in as little as a few weeks. Leaf characteristics undergo sudden
changes, such as changes in pigment concentrations and consequently the rate of CO-
assimilation. In addition, these changes can vary from species to species (Oliveira and
Gualtieri 2017).

Thus, morphoanatomical and physiological studies offer insight into the
acclimatization strategies of plants by fostering the collection of data for different
species in response to flooding and the colonization of species in hypoxic
environments. In this sense, it is essential to understand how plants respond to
flooding. Based on this statement, this study presents the following questions: (1)
What morphoanatomical and physiological functional traits have allowed species to
become acclimated to flooding conditions? (2) Is the acclimatization of species to
flooding conditions species-specific, or is there a pattern of responses driven by the
environment? (3) Is flood acclimation mediated by integration processes of phenotypic
plasticity? Thus, the detailed identification of the analyzed functional characteristics
provides information about the strategic mechanisms of plant species that are tolerant
to flooded areas and is highly relevant information for effective management and

planning regarding environmental services in potentially flooded areas.

4.3 Material and methods
4.3.1 Study area

The study was carried out in the Reserva Bioldgica de Pogo das Antas
(RBPA) (22°33°S and 42°19°W), located in the coastal lowlands of Rio de Janeiro,
Silva Jardim, under the direct influence of the hydrographic basin of the Sao Jodo River
(Lima et al. 2006) (Supplementary Figure 1). The vegetation of RBPA has been
characterized as secondary vegetation with agricultural activity and represents a stretch
of dense ombrophilous forest (Veloso and Goes-Filho 1982; IBGE 1992). The RBPA
is fragmented and represents a significant forest remnant in the state lowlands. It
presents typical plant physiognomy and is the habitat of the golden lion tamarin
(Leonthopithecus rosalia L.), an endangered species (Guedes-Bruni 2006). The
climate is humid megathermal with a potential evapotranspiration index greater than
1.140 mm, relative humidity of 51.5 %, and an aridity index (Al) of 0.072; it
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corresponds to the Kdppen tropical rainy designation (Alvares et al. 2013). The study
was carried out in the lowland forest, in two areas: non-flooded and flooded.
Approximately 30 meters of forest separate these two areas (Supplementary Figure 1
and Table 1).

Table 1: Characterization of environmental conditions between non-flooded and
flooded areas.

Microclimatic Data Unflooded Flooded
Mean Irradiance (umol m2s?) 535+12.8 80.4 +50.9
Temperature (°C) 29.8 £ 6.5 30177
Humidity (%) 57.5 + 24.0 58.2 + 16.5

Values were obtained at 1.30 m from the ground in each cardinal direction around the individuals
between 11:30 am and 12:00 pm. A thermohygrometer (HT-30, Instrutherm, Brazil) was used
to measure temperature (°C) and humidity (%); a radiometer (LI1-250A, Li-Cor Inc., USA) was
used to measure irradiance (umol m-2 s-1).

4.3.2 Species selection and analysis period

The selected species are included in the inventories compiled by Guedes-Bruni
(2006) and in the database of the Mata Atlantica program/Instituto de Pesquisas Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. The three selected species, which co-occurred in the
flooded and non-flooded areas, were: 1. Guarea guidonia(L.) Sleumer (Meliaceae) —
wood plant, average height = 4 meters flooded and 6 meters non-flooded, DBH =
55 centimeters flooded and 70 centimeters non-flooded; Andira anthelmia (Vell.)
Benth. (Fabaceae) — wood plant, average height = 5 meters flooded and 7 meters
non-flooded, DBH = 50 centimeters flooded and 65 centimeters non-flooded;
Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. (Asteraceae) — wood plant, average
height = 6 meters flooded and 8 meters non-flooded, DBH = 58 centimeters flooded
and 63 centimeters non-flooded. These species are characterized by a wide
geographic distribution (Flores 2020), are endemic to Brazil, and can be found in
different regions. Theyare species of great importance from an ecological and economic
point of view.

Five individuals of each species were selected per area, and five fully
developed leaves from the third node located in the upper portion of the canopy were
collected. Analyses were performed during the dry period (winter), between June and
June 2019.
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4.3.3 Measurement of leaflet morphological parameters

Samples of 0.5 cm in diameter were taken from the middle third of the
leaves and hydrated for 24 h for the subsequent determination of saturated mass with a
digital scale (0.001g) (AY?220, Shimadzu) and of thickness (THIC) with a digital caliper

(0.001 £ mm) (Stainless, Hardened, Canada). Hydrated samples were placed in an oven

at 55 °C for 72 h to obtain the dry mass. Succulence (SUC gm-2) was calculated based

on the difference between saturated and dry mass divided by the sample area. Specific
leaf mass (LSM gm-2) was determined by dividing the dry mass by the sample area

(Kluge and Ting 1978). Leaf density (DEN mg mm-3) was obtained by the formula:
DEN = SLM/THIC (Witkowski and Lamont 1991). Twenty-five leaves were used to

determine the leaf area (LA, cm 2) from each area (flooded and non-flooded) and were
scanned and measured using the Image J digital image processing system.

4.3.4 Measurement of leaf anatomical traits

Cuticle and epidermis, palisade parenchyma, spongy parenchyma, and leaf
mesophyll thickness (um) were calculated from cross-sections of the median third of
the leaf blade. Twenty-five fields were examined for each analyzed leaf. The images

obtained were processed and analyzed using the Image Pro - Plus digital image

processing system (Media Cybernetics, Inc.). The density (mm2), length (um),
widthum), and area (um) of the stomata per unit of leaf area were determined by
observing the dissociated epidermis in a light microscope (Axioplan, ZEISS,
Germany) coupled with the image capture system (Moticam Pro 282B, Hong Kong).
Eighty images from a square millimeter field were processed and analyzed using

the Image Pro-Plus digital image processing system (Media Cybernetics, Inc.).

4.3.5 Anatomical analysis

Fragments of the middle third leaf blades were fixed in an aqueous
solution of 2.5% glutaraldehyde, 4% formaldehyde, and 0.05 M Sodium cacodylate
buffer at pH 7.2 (Karnovsky 1965 modified by Da Cunha et al. 2000). Then they
were post-fixed in a 1% osmium tetroxide and 0.05M sodium cacodylate buffer at
pH 7.2 for two hours at room temperature. After dehydration in an ascending series of
acetone, the material was embedded in epoxy resin (Polybed). Semi-thin sections

of approximately 70 um were obtained in an ultramicrotome (Reichert Ultracuts Leica
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Instruments®, South Carolina, USA), using a diamond knife (Diatome®, Hatfield,
UK). The sections obtained were stained with 1% toluidine blue and 1% borax
buffer (Johansen 1940) and observed under a light microscope (Axioplan, ZEISS,

Germany) coupled to an image capture system (Moticam Pro 282B, Hong Kong)

4.3.6 Ultrastructural analysis

Samples were subjected to the same processing used for light
microscopy. 70 nm ultrathin sections were collected on copper grids (300 mesh) and
counterstained with 5% lead citrate and 1% uranyl acetate (Reynolds 1963). The samples
were subsequently observed in a transmission electron microscope (JEOL 1400 Plus,
Japan) at a voltage of 80 kV.

4.3.7 Chlorophyll a Fluorescence

Chlorophyll a fluorescence emission was measured using the FMS2
portable modulated fluorimeter (Hansatech, UK). Measurements were taken on five
individuals from each area (flooded and non-flooded). Five fully expanded, healthy,
and similarly colored leaves were selected from each individual and were exposed to

the dark with the aid of tweezers for 30 minutes. Then, they were exposed to a
measuring light of approximately 6 pmol. m-2.s-1 at 660 nm, followed by exposure to

high intensity actinic white light (10,000 pmol. m-2.s-1) applied for 0.8 seconds, a
procedure modified from Genty et al. (1989). The following chlorophyll a
fluorescence kinetics variables were recorded and analyzed: maximum gquantum
yield of photosystem Il (PSIl) (Fv/Fm); photochemical quenching (gP); non-
photochemical quenching (NPQ).

4.3.8 Photosynthetic pigments

Leaf blade discs with 0.5 cm diameter were taken from the same
leaves used to measure chlorophyll a fluorescence emission to determine the
content of photosynthetic pigments. The discs were placed in plastic tubes containing
5.0 mL of 100% acetone (Moran 1982) and protected from light for five days.
Pigment concentration readings were taken in a spectrophotometer (TCC-240A,
Shimadzu, Kyoto, Japan) at 470, 695, and 663 nm absorbances. Determinations
of the above pigment concentrations (Chlorophyll a, chlorophyll b, and

carotenoids) were performed with the equations described by Wellburn (1994).
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4.3.9 Plasticity and phenotypic integration
The relative distance plasticity index (RDPI) was calculated individually

for each traits based on the following equation proposed by Valladares et al. (2006).

RDPI=E(dij—j/(Xi+Xij))/n
Where i =

Where i =study (i = flooded; i" = non-flooded, with i#’); j = number of individuals
(j = fiveindividuals in theflooded area; ;' = five individuals in the non-flooded area, with j #/);
X = traits analyzed (22 traits analyzed). Therefore, xij # xi’j” ( for example, xij = flooded
area and xi’j” = non-flooded area) . The expressions dij—i’j’ = relative distance between
traits, calculated from the subtraction in pairs for each trait; xij’ + xij = sum of repetitions
in pairs for each trait; n = corresponds to the total number os distances.

RDPI Mean values were used to estimate the mean phenotypic plasticity
at the organizational group level of traits (morphological, anatomical, and
physiological).

The phenotypic integration index (PIl) was calculated for each species from the
number of significant correlations (N°correations Significant) and the number of total
correlations (N°correlations Total) (Schlichting 1986; Schlichting and Pigliucci 1998). The
PIl was estimated individually for the 22 attributes analyzed, both for each
organizational group attribute and at the species level. The number of NOcorrelations
Significant and N°correlations Total was obtained through the Pearson correlation (P <
0.05) using Sigma Plot 11.0 software (SPSS; Chicago, IL, USA).

(%P1= [(N°correlations Significant *100)/N°correiations TOtal])

Du The plasticity (RDPI) and phenotypic (PI) ranged from 0 to 1 (or O to
100%), represents no plasticity or integration and 1 (or 100%) represents maximum
plasticity or integration (Valladares et al. 2000; Godoy et al. 2012).

4.3.10 Statistical analysis
Due to the sample size, we chose to use the Shapiro-Wilk test (Shapiro
and Wilk 1965) when n<30 and the Kolmogorov-Smirnov test (Hollander and Wolfe
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1973) for n>30 to verify normality. The Levene test (Zar 2010) was used to verify
data homogeneity. Based on the normality and homogeneity analyses, the data were
not homoscedastic. Therefore, to verify the significance between the mean values of
the attributes analyzed in the flooded and non-flooded areas the non-parametric Mann-
Whitney (p <0.05) test was applied (Zar 2010) through Statistica 7 software (Statsoft
Tulsa, UK). For the regression analysis, the data were normalized by the log10 and
square root function before application of the Pearson correlation using the Sigma Plot
11.0 program (SPSS; Chicago, IL, USA).

4.4 Results
4.4.1 Morphological leaf blade traits

Three species invested in thicker leaves and higher specific leaf mass values
(LSM) in flooded environments (Table 2). Leaf succulence showed significant
differences only for V. discolor in the flooded area and did not differ between
environments for the other species (Table 2). Leaf density did not show a pattern of
response between species. Higher values were observed for G. guidonia in the flooded
area and A. anthelmia in the non-flooded area, while there were no differences between
areas for V. discolor (Table 2). The leaf area tended to show higher values in the non-
flooded areas, with significant differences observed for G. guidonia and A. anthelmia.

However, no differences were observed for V. discolor (Table 2).
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Table 2. Mean values (+ standard deviation) of the morphological, anatomical, and photosynthetic pigment attributes of the species Guarea guidonia, Andira
anthelmia, and Vernonanthura discolor in a flooded and non-flooded area. Asterisks (*) indicate significant differences between the flooded and non-flooded

areas (Mann-Whitney test; p < 0.05).

Traits G. guidonia A. anthelmia V. discolor
Flooded Unflooded Flooded Unflooded Flooded Unflooded
- Thickness (mm) 0.26+0.021* 0.18+0.03 0.37+0.03* 0.26+0.04 0.35+0.08* 0.33+0.09
8 Succulence (gm2) 134.3948.1 182.80£27.9 112.1+£2.0 100.0£15.3 391.74£85.5* 383.41+44.3
.g_ LSM (gm) 63.0+0.4* 38.2+5.4 52.2+1.8* 50.9+9.0 40.74£5.4* 29.2+0.5
S Density (gm?) 241.12+19.3*  207.5%£10.4 140.1+18.0  198.9+71.1* 121.9+45.0 92.9+27.8
= Leaf Area (cm™) 23.5+3.1 33.1+0.02* 19.745.7 32.4+7.2* 15.3+2.8 23.5+£0.4
Leaf Blade (um) 262.915.2* 262.6+£11.8 199.5+14.4*  182.7+10.4 190.6+58.6* 176.9+£19.8
Palisade parench. (um) 82.6£15.1* 72.0£0.5 75.3£19.2 87.2t1.1 78.6£17.4* 62.916.4
Spongy parench. (um) 141.5+0.5 141.7+0.2 106.2+17.4* 53.0+1.7 81.9+27.3 77.7+1.7
g‘ Adaxial Ep. (um) 14.8+5.5* 0.945.7 19.0+6.1 15.1+3.9 12.7+0.4* 12.6+4.1
% Adaxial Cut. (um) 5.8+4.7* 2.6+1.9 8.3+5.0* 4.0+1.6 3.8+1.4* 2.4+0.6
2 Abaxial Ep. (nm) 10.0£1.7* 7.7+£3.0 7.1+1.1 6.5+2.0 7.3+0.9 8.5+2.0
Abaxial Cut. (um) 4.2+1.9* 2.2+0.3 4.0+2.4 2.8+1.1 1.8+0.3 2.8+1.0
Stomatal Density (mm-2) 21.845.2 18.5+5.2 50.2+2.8* 35.0+£11.0 24.3+12.3* 18.7+4.5
Stomatal Area (um) 101.8+23.1 86.8+23.2 37.3+£10.3 62.5+12.9* 73.8+20.5 72.1+35.0
Chlorophyll a (umol cm™) 20.1+4.2 30.4 £5.2* 32.7+9.3 26.3+5.1 16.6 £2.8 23.2 £ 5.6*
£  Chlorophyll b (pmol cm) 148+2.7 20.9 + 3.9* 21.9+6.8 16.9+£3.1 11.1+£19 14.2 £3.3
GE’ Carotenoids (umol cm™?) 6.5+1.3 6.9+1.8 71.7+26 6.2+2.2 3.6x£0.7 6.2+ 1.9*
E’ Chlorophyll a/b 1.3+0.08 1.4+0.07* 1.4+0.02 1.5+0.02* 1.4+0.09 1.5+£0.03*
Chlo/Carot. 6.2+0.6 10.6+4.6* 9.5+2.7 79115 8.5+1.2 7.1+0.6
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4.4.2 Anatomical leaf blade traits

The three species presented divergences regarding some anatomical traits
in the flooded and non-flooded areas (Table 2 and Figure 1). Although all species
presented uniseriate epidermis on the adaxial and abaxial faces that were covered by
cuticle (Figure 1), it was possible to observe that the species showed some significant
differences in the thickness of the epidermis and cuticle between the areas (Table 2).

The leaf blades of the three species were characterized as dorsiventral
(Figure 1), and it was possible to observe greater thickening of the leaf blade and
adaxial cuticle under the flooding regime (Table 2; Figure 1). Individuals of G.
guidonia and V. discolor showed higher values of palisade parenchyma in the flooded
area, while individuals of A. anthelmia did not show significant differences between
the areas (Table 2; Figure 1). As for the spongy parenchyma, only individuals of A.
anthelmia presented significantly higher values under the flooding regime (Table 2;
Figure 1). Regarding the epidermis on the adaxial face, G. guidonia and V. discolor
individuals exhibited higher values in the flooded area. For epidermis on the abaxial
surface, only G. guidonia showed higher values in the flooded area, while A.
anthelmia did not show differences in the thickness of either side of the epidermis in
the presence of flooding (Table 2; Figure 1). Regarding the abaxial cuticle, only G.
guidonia individuals presented significantly higher values in the flooded area (Table 2;

Figure 1).
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Figure 1: Cross sections of the leaf blades of Guarea guidonia, Andira anthelmia, and
Vernonanthura discolor observed with light microscopy. G. guidonia leaf blade in the flooded (A)
and non-flooded (B) areas; A. anthelmia in the flooded (C) and non-flooded (D) areas; and V. discolor
in the flooded (E) and non-flooded (F) areas. pp - palisade parenchyma; sp - spongy parenchyma; vb
- vascular bundle. Bars: 20um.
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Through Pearson correlation (p < 0.05), it was possible to observe
independent variations in leaf blade thickening patterns in response to flooding and
non-flooding conditions among the three species studied (Figure 2). For V. discolor, a

positive correlation was observed between leaf blade thickness and palisade parenchyma

(r2 = 0.63, p = 0.005) and spongy thickness (2 = 0.60, p = 0.0080 (Figure 2 A and

B). However, leaf blade thickness for A. anthelmia individuals varied negatively as a
function of palisade parenchyma thickening (r2 = - 0.49, p = 0.02) and positively
with respect to spongy parenchyma thickening (r2 = 0.71, p < 0.01) (Figure 2 A

and B). Only in the case of A. anthelmia was it possible to detect a significantly

negative relationship in the correlation between leaf blade thickness and the

palisade/spongy parenchyma ratio (r2 = - 0.82, p < 0.01) (Figure 2 C). No
statistically significant correlations between these attributes in G. guidonia individuals
were identified (Figure 2 A-C).

Regarding the stomata, the three species had amphistomatic leaves with
stomata located at the same level as the other epidermal cells (Figure 1 A-D); the
exception was V. discolor, which had stomata located in epidermal elevations (Figure 1
E — F). Between the flooded and non-flooded areas, the stomatal density showed
significant differences only for the species A. anthelmia and V. discolor, and the stomata

area showed significant changes only for A. anthelmia (Table 2).
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Figure 2. Linear regression (p < 0.05) between the anatomical attributes of the leaf blades of

Guarea guidonia (diamond), Andira anthelmia (circles), and Vernonanthura discolor (triangles) in

response to flooded and non-flooded conditions. A — Relation between the palisade parenchyma

and the leaf blade thickness; B - Relation between spongy parenchyma and leaf blade thickness; C

- Relation between the palisade/spongy parenchyma ratio and leaf blade thickness.
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4.4.3 Chloroplast ultrastructure

Ultrastructural discrepancies were observed in the leaf blade chloroplasts
of G. guidonia, A. anthelmia, and V. discolor with respect to the flooded and non-
flooded areas (Figure 3). The chloroplasts of the three species in the flooded area had
thylakoid stacked in granum, a condition not identified in the chloroplasts associated
with the non-flooded area (Figure 3). The three species showed greater starch grains
and lipid drops in the flooded area (Figure 3 A, B, E, F, I, J). And also observed a
higher level of plastoglobules in the chloroplasts of A. anthelmia, and V. discolor in
the non-flooded area (Figure 3G, H, K, L). Plastoglobules presence was not observed
for G. guidonia in either area (Figure 3 A, B, C, D).

Floqded Unﬂqoded

G.guidonia

A.anthelmia

V.discolor

Figure 3: Ultrastructural characterization of chloroplasts from Guarea guidonia, Andira anthelmia, and Vernonanthura
discolor performed by transmission electron m
icroscopy. G. guidonia chloroplasts in flooded (A and B) and non-flooded (C and D) areas; A. anthelmia in flooded (E
and F) and non-flooded (G and H) areas; V. discolor in flooded (I and J) and non-flooded (L and M) areas. g: thylakoid
membranes organized in grains; a: starch grains; asterisk: lipid drops; arrows: plastoglobules. Bars: A, C, G, H, and I: 10
um; B: 5 um; E, F, J, L, and M: 2um; C and H: 1um; D: 0.5um.
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4.4.4 Chlorophyll a fluorescence and photosynthetic pigment content

Chlorophyll a fluorescence analysis was performed to evaluate the
photosystem Il (PSII) quantum yield of the three species under the flooded and non-
flooded conditions. The maximum PSIl quantum yield (Fv/Fm) showed significant
differences for A. anthelmia, and a 14.6% reduction in Fv/Fm was detected in
individuals exposed to the flooding condition. For the other species, reductions in
Fv/Fm in the non-flooded area for G. guidonia and V. discolor were observed
(1.2% and 1.3%, respectively). However, this reduction was not statistically significant
(Figure 4A). Photochemical dissipation (gP) did not show significant differences
between the study areas. However, a reduction in P of 1.1% was observed for G.
guidonia, of 8.8% for A. anthelmia, and of 4.6% for V. discolor (Figure 4B). The non-
photochemical dissipation (NPQ) was significantly lower for G. guidonia in the
flooded area, demonstrating a reduction in NPQ of 39.8%. There was a reduction of
25.0% in the NPQ for A. anthelmia and of 27.3% for V. discolor. However, these
reductions do not represent significant differences between areas (Figure 4C).

Chlorophyll a and b parameters only presented significant differences
for the species G. guidonia and V. discolor in the non-flooded area. In contrast, the
values did not show variation for A. anthelmia between the areas. The chlorophyll a/b
ratio in the species G. guidonia, A. anthelmia, and V. discolor also showed higher
values in the non-flooded area (Table 2). As for carotenoids, higher values associated
with V. discolor occurred in the non-flooded area. The Chlo/Carot ratio only
presented significant values for the species G. guidonia in the non-flooded area (Table
2).
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Figure 4: Mean values (+ standard deviation) of photosystem Il performance evaluated during the
day using chlorophyll a fluorescence for the species Guarea guidonia, Andira anthelmia, and
Vernonanthura discolor in flooded (grey bar) and non-flooded (white bar) areas. A - Maximum
PSII quantum yield (F./Fn); B - photochemical quenching (gP); C - non-photochemical quenching
(NPQ). (Mann-Whitney test; p < 0.05).

4.4.5 Plasticity and integration phenotypic
Traits with RDPI values > 0.2 were considered the most plastic. Thus, the

traits that showed the greatest phenotypic plasticity in G. guidonia were adaxial
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cuticle (0.31), LSM (0.27), chlorophyll a content (0.23), leaf density (0.23), NPQ
(0.22), and chlorophyll/carotenoid ratio (0.20) (Figure 5A). For A. anthelmia, the most
plastic traits were the chlorophyll/carotenoids ratio (0.42), spongy parenchyma (0.34),
adaxial epidermis (0.32), stomatal density (0.24), leaf area (0.23), and carotenoid
content (0.23) (Figure 5 B). For V. discolor, the most plastic traits were leaf thickness
(0.34), leaf density (0.28), leaf succulence (0.28), stomatal density (0.21), carotenoid
content (0.23), and NPQ (0.22) (Figure 5 C).

The t-test (p < 0.05) revealed that the acclimatization of A. anthelmia
and V. discolor to the flooding and non-flooding conditions was driven by phenotypic
plasticity, which was demonstrated by the higher values of RDPI total in relation to Pl
total (Figures 5 E and F). The highest values of RDPI total found for A. anthelmia and
V. discolor are the result of significantly higher values of RDPI in relation to PI for
morphological and anatomical tratis, since no significant differences were observed
between RDPI and PI for physiological traits (Figures 5 E and F). On the other hand,
G. guidonia did not present differences between RDPI total and Pl total, and significantly
higher values of Pl in relation to RDPI were only observed for physiological traits
(Figure 5D).

Linear regression analysis (p < 0.05) revealed a significant positive

correlation between RDPI and Pl (r2 = 0.54, p = 0.0057) for G. guidonia (Figure 5

G), while non-significant negative correlations between RDPI and Pl were obtained for

A. anthelmia (r2 = - 0.16, p = 0.453) and V. discolor (r2 = - 0.022, p = 0.9154) (Figure
5Handl).
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Figure 5. Analysis of plasticity and phenotypic integration of species Guarea guidonia, Andira anthelmia, and

Vernonanthura discolor in relation to contrasting flooding conditions. A, B, and C - Relative distance plasticity index

(RDPI) values for all analyzed attributes. Cross line represents the cutoff value selected to indicate the most plastic

attributes of the flooding conditions. D, E, and F - Mean values (+ standard deviation) of the Relative distance plasticity

index - RDPI (grey bars) and the phenotypic integration index - Pl (light gray bars) for the analyzed functional attribute

groups (morphological, anatomical, and physiological). (t-test, p < 0.05). G, H, and | - Linear regression analysis between

phenotypic plasticity (RDPI) and phenotypic integration (PI) for the species G. guidonia (G - diamond), A. anthelmia (H

—circles), and V. discolor (I - triangles). The r? and p values are presented in each graph (p<0.05).

4.5 Discussion

This study shows that the species G. guidonia, A. anthelmia, and V.

discolor have developed efficient mechanisms for overcoming the stress caused by

permanent flooding and revealed their plant responses to flooding. These changes

involved alterations in leaf morphology, anatomy, and physiology. The high degree
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of phenotypic plasticity makes it possible to infer that these strategies were essential
for these species to establish themselves and grow under flooded conditions.

Some leaf morphoanatomical traits showed coordinated responses due to
variation between the flooded and non-flooded areas. The three species studied
presented higher leaf thickness, succulence, and LSM values in the flooded area,
demonstrating a greater carbon targeting for the construction of mesophyll tissues
(Raymundo et al. 2018). The increase in leaf blade thickness in species subjected
to flooding occurred through the consequent increase in the number or size of cells
in the palisade and/or spongy parenchyma (Cavallero et al. 2009). The results show
that the greater leaf thickness in G. guidonia and V. discolor is mainly influenced by
the palisade parenchyma thickness. At the same time, in A. anthelmia, it was more
closely related to the spongy parenchyma thickness. Thickening was more significant
in the palisade parenchyma cells observed in G. guidonia and V. discolor may be related
to nutritional deficiencies typically found in flooded areas (Santiago et al. 2014). We
suggest that the thickening of the palisade parenchyma in these species is related to
the increase in the storage area of non-structural carbohydrates. Under flooding
conditions, the translocation of photoassimilates from shoot to root is
compromised, resulting in the accumulation of starch and lipid droplets in the leaves
(Kreuzwieser et al. 2004; Herrera 2013).

The increase in starch grains and lipid drops observed in the chloroplasts
of the species under flooding conditions reflects the compromised translocation of
photoassimilates throughout the plant. In species that live in flooding conditions, there
is depletion in the phloem flow, causing a decrease in carbon fixation and starch
accumulation in chloroplasts (Malinova et al. 2017; Seung et al. 2018). The lipid drops
observed in individuals in the flooded area may be another essential energy strategy
developed by the species to maintain metabolic balance in the face of low nutrient
availability in flooded areas (Adeyo et al. 2011; Markgraf et al. 2014). Furthermore,
the plastoglobules presence was observed in the species studied in both areas. Several
forms of environmental stress promote plastoglobule syntheses, such as flooding,
nutritional deficit, drought, high irradiance, and infection by microorganisms
(Kanwischer et al. 2005; Mutava et al. 2015; Espinoza -Corral et al. 2021), making
plastoglobules an “almost constitutive structure” for chloroplasts regardless of the
environment.

On the other hand, the greater thickening of the spongy parenchyma in A,

anthelmia in flooded areas may be related to improved gas exchange (Zhang et al.
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2017). As the gas exchange is inhibited in flooded areas, the formation of leaves with
wide intercellular spaces can improve CO2 diffusion (Vashisht et al. 2010).
Furthermore, the lower leaf density and higher stomatal density observed in A. anthelmia
leaves reinforce the hypothesis that the species invested in morphoanatomical
architecture improve gas diffusion in the leaves under flooding conditions. According
to the model Baillie & Fleming (2020) proposed, the formation of air spaces in the
mesophyll can be correlated with stomatal density, controlled by the propagation of
signals from guard cells. Lundgren et al. (2019) further attribute the coordination
between mesophyll and stomata differentiation to environmental factors that modulate
plant development and physiological demands. Therefore, it is possible to suggest that
flooding conditions may have induced a coordinated response during the development
of the mesophyll and stomata in A. anthelmia to promote the enhanced regulation of
gas exchange.

Leaf area isa morphological feature affected by flooding conditions (Colmer
and Voesenek 2009). In this study, it was possible to observe that the species G.
guidonia and A. anthelmia presented lower leaf area values in the flooded area. These
responses may be associated with conditions of common hypoxia in flooded areas
(Veen and Perata 2016). Hypoxia leads to a reduction in leaf area due to limited
absorption and transport of ions, resulting in mineral deficits for the shoots (Horcani
2011). Additionally, the reduction in stomatal conductance, and the consequent
decrease in the CO2 assimilation rate, helps to explain the reduction in plant leaf
area under flooded conditions (Li et al. 2017).

The species in this study displayed greater thickening of the cuticles and
epidermises to reduce the influx of water in the leaves and improving mechanical
resistance in a flooded environment (Waldhoff and Junk 2002). In addition, flooded
conditions are conducive to the stabilization of microorganisms on the leaves (Fraaije
et al. 2015). Thus, the development of thicker cuticles and epidermis could establish a
physical barrier against pathogenic microorganism activities in the mesophyll (Van
Bael and Wecislol 2011).

Decreases in photosynthetic pigment concentrations have been
interpreted to respond to flooding (Zanandrea et al. 2009). Flooding conditions can
compromise the synthesis and/or cause chlorophyll degradation (Chen et al. 2005;
Coutinho et al. 2018). This variation may explain the lower values for chlorophyll
a and b, carotenoids, and the chlorophyll a/b and chlorophyll/carotenoid ratios

observed in the flooded area. Liu et al. (2013) demonstrated that the deficiency of
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02 and N, commonly encountered in flooded environments, compromises the
chlorophyll synthesis. Park and Lee (2019) showed that flooding could increase the
production of H202 and promote the oxidation of chlorophyll molecules.

Additionally, transcriptome studies performed on Triarrhena
sacchariflora (Maxim.) Nakai (Poaceae) demonstrated that the genes that encode the
structural proteins of photosystem 1l (PSII) light-harvesting complexes (e.g.,
Chlorophyll A-B binding protein) were down-relegated. In contrast, genes related
to the expression of enzymes related to chlorophyll hydrolysis (e.g., Chlorophyll-
chlorophyllido hydrolase) were up-regulated under conditions of prolonged flooding
stress (Wang et al. 2019). Thus, many factors can explain the lower values of
photosynthetic pigments found for the species studied under flooding conditions.

The differences in photosynthetic pigment content did not influence the
PSII photochemical yield from G. guidonia, and V. discolor between the flooded and
non-flooded areas. The maximum PSII quantum yield (Fv/Fm) and the photochemical
dissipation (qP) exceeded 0.75 for these species in both areas, indicating that more
than 75% of the light captured by chlorophyll molecules was directed to photochemical
processes (Janik et al. 2017). According to Bolhar-Nordenkampf and Oquist
(1993), these values are associated with well-functioning PSII, demonstrating that
the flooding conditions did not influence the photochemical performance of these
species. Additionally, the low values for AFv/Fm and AgP found for G. guidonia and
V. discolor further reinforce the hypothesis that these species are photochemically
acclimated to flooding conditions.

On the other hand, A. anthelmia presented higher values for AFv/Fm and
AQP, demonstrating that the flooding condition influenced PSII functioning. The
presence of significantly lower values of Fv/Fm observed for this species in the
flooded area suggests a lower photochemical efficiency of PSIl. However, this
reduction does not characterize photoinhibition since the values remained above the
minimum threshold of 0.70 proposed by Bolhar-Nordenkampf and Oquist (1993)
as indicators of photoinhibition. The reduction in Fv/Fm values may be related to
a decrease in the consumption of ATP and NADPH resulting from the inhibition
of the CO2 fixation cycle (Bolhar-Nordenkampf and Oquist 1993; Burcher et al. 2018).
The apparent increase in starch grain accumulation in A. anthelmia chloroplasts in
the flooded area may represent a strategy to avoid the total inhibition of CO2 fixation.

As phloem flux under flooding conditions is lower, soluble sugar levels in leaves can
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increase and inhibit photosynthesis (Malinova et al., 2017; Seung et al. 2018). However,
increased starch synthesis in chloroplasts prevents the accumulation of soluble sugars
and can re-establish CO2 fixation processes (AbdElgawad et al. 2020). Additional
investigation has been needed to promote a more detailed understanding of the
physiological dynamics of A.anthelmia under flooding conditions.

The presence of lower non-photochemical dissipation (NPQ) values observed in
G. guidonia in the flooded area does not represent a significant physiological change
since the NPQ values are much lower than the qP values. These results demonstrate
that a large part of the absorbed light is directed to photosynthetic processes and not
dissipated as heat (Maxwell and Johnson 2000; Jahns and Holzwarth 2012). This
trait is a good indication that G. guidonia is well acclimated to flooding conditions.

Plasticity and phenotypic integration analyses were performed to understand the
three species' acclimatization dynamics in response to flooding conditions. The
results show that A. anthelmia and V. discolor acclimatization was mainly mediated
by plastic adjustments to morphological and anatomical attributes. The
morphoanatomical traits that presented the greatest response amplitude reflect an
acclimatization strategy related to low nutritional availability expected in flooded
areas (chlorophyll/carotenoids ratio, leaf area, density, leaf thickness, and succulence)
(Villar et al. 2013), the aeration process, and the hydrostatic resistance of leaves
(thickening of the spongy parenchyma, adaxial epidermis, and increased stomatal
density) (Vashisht et al. 2010). G. guidonia presented an acclimation mechanism
that differed from the other species, characterized by a balance between variability
and integration. This response pattern demonstrates that the acclimation of G. guidonia
to flooding has resulted from a positive relationship between plasticity and phenotypic
integration. These results conflict with the premise that genotypes with high
variability rates tend to have lower functional connections between traits (Schlichting
and Pigliucci  1998; Pigliucci 2003). Although G. guidonia has an acclimatization
mechanism that differs from other species, it was possible to observe that the
functional adjustments of this species also converged with to the tolerance of
nutritional deficit (LSM, chlorophyll, and leaf density) and the aeration and

hydrostatic leaves resistance.

4.6 Conclusions
The results show that the species analyzed had experienced alterations in such

morphological characteristics as thickness, succulence, LSM, density, leaf area, and
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anatomical ones, such as parenchyma, epidermis, and cuticle, allowing them to
acclimate to flooding conditions like excess water and oxygen deficit. However,
these acclimations were not coordinated between species.

Although the species presented distinct balances between plasticity and phenotypic
integration, it was possible to observe a converging pattern for the three species
characterized by investments in nutritional deficit tolerance traits, aeration, and
hydrostatic support of the leaves. Although a convergent response pattern driven by
the environment was observed, the acclimation process of the three species varied
as a function of plasticity vs. phenotypic integration. The acclimatization of A.
anthelmia and V. discolor to flooding is controlled mainly by phenotypic plasticity
processes, primarily the morphological and anatomical traits of the leaves. In G.
guidonia, the acclimation is controlled by the balance between
plasticity and phenotypic integration processes.

This study suggests that the acclimatization of species to a particular environmental
variable can be controlled by plastic and integrative processes of the phenotype,
contradicting the premise that more integrated phenotypes limit available
adjustments. Thus, this study provides data that urges future research considering
the intrinsic characteristics of the species and that is designed to enhance
understanding of the balance between the expression and integrative compensation

of functional attributes.
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Supplementary Figure 1: Characterization of the study area. A - Overview and distance
between the study areas, showing the non-flooded and flooded area (Google Earth). Guarea
guidonia in flooded (B) and non-flooded (E) area; Andira anthelmia in flooded (C) and
non-flooded (F) area; Vernonanthura discolor in flooded (D) and non-flooded (G) area
(Personal collection).
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CAPITULO 2

VARIACAO INTRAESPECIFICA NA ANATOMIA DA MADEIRA DE ESPECIES
ARBOREAS OCORRENTES EM AREAS ALAGADAS DA MATA ATLANTICA

5. Variacgao intraespecifica na anatomia da madeira de espécies arboreas

ocorrentes em areas alagadas da Mata Atlantica
5.1 Resumo

No cenéario atual de mudancgas climaticas, varios biomas vém sofrendo alteracGes
substanciais em seus atributos edaficos. Desta maneira, grandes areas de planicies vém se
tornando &reas potencialmente alagdveis. O alagamento de uma &rea acarreta grandes
alteracdes nos atributos ambientais, como déficit de oxigénio, carregamento de nutrientes
e pressdes hidricas sobre as plantas. Contudo, algumas espécies conseguem sobreviver a
estas condicdes, contornando esses problemas ambientais. Para isso é preciso desenvolver
alteracbes em seus atributos anatdmicos e essas alteracfes devem resultar em ajustes
especificos que permitam com que estas espécies consigam sobreviver sob as condicGes de
alagamento. Assim, o presente estudo visa investigar quais ajustes nos atributos anatbmicos
do lenho permitiram com que as espécies Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae),
Andira anthelmia (Vell.) Benth. (Fabaceae) e Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob.
(Asteraceae) conseguissem habitar e se desenvolverem em ambientes alagados. As espécies
ndo apresentaram um padrdo de resposta convergente. A. anthelmia e Vernonanthura
discolor mostram menores frequéncias de vasos, com maiores diametros tangencial e
radial, fibras com maiores valores de didmetro, comprimento e espessura da parede, além
de maior comprimento de parénquima axial na area alagada. Ja a espécie G. guidonia
apresentou resultados divergentes em relacdo a essas espécies citadas, com maiores
frequéncias de vasos, de menores diametros e comprimentos, fibras com menores valores
de comprimentos e espessura da parede, e também parénquima radial com maiores valores
na area alagada. Todos esses resultados nos permitem inferir que majoritariamente G.
guidonia investiu em seguranca como estratégia no seu desenvolvimento no ambiente
alagado, enquanto A. anthelmia e V. discolor investiram em eficiéncia sob as mesmas
condicBes. Os resultados observados refletem a intima relacdo das plantas com a
disponibilidade hidrica e mostram como a relacdo seguranca/eficiéncia do transporte
hidrico € modulada pela anatomia da madeira. Deste modo, as aclimatacdes de atributos
desenvolvidas podem estar relacionadas diretamente com as condi¢bes impostas pelo
alagamento, e permitindo inferir que as espécies estudadas desenvolveram esses ajustes a
fim de contornarem problemas relacionados ao excesso de agua e aos déficits de oxigénio
ocorridos neste ambiente.

Palavras-chave: Alagamento, Plasticidade Fenotipica, Aclimatacad, Anatomia do lenho.
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5.2 Abstract

Several biomes have been undergoing substantial changes in their edaphic attributes in the
current climate change scenario. In this way, large areas of plains are becoming potentially
floodable areas. The flooded of an area causes significant changes in environmental
attributes, such as oxygen deficit, nutrient loading, and water pressure on plants. However,
some species survive these conditions, bypassing these environmental problems. For this,
it is necessary to develop changes in their anatomical attributes, and these changes must
result in specific adjustments that allow these species to survive under flooded conditions.
Thus, the present study aims to investigate which adjustments in the anatomical attributes
of the wood allowed the species Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae), Andira
anthelmia (Vell.) Benth. (Fabaceae) and Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob.
(Asteraceae) were able to inhabit and develop in flooded environments. Species did not
show a convergent response pattern. A. anthelmia and Vernonanthura discolor show lower
vessel frequencies, with greater tangential and radial diameters, fibers with greater values
of diameter, length, and wall thickness, in addition to the greater length of axial parenchyma
in the flooded area. G. guidonia shows divergent results to these mentioned species, with
higher vessels frequencies, smaller diameters and lengths, fibers with lower values of
length and wall thickness, and radial parenchyma with higher values in the flooded area.
All these results allow us to infer that most G. guidonia invested in safety as a strategy for
its development in the flooded environment, while A. anthelmia and V. discolor invested
in efficiency under the same conditions. These results reflect the close relationship of plants
with water availability and show how the wood anatomy modulates the safety/efficiency
relationship of water transport. Thus, the developed acclimatized attributes may be directly
related to the conditions imposed by the flooded, allowing inferring that the studied species
developed these adjustments to overcome problems related to excess water and oxygen

deficits occurring in this environment.

Keywords: Flooded, Phenotypic Plasticity, Acclimatization, Wood Anatomy.
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5.3 Introducgéo

As mudancas climaticas sugerem que eventos de inundacéo podem ocorrer de forma
mais frequente a cada ano. As inundagbes ocasionam mudangas nos caracteres
fitogeograficos do ecossistema, e com isso, a cobertura vegetal original sofre grandes
modifica¢des, formando pequenas areas de campos e capoeiras (Esser, Neves e Jarenkow,
2019). Ademais, eventos de inundacdo do solo em grande escala acabam alterando as
caracteristicas do ambiente, proporcionando condi¢des negativas ao desenvolvimento da
planta (Bellard et al., 2014).

A presenca de areas inundadas torna um obstaculo & colonizago de espécies ao
ambiente (Mustroph, 2018). Nas areas susceptiveis a inundagdes ocorre diminuicdo das
trocas gasosas entre o solo e a atmosfera, supressdo de oxigénio e déficit de nutrientes
essenciais ao desenvolvimento das plantas. Nas condi¢des de anoxia a concentracao interna
de O> decresce drasticamente, e consequentemente, o alagamento acaba impondo presséo
sobre as plantas, cuja intensidade e duracdo sdo imprevisiveis (Walter, 2020). Contudo,
muitas espécies vegetais acabam desenvolvendo respostas aclimatativas que evitam a

hipdxia, criando mecanismos estratégicos de respostas ao alagamento (Lan et al., 2020).

Desta forma, as espécies tiveram que desenvolver estratégias para sobreviver as
condicdes impostas pelo ambiente, permitindo afirmar que estas desenvolveram algum
grau de plasticidade em seus atributos anatdmicos (Brotherton et al., 2019). De acordo com
Stotz et al (2021) a capacidade de um individuo alterar suas caracteristicas anatbmicas em
resposta a variagdo ambiental é chamada de plasticidade fenotipica. Através desta, 0s
individuos conseguem alterar suas caracteristicas anatbmicas com respostas especificas as
mudangas ocorridas no ambiente (Valladares et al., 2000; 2006). Este fato indica que
plantas presentes em ambientes com solo saturado com supressao de recursos, e falta total
ou parcial de oxigénio, por exemplo, desenvolvem alteracGes em suas caracteristicas
anatdmicas, tendendo a ampliarem respostas especificas as condi¢Oes estabelecidas no

ambiente alagado (Szabo et al., 2018).

Neste sentido, as investigacGes anatbmicas podem ser uma abordagem Util para a
compreensdo das mudancas estruturais das plantas sujeitas a mudancas ambientais em seus
habitats naturais (Bongers et al., 2017). Analises da estrutura e funcdo da madeira se tornam
essenciais para o entendimento e compreensao dos mecanismos aclimativos das espécies de
plantas, além de auxiliarem no manejo de coleta de informac@es sobre as diferentes espécies
em resposta ao alagamento e, consequentemente, colonizacdo dessas espécies em um

ambiente hipdxico (Burgess-Gamble et al., 2018).
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Nesse contexto, o objetivo desde estudo foi realizar analises comparativas dos
atributos anatémicos da madeira das espécies arboreas que sdo encontradas tanto em
ambientes permanentemente alagados quanto em ambientes ndo alagados na Mata Atlantica,
a saber: Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae), Andira anthelmia (Vell.) Benth.
(Fabaceae) e Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. (Asteraceae). Todas estas espécies
coocorrem em Floresta Ombrofila Densa, e este estudo buscou identificar os estresses
impostos pelo alagamento, relacionando o efeito do alagamento sobre as caracteristicas
anatdmicas da madeira nestas espécies. E a partir disso, avaliar quais foram as estratégias
adaptativas que as espécies desenvolveram para sobreviver na area alagada, e 0 quanto essas
estruturas variaram. Desta maneira, a identificacdo prévia e detalhada das caracteristicas
anatdmicas analisadas fornece informacGes acerca de mecanismos estratégicos de espécies
vegetais tolerantes as areas alagadas, sendo informacdes preponderantes no manuseio e

adequacdes de previsdes de servicos ambientais em &reas potencialmente alagadas.

5.4 Material e Metodos
5.4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na Reserva Bioldgica Pogo das Antas (RBPA) (22°33°S e 42°
19°W). A RBPA localiza-se na regido das baixadas litoraneas do estado do Rio de Janeiro,
no municipio de Silva Jardim (Figura 1). Esta regido esta sob influéncia direta da bacia
hidrogréafica do rio Sdo Jodo (Lima et al., 2006), abrangendo uma &rea de 5.160 hectares e
contétm duas éareas geomorfolégicas distintas: varzeas (temporariamente ou
permanentemente inundadas) e os morrotes de 19 - 200 m de altura (Moraes et al., 2006).
O clima da regido é quente e imido (Aw, de acordo com a classificacdo de Koppen), com
uma precipitacdo anual média de aproximadamente 1.900 mm e temperatura média anual
de 25.5 °C (Lima et al., 2006; Moraes et al., 2006; Alvares et al., 2012). Variacoes
microclimaticas entre os dois sitios de coleta foram avaliadas para temperatura e umidade
relativa do ar, com uso de termohigrémetro (HT-30, Intrutherm, Brasil), e para irradiancia
solar, com uso de um radidmetro (LI-250A, Li-Cor Inc., EUA). Os dados microclimaticos
foram obtidos a 1,30 m do solo, em cada direcdo cardinal, ao redor das arvores entre
11h30m e 12h00m (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizacdo das condi¢Ges ambientais entre as &reas ndo alagada e alagada.

i L N&o
Dados Microclimaticos Alagada Alagada
. — ~
Irradianca '\gﬁ‘;'a (Umolm™  ga51128 8044509
Temperatura (°C) 29.8+6.5 30177
Umidade (%) 57.5+24.0 58.2£16.5

De acordo com Lima et al. (2006), a cobertura vegetal da Rebio é caracterizada

como Floresta Ombrofila Densa. Este tipo de vegetacdo foi subdividido em cinco

formacdes obedecendo a uma hierarquia topografica e fisiondmica: floresta altomontana,

floresta montana, floresta submontana, floresta de terras baixas e floresta aluvialO estudo

foi feito na floresta de terras baixas, em duas areas da Reserva Bioldgica Poco das Antas

(Rebio Pogo das Antas), uma area ndo alagada (morrote) e outra alagada (varzea). Essas

areas encontram-se separadas por aproximadamente 30 metros de distancia (Figura 1).
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Figura 1: Caracterizagdo da area de estudo. A: Visdo geral e distancia entre as areas de estudo,
demonstrando a &rea ndo alagada e alagada. Em B - Espécies submetidas ao regime de alagamento;
C - Espécies fora do regime de alagamento (area ndo alagada).

5.4.2 Selecéo das espécies

Espécies arbdreas que ocorriam concomitantemente na area alagada e ndo alagada
foram selecionadas (Tabela 2), com base nos inventarios realizados por Guedes-Bruni
(2006) e pelo banco de dados do programa Mata Atlantica/Jardim Botéanico do Rio de
Janeiro. As trés espécies selecionadas foram: Guarea guidonia (L.) Sleumer (Meliaceae) —
arborea, altura média = 4 Metros alagado e 6 Metros ndo alagado, DAP = 55 centimetros
alagado e 70 centimetros ndo alagado; Andira anthelmia (Vell.) Benth. (Fabaceae) —
arbérea, altura média = 5 Metros alagado e 7 Metros ndo alagado, DAP = 50 centimetros
alagado e 65 centimetros ndo alagado; Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob.
(Asteraceae) — arbdrea, altura média = seis metros alagado e oito metros ndo alagado, DAP
= 58 centimetros alagado e 63 centimetros ndo alagado. As espécies deste estudo sdo

caracterizadas por apresentarem ampla distribuicdo geogréfica (Flores, 2020). Estas
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espécies sdo endémicas do Brasil e podem ser encontradas em diferentes regides, sendo
espécies importantes ao ponto de vista ecoldgico e econémico: G. guidonia usada no
madeireiro para construcdo civil e naval; A. anthelmia por fornecer propriedades anti-
helmintico e prevencdo de parasitores; e V. discolor usada em caixotaria, aglomerados, e

paines industriais (Carvalho et al., 2006).

5.4.3 Processamento do lenho

Amostras do lenho foram coletadas de cinco individuos selecionados para cada
espécie nas duas areas de estudo, por método ndo destrutivel, utilizando trado de
incremento. Essas coletas foram realizadas a aproximadamente 1.30 m acima do solo. As
amostras do lenho, na regido do cerne, foram seccionadas em microtomo de deslize
(SM2010 R, LEICA, Alemanha) nas segdes transversais e longitudinais (radiais e
tangenciais) com uma espessura média de 15 um. O material seccionado foi clarificado em
hipoclorito de sédio 50%, e, posteriormente, desidratado em série crescente de etanol e
corados com azul de Astra e safranina hidroalcodlica (Johansen, 1940). Subsequentemente,
as secgdes foram imersas em xilol e montadas em Iaminas permanentes com Entellan®
(Burger e Richter, 1991).

Para a obtencdo do macerado, os corpos de prova do lenho de cada espécie foram
submetidos a solucdo de Franklin (Kraus e Arduin, 1997), e colocados em estufa a 60 °C
até o material comecar a se desintegrar. Apos esse procedimento, o material foi corado com
safranina aquosa, € montado em laminas semipermanentes com solucdo aquosa de
glicerina. A partir desses processamentos foram avaliados os seguintes atributos
anatdmicos do lenho: 1. Seccdo transversal: frequéncia de vasos por mmz2, diametro
tangéncia e radial dos vasos, e area do limen dos vasos; 2. Seccdo longitudinal tangencial:
frequéncia de parénquima radial por mm2, comprimento e largura dos parénquimas radiais,
pontoagdes raio-vasculares e intervasculares, comprimento e nimero de celulas dos
parénquimas axiais; 3. Seccdo longitudinal radial: pontoacGes raio-vasculares; 4.
Macerado: comprimento dos vasos, comprimento, diametro, limen, espessura da parede, e
pontoacOes das fibras. Para mensurar esses atributos foram obtidas imagens em
microscopio optico de campo claro (Axioplan, ZEISS, Germany), acoplado ao sistema de
captura de imagem (Moticam Pro 282B, Hong Kong). As imagens obtidas foram entéo
processadas utilizando o software Image-Pro Plus 4.0. Todas as descri¢Oes e quantificagoes
celulares do lenho foram realizadas seguindo as regras estabelecidas pelo IAWA
Committee (1989).
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5.4.4 Analise estatistica

A anadlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar as diferencas nas
caracteristicas anatdmicas entre as especies, seguido pelo teste post hoc de Tukey para
revelar como as espeécies diferem significativamente umas das outras ao nivel de confianca
de p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas em R ambiente v. 3.2.0 (R Core Team
2014). Para reconhecer os padrdes predominantes para as espécies desta comunidade, uma
analise de componentes principais (PCA) foi realizada em uma matriz com anatomia
funcional caracterizadas em colunas e unidades de amostra (individuo / espécie) em linhas,
usando o software PC-ORD versao 6.0 (McCune e Mefford, 2011).

A partir dos valores anatomicos obtidos calcularam-se os indices de
vulnerabilidade (IV), mesomorfia (IM) e agrupamentode vasos (IAV), de acordo com
Carlquist (1977).

Para tanto foram empregadas as expressoes:

IV =—2DV y =_1IV 1AV = BV
7 EV 7 CEV AV

Em que: IV = indice de vulnerabilidade; IM =indice de mesomorfia; IAV =

indice de agrupamento de vasos; DV = didmetro dos vasos; FV = frequéncia dos vasos;
CV = comprimento dos elementos de vaso; AV = agrupamento dos vasos (solitarios,

geminados, multiplos de 3 e multiplos de 4ou mais).

5.5 Resultados
5.5.1 Atributos anatémicos do lenho

As espécies estudadas mostram diferencas significativas para quase todos os
atributos anatdmicos do lenho entre a area alagada e a area ndo alagada, contudo ndo houve
um padrdo de respostas entre as espécies (Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4). Desta forma a espécie
Guarea guidonia apresentou maiores valores de frequéncia dos vasos mm2 na area alagada,
visto que, Andira anthelmia e Vernonanthura discolor apresentaram maiores valores na area
ndo alagada. Para o comprimento dos vasos A. anthelmia apresentou maiores valores na area
alagada, enquanto V. discolor apresentou maiores valores na area ndo alagada. J& 0s
parametros de diametro radial e tangencial e de area do lumen, G. guidonia mostrou maiores
valores na area ndo alagada, enquanto A. anthelmia mostrou maiores valores na area alagada.
Quanto a espessura da parede dos vasos, apenas a espécie V. discolor apresentou maiores

valores na area alagada (Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4).
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Em relacdo ao comprimento das pontoagOes intervasculares e raio-vasculares foram
observados valores significativamente maiores na area alagada para as espécies Andira
anthelmia e Vernonanthura discolor quando compado com as pontoacdes nos vasos nas
espécies da area ndo alagada (Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4). Contudo em relacdo as pontoacdes
paréngquima-vasculares ndo foram observadas um padrdo, sendo que Guarea guidonia
apresentou maiores valores na area ndo alagada, e V. discolor apresentou maiores valores na
area alagada (Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4).

Quanto ao diametro e Iimen das fibras, apenas a espécie Vernonanthura discolor
apresentou diferencas significativas, com fibras de maiores didmetros e menores areas de
limen na area alagada. Ja para os atributos comprimento, espessura da parede e pontoacgdes
das fibras foram observados valores significativamente maiores para a espécie Guarea
guidonia na area ndo alagada, visto que para a espécie V. discolor esses valores se mostram
maiores na area alagada (Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4). Em relacdo a frequéncia do parénquima
radial apenas a espécie G. guidonia apresentou valores significativos maiores na area alagada
(Tabela 2; Figuras 2, 3 e 4). Em contrapartida para o parénquima axial, apenas a espécie
Andira anthelmia apresentou valores significativos maiores na area alagada (Tabela 2;
Figuras 2, 3 e 4). Os resultados mostram investimento na construcéo de diferentes tecidos
nas plantas, sendo estratégias interespecificas, ndo apresentando assim um padrdo de

respostas entre as areas de estudo.
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Figura 2: Anatomia do lenho de Guarea guidonia, na area alagada e ndo alagada. A, C e E —
alagada. B, D e F — ndo alagada. A e B — Seccdo transversal, vasos solitarios (seta). C e D —
Elemento de vasos em destaque mais préximos. E e F Seccédo longitudinal tangencial, monstrando
0 parénquima radial (seta). Barras: A, B, Ee F —200 um; C e D — 100 pm.
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Figura 3: Anatomia do lenho de Andira anthelmia, na &rea alagada e ndo alagada. A, C e E —
alagada. B, D e F — ndo alagada. A e B — Seccdo transversal, vasos solitarios (seta). C e D —
Elemento de vasos em destaque mais préximos. E e F Seccédo longitudinal tangencial, monstrando
0 parénquima radial (seta). Barras: A, B, Ee F —200 um; C e D — 100 pm.
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Figura 4: Anatomia do lenho de Vernonanthura discolor, na area alagada e ndo alagada. A, Ce E
—alagada. B, D e F — ndo alagada. A e B — Seccdo transversal, vasos solitarios (seta). C e D —
Elemento de vasos em destaque mais préximos. E e F Seccédo longitudinal tangencial, monstrando
0 parénquima radial (seta). Barras: A, B, Ee F —200 um; C e D — 100 pm.

5.5.2 Indice de vulnerabilidade e mesomorfia

Com a analise dos indices de vulnerabilidade e mesomorfia, foi possivel observar que
as espécies Vernonanthura discolor e Andira anthelmia apresentaram maiores valores na
area alagada, visto que Guarea guidonia apresentou esses maiores valores na area ndo
alagada (Tabela 2). Os valores de vulnerabilidade na area alagada variaram entre 2,8 a 90,0
e 0 de mesomorfia entre 774,1 a 25.249,7, enquanto na area ndo alagada a vulnerabilidade
variou entre 2,5 a 43,9 e o de mesomorfia entre 593,2 a 18.847,6 (Tabela 2). V. discolor
apresentou 0os menores valores para esses indices, enquanto A. anthelmia apresentou 0s

maiores valores (Tabela 2).

72



Tabela 2: Valores médios (+ desvio padrdo) dos atributos funcionais do lenho das espécies Guarea guidonia, Andira Anthelmia e Vernonathura
discolor entre as areas Alagada e Ndo Alagada. Asterisco e valores em negrito indicam diferencas significativas entre os ecossistemas de restinga e
floresta. (T-test, p<0.05).

Atributos Guarea guidonia Andira Anthelmia Vernonathura discolor
Alagado Nao Alagado Alagado Nao Alagado Alagado Nao Alagado
Elementos de vaso
Frequencia (vasos.mm 2 ) 8 + 3,9*% 6 + 2 2 + 1 3 + 2,0* 21 + 8 24 = 7,0*
Comprimento (um) 488,3 + 1110 5168 + 915 2805 + 40,0 429,2 + 106,8* 280,3 + 93,3* 238,3 + 433
Diametro tangéncial (um) 1118 + 335 1289 =+ 26,7* 198,7 + 25,8* 1331 + 284 586 + 110 596 + 10,7
Diametro radial (um) 1260 + 33,0 1620 + 40,8* 246,4 + 37,9* 166,1 + 38,6 629 + 128 615 + 118
Area do lumen (um 2) 13650,0 + 7396,1 19354,3 + 7356,9* 42177,4 + 10968,1* 19879,4 + 8467,8  3494,6 + 1206,0 3479,5 + 1211,9
Espessura da parede (um) 6,6 + 14 6,8 + 1,3 6,9 + 1,4 6,4 + 14 47 =+ 1,3* 42 + 10
Pontoacoes (um)
Intervascular (um) 36 + 05 37 = 06 8,7 + 14* 75 = 172 30 =+ 0,8* 21 + 04
Raio-vascular (um) 30 £+ 11 34 £+ 06 78 £ 1,3 75 + 14 35 *= 08* 26 = 07
Parénquima-vascular
(um) 30 £ 05 36 £ 06* 71 % 15 69 + 15 38 * 08* 21 + 05
Fibras
Diametro (um) 180 + 22 182 + 25 239 + 41* 197 + 23 202 + 36 205 + 34
Lumen (um) 99 £ 25 93 + 19 98 # 3,5 112 =+ 2.1* 116 + 3,3 121 + 3,0
Comprimento (um) 981,0 = 197,8 10930 + 178,3* 11594 + 173,3* 9155 + 1933 6856 + 250,3 6309 + 226,8
Espessura da parede (um) 41 + 09 45 + 0,9* 70 =+ 1,3* 42 + 0,6 43 + 1.2 42 + 10
Pontoagoes (um) 36 £ 10 33 + 19 59 + 2]1* 53 + 22 22 = 08 20 = 06
Parénquima-radial
Frequencia (rays.mm 2) 7 + 1,7* 6 + 2 5 + 1 5 + 1 4 =+ 1 3 = 1
Comprimento (um) 2347 + 624 2271 + 543 2155 + 47,0 201,3 + 32,3 181,0 + 47,0 1808 %= 50,8
Largura (um) 225 + 6,2 206 + 55 362 + 9,8 340 + 117 353 + 88 364 + 10,8
Parénquima axial
Comprimento (um) 490,1 + 90,7 4938 + 1088 3630 + 992* 3123 + 66,9 3425 + 1635 3558 + 141,1
N° de células 54 + 14 52 + 15 39 + 14* 34 £+ 12 30 + 13 31 = 15
Vulnerabilidade 13,7 22,1 90,0 43,9 2,8 2,5
Mesomorfia 6707,8 11403,2 25249,7 18847,6 774,1 593,2
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5.5.3 Anélise dos componentes principais (PCA)

Para a espécie Guarea guidonia (Figura 5-A), a analises de componentes principais
(PCA) explicou 59% da variacéo total no conjunto de dados, com 37,01% pelo primeiro
componente principal (PC1), e 22,13% pelo segundo (PC2) (Figura 5-A). PC1l foi
influenciado pelo comprimento dos vasos (b), didmetro radial dos vasos (c) didmetro
tangencial dos vasos (d), area do limen dos vasos (e), espessura da parede dos vasos (f),
pontoacOes raio-vasculares das fibras (h), comprimento das fibras (1), espessura da parede
das fibras (m) e comprimento dos raios (p). PC2 foi influenciado principalmente pela
frequéncia dos vasos mm2 (a), pontoa¢des intervasculares (g), largura dos raios (q) e nimero
de células do parénquima axial (5).

Para a espécie Andira anthelmia (Figura 5-B), a analise de componentes principais
(PCA) explicou 63,35% da variacéo total no conjunto de dados, com 46,52% pelo primeiro
componente principal (PC1), e 16,83% pelo segundo (PC2) (Figura 5-B). O PC1 foi
influenciado principalmente pelo comprimento dos vasos. E PC2 foi influenciado pela
frequéncia dos vasos mmz (a), diametro tangencial dos vasos (d), comprimento dos raios (p),
largura dos raios (g) e numero de células do parénquima axial (5).

J& para a espécie Vernonanthura discolor (Figura 5-C), a analise de componentes
principais (PCA) explicou 54,79 % da variacdo total no conjunto de dados, com 31,44% pelo
primeiro componente principal (PC1), e 23,35% pelo segundo (PC2) (Figura 5-B). O PC1
foi influenciado principalmente pela largura dos raios (g). E o PC2 foi influenciado pelo
comprimento dos vasos (b), espessura da parede dos vasos (f), pontoagdes raio-vasculares

das fibras (h), pontoac6es parénquima-vascular (i) e comprimento das fibras (I).
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Figura 5. Andlise de componentes principais (PCA) para as espécies: A - Guarea guidonia, B -
Andira Anthelmia e C - Vernonathura discolor. a - Frequéncia dos Vasos; b — Comprimento dos
Vasos; ¢ — Diametro Tangencial dos Vasos; d — Diametro Radial dos Vasos; e — Area do Lumen
dos Vasos; f — Espacamento da Parede dos Vasos; g — Pontoacdes Intervascular; h — PontoacGes
Raio-Vaso; i — Parénquima Vascular; j — Didmetro das Fibras; k — Lumen das Fibras; | —
Comprimento das Fibras; Espessura da Parede das Fibras; m — Espessura da Parede das Fibras; n —
PontoagOes das Fibras; o — Frequéncia dos Raios; p — Comprimento dos Raios; q — Largura dos
Raios; r — Comprimento Parénquima Axial; s — N° de Células Parénquima Axial.

Essas caracteristicas permitiram entender que para as espécies Guarea guidonia
(Figura 5-A) e Vernonanthura discolor (Figura 5-C) ndo apresentaram um padrdo de
separacdo em grupos em detrimento das areas do estudo, ja para a espécie Andira anthelmia
(Figura 5-B), esses atributos permitiram a separacdo de dois grupos de acordo com as
diferengas ambientais entre a area alagada e ndo alagada (Figura 5-C).

5.6 Discussao

Com a analise anatdmica do lenho foi possivel constatar que as espécies Guarea
guidonia, Andira anthelmia e Vernonanthura discolor desenvolveram mecanismos
difererentes e especificos em relacdo aos ambientes e essas mudancas envolveram alteracfes
nos atributos anatdmicos da madeira. A plasticidade fenotipica permite entender quais foram
as principais estratégias que permitiram com que essas espécies conseguissem sobreviver e
habitar no ambiente alagado (Garavillon-Tournayre et al., 2017; Stotz et al., 2021). Ademais,
espécies vegetais submetidas aos ambientes com alta disponibilidade hidrica apresentam
estruturas anatdmicas especializadas na eficiéncia da condutividade de &gua, tais como:
vasos com baixa frequéncia, grandes didmetros tangencial e radial, maiores areas de limen

e espessura da parede (Zhang et al., 2016; Van Kleunen et al., 2007).

A inundacdo do solo pode induzir mudancas significativas na estrutura do lenho. Em
ambientes com alta disponibilidade hidrica, os elementos de vasos tendem a diminuir a
frequéncia por mmz, em contrapartida, tornam-se mais compridos, com diametros e area do
[imen maiores (Lawson, Fryirs e Leishman, 2015).

Os elementos de vasos mais compridos com maiores didmetros podem transportar
maiores quantidades de agua, no entanto, sdo mais propensos a embolia. Em razéo disso,
espéecies de ambientes com menor disponibilidade hidrica tendem a apresentar vasos
menores com menores calibre, bem como em grande nimero, como forma de compensar a
eficiéncia na conducdo hidrica (Wohl, 2019).

Neste estudo as espécies Andira anthelmia e Vernonanthura discolor seguem o
padréo esperado para plantas em areas alagadas. Para Addy e Wilkinson (2019), espécies em
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solos inundados tendem a diminuir a frequéncia de vasos e aumentarem os diametros
tangencial e radial. A menor frequéncia de elementos de vaso € tipica de plantas em florestas
tropicais alagadas. Como neste ambiente existe alta disponibilidade hidrica, ndo ha a
necessidade de desenvolver vasos com maiores especializacfes na condugdo hidrica
(Nahorniak et al., 2018).

Contudo, Guarea guidonia ndo seguiu esse padrdo, apresentando assim maior
frequéncia de elementos de vasos com menores diametros no ambiente alagado. De acordo
com Fischer et al. (2016), a presenca de maior frequéncia de elementos de vasos com
menores didmetros em plantas alagadas tem sido verificada em algumas espécies. Por
exemplo, Scogings e Sankaran (2019) mostram que algumas plantas sob alagamento
apresentaram elementos de vaso mais estreitos.

Caracteristicas como maior frequéncia de vasos, elementos de vaso estreitos e curtos,
como menor area de limen proporciona maior seguranca ao transporte de agua em plantas
(Fraaije et al., 2015). Garssen (2015) sugere que algumas espécies de florestas tropicais
podem apresentar adaptacfes em suas caracteristicas voltadas para a seguranca na conducao,
priorizando adaptacdes que permitam o transporte mais seguro de volumes de agua por
unidade de tempo. De acordo com Colmer e Voesenek (2009), o menor didametro dificulta a
embolia e garante o fluxo de 4gua, uma vez que o alagamento pode acarretar reducdo na
absorcdo de agua pela planta (Brodersen, Knipfer e McElrone, 2017). Através desses
parametros observados para a espécie Guarea guidonia € possivel sugerir que esta
desenvolveu seus atributos no sentido de proporcionar maior investimento em seguranca do
que em eficiéncia.

Os maiores valores de diametro das pontoacGes intervasculares, raio-vasculares e
paréngquimavasculares nas espécies Andira. anthelmia e Vernonanthura discolor no
ambiente alagado corroboram com os resultados dos elementos de vasos citados acima,
sendo um indicativo que essas espécies investiram no transporte lateral (Lucas et al., 2013).
Essas espécies seguiram as tendéncias relacionadas com a frequéncia, o diametro radial e
tangencial dos vasos, comprovando que A. anthelmia e V. discolor investiram na eficiéncia
da conducéo hidrica, pois, maiores valores de didmetros das pontoac¢Ges indicam maiores
alternativas e conectividades na conducdo de &gua. Este fato resulta em um transporte mais

amplo e eficiente (Venturas, Sperry e Hacke, 2017).

J& os menores valores de didmetro das pontoacdes apresentados por Guarea guidonia
na area alagada podem ser interpretados como uma estratégia aclimatativa no sistema

condutor para aperfeicoar o transporte de agua. Estas pontoa¢des com menores didmetros
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promovem seguranca, pois a tensdo maior dentro dos vasos estreitos ajuda a desfazer
possiveis embolismos, promovendo assim uma maior resisténcia a cavitacao (Christman e
Sperry, 2010). Deste modo, os resultados das pontoa¢des em G. guidonia mostram-se como
valor adaptativo estratégico para seguranca na conducdo hidrica (Christman, Sperry, Smith,
2011).

As fibras séo conferem forga e rigidez a matriz do lenho (Almeida Souza et al, 2019).
Os maiores valores de fibras com maiores diametros e maior comprimento encontrados nos
individuos de Andira anthelmia na area alagada podem ser reflexos dos maiores valores
encontrados de elementos de vaso para essa area, devido a tendéncias similares de
estruturacdo dos tecidos. Essas tendéncias ocorrem através da integracdo do tamanho e
arquitetura da arvore, consequentemente, ajustando a performance mecénica da planta
(Maxwell et al, 2013). Em ambientes com maior disponibilidade hidrica, é possivel observar
plantas com fibras de maiores diametros, comprimentos e espessuras da parede, que em
conjunto com elementos de vaso mais largos, acabam por proporcionar um maior suporte ao
xilema secundario. Esses atributos aumentam a eficiéncia do transporte de A&gua,
comprovando que A. anthelmia na area alagada investiu mais em eficiéncia (Sasidharan et
al, 2017).

Ja a menor proporcao de fibras com menores valores de diametro, de comprimento e
de espessura da parede em Guarea guidonia no ambiente alagado mostra mais uma vez que
essa espécie desenvolveu uma resposta positiva como resisténcia ao embolismo Este atributo
sugere preven¢ao aos vasos vizinhos de sofrerem “implosdao”, devido ao constante retorno
de fluxo nos vasos ao longo do dia, garantindo maior seguranca no transporte hidrico (Lens
etal., 2013).

De acordo com Manvailer e Scremin-Dias (2020), o ambiente também pode
influenciar a frequéncia, comprimento e largura dos raios. Neste presente estudo, somente
Guarea guidonia no ambiente alagado apresentou maiores valores para frequéncia de raios.
Geralmente plantas em ambientes alagados tendem a desenvolverem maiores frequéncias de
raios visando qualificar o transporte radial do floema para o xilema. Esse transporte €
considerado de grande importancia na conducgéo de agua, trocas gasosas e fornecimento de
metabdlitos para o cdmbio (Ferner, Rennenberg e Kreuzwieser, 2012). Além do mais, 0
parénquima radial pode promover a estocagem e transporte de nutrientes. Desta forma, o
maior desenvolvimento desse tecido nesta espécie fornece uma vantagem adaptativa ao

ambiente alagado, ambiente este com baixa concentrac¢do nutricional (Liu et al., 2017).

O parénquima axial desempenha fun¢Ges muito semelhantes ao parénquima radial,
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contudo é mais especializado, apresentando como principal funcdo armazenar e mobilizar
substancias. Este tecido pode atuar também de forma subsidiaria como um tecido de
transporte a curtas distancias ou de reserva de sais minerais (Sonsin et al., 2012). Desta
maneira Andira anthelmia na éarea alagada teria desenvolvido maiores comprimentos e
namero de células deste tecido como uma ferramenta para armazenar e mobilizar nutrientes
de forma mais especializada e eficiente (Alves e Angyalossy-Alfonso, 2000; Sonsin et al.,
2012).

Os indices de vulnerabilidade e de mesomorfia desenvolvidos por Carlquist (1977)
explicam a relacdo entre 0s vasos e o0 ambiente. Desta maneira, para vulnerabilidade valores
mais baixos, séo indicativos que a planta esteja investindo em seguranca no transporte
hidrico e € menos susceptivel a cavitacdo em altas pressGes negativas (Marcati, Angyalossy-
Alfonso e Benetati, 2001; Jangid e Gupta, 2015). Ja o indice de mesomorfia consiste no
produto do indice de vulnerabilidade pelo comprimento dos elementos de vaso. Este indice
demonstra a quao xeromorfica é a planta, assim, valores acima de 200 indicam que as plantas
sdo mesomorficas (Jangid e Gupta, 2016). Neste estudo foi possivel observar que no
ambiente alagado somente Guarea guidonia apresentou menores valores de vulnerabilidade.
Este fato permite inferir que esta espécie investiu em seguranca, sendo menos vulneravel a
sofrer embolia, uma vez que apresenta vasos menores e em maior frequéncia, diminuindo os
riscos de propagacao das bolhas de ar (Jangid e Gupta, 2017; Gupta e Gupta, 2020).

Para o indice de mesomorfia, todas as espécies mostram valores acima de 200 em
ambas as areas alagada e ndo alagada, esses valores revelam que as espécies desse estudo
apresentam carcteristicas mesomorficas. Contudo ainda foi possivel observar que as espécies
Andira anthelmia e Vernonanthura. discolor apresentaram indices de mesomorfia maiores
na area alagada quando comparadas a area nao alagada. Ja G. guidonia apresentou menores
valores na area alagada, indicando que esses individuos podem ser menos susceptiveis a
sofrerem possiveis cavitaces, comprovando o investimento desta espécie em segurancga
(Jangid e Gupta, 2016; Aleman-Sancheschulz et al., 2020). Ja os valores observados para as
espécies A. anthelmia e V. discolor nos permitem sugerir que estas preferiram investir em

eficiéncia na conducdo hidrica.

Através da analise de componentes principais (PCA) dos atributos do lenho foi
possivel separar em dois grupos a espécie A. anthelmia (area alagada e area ndo alagada).
Para as espécies V. discolor e G. guidonia, por mais que os resultados demonstrassem
diferengas significativas entre as areas, com a analise de PCA ndo foi possivel separar o0s

individuos entre as areas alagadas e nao alagadas.
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5.7 Conclusédo
Através das analises dos atributos anatdmicos do lenho, foi possivel observar que as

diferencas ambientais contrastantes entre as areas alagada e ndo alagada promoveram a
selecdo das espécies. De modo que, as espécies que colonizam o ambiente alagado
necessariamente desenvolvem ajustes anatdbmicos para sobreviverem sob as condigdes

Impostas pelo ambiente.

Este estudo mostrou que caracteristicas como diametro, comprimento e frequéncia
de vasos, pontoagdes vasculares, diametro, comprimento e espessura da parede das fibras,
frequéncia, comprimento e largura dos raios, distribuicdo e arranjo do parénquima axial
podem variar conforme o ambiente. Estudos no ambito de identificacdo e entendimento se
tornam de suma importancia para observar as tendéncias relacionadas aos diferentes
ambientes. Desta maneira, foi possivel observar que ndo ocorreu um padrdo de respostas
convergentes para as trés espécies, os resultados mostram espécies investindo em atributos
especificos, seja aumentando o tecido, ou dimunindo. Contudo, os resultados revelaram
ainda que as espécies A. anthelmia e V. discolor na &rea alagada investiram majoritariamente
em eficiéncia na conducéo hidrica, desenvolvendo tecidos no sentido que abastecerem suas
areas de uma forma mais rapida. Enquanto, em G. guidonia foi possivel observar o
desenvolvimento de aclimatacGes no sentido de promoverem maior seguraca na distribuicao
hidrica, desenvolvendo tecidos mais especializados no sentido de impedirem possiveis

embolismos.

A partir dos dados apresentados nesse estudo, € possivel entender que as espécies
mesmo sofrendo 0 mesmo tipo de pressdo seletiva, podem desenvolver diferentes estratégias
anatdmicas aclimatativas no lenho no que tange ao alagamento. O levantamento dessas
informac@es se torna uma premissa em acgdes de restauracdo ecoldgicas, aumentando assim

0 sucesso de acOes ecoldgicas em areas alagadas.
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6. Discusséao geral

As andlises das estruturas funcionais podem ser esclarecedoras em estudos
comparativos de espécies vegetais em diversos ambientes, possibilitando identificar
especificamente as diferentes estratégias adaptativas e diferentes graus de tolerancia de cada
espécie de planta (Stevens, Stuhler e Grimshaw, 2020). Os resultados destacam varia¢oes
nas caracteristicas morfoanatdmicas foliares e do lenho, e 0 quanto essas varia¢cdes foram
significativas na estabilizacdo das espécies em ambiente alagado.

Os dados apresentados nos capitulos I e Il permitiram concluir que as diferencas
contratantes entre as areas alagada e ndo alagada induziram aclimatacdes em atributos
estruturais e ecofisicolégicos nas folhas e no lenho das plantas estudadas e
consequentemente desenvolvimento de estratégias destas espécies vegetais para contornar as
possiveis adversidades relacionadas ao alagamento. Essas variagdes foram suficientes para
promover a estabilizacdo e colonizacdo destas espécies a area alagada. Com a identificacéo
destas variacGes da estrutura, denominada plasticidade fenotipica, e analises dos fatores
relacionados foi possivel identificar as principais estratégias aclimatativas que permitiram
com que essas espécies conseguissem sobreviver e habitar no ambiente alagado
corroborando estudo da literatura, com exemplo, Garavillon-Tournayre e coautores (2017) e
Stotz e coautores (2021).

As plantas podem estar expostas em diferentes graus de alagamentos, sendo periodos
transitdrios ou inundag6es permanentes, como ocorre em lagos, pantanos e areas de declive
(Pysek et al., 2012). O grau de respostas a inundacao esta totalmente relacionado ao grau de
alagamento. Desta forma, as plantas podem desenvolver aclimatagdes mais severas ou mais
brandas, como respostas para lidar com as condi¢des andxicas subsequentes que ocorrem em
suas partes (Pedersen et al., 2011).

Como apresentado no capitulo I, as adaptacBes mais comuns ao alagamento séo
modificagfes nas estruturas foliares, com o desenvolvimento de tecidos objetivando
contornar a anoxia e a deficiéncia nutricional que estas plantas enfrentam, desta forma essas
espécies acabam por desenvolverem maiores valores de LMS, suculéncia e densidade, além
de menores areas foliares, corroborando com Paviolo e coautores (2016). O desenvolvimento
de grandes espacos intracelulares também se torna uma estratégia fundamental para o
armazenamento e conducdo de oxigénio, pois um tecido preenchido com gas fornece um
continuo potencial para a troca gasosa entre as partes submersas da planta e a atmosfera (Paul
etal., 2013).
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Nakayama et al. (2017), em um estudo comparativo de respostas anatbmicas e
morfologicas de plantas em condi¢cdes de inundacéo, relataram que a estrutura da lamina
foliar, assim como a espessura dos parénquimas palicadico e lacunoso tendem a se
desenvolver mais como uma estratégia na redistribuicdo de fotoassimilados nas folhas, pois,
a concentracdo de carboidratos e acglcares nos tecidos foliares € menor nas condicfes de
alagamento. Assim, as plantas tendem a acumular fotoassimilados e redistribuir para as
demais partes (Nishida et al., 2015). Neste estudo, G. guidonia e V. Discolor, na area alagada,
mostraram maiores espessamento das células do parénquima pali¢ddico; quanto ao
parénquima lacunoso, apenas a espécie A. anthelmia mostrou diferencas significativas, com
maiores valores na area alagada. Ja os maiores valores de epidermes e cuticulas comumente
encontrados em plantas de area alagadas funcionam como estratégia aclimatativa para
diminuir o influxo de gua nas folhas e melhorar a resisténcia mecénica no ambiente alagado.
Os nossos resultados mostraram que na area alagada as espécies apresentaram maiores
valores de cuticula e epiderme. As trocas gasosas via estdmatos também é alterada nas
condicdes de alagamento, desta maneira as plantas tendem a desenvolverem maiores
densidades estoméaticas como estratégia aclimatativa para promover um incremento na area
disponivel para trocas gasosas e, assim, disponibilizar maior quantidade de CO, para a
fotossintese (Creese et al., 2014; lida et al., 2016). Nossos resultados corroboram com essas
afirmacdes, mostrando que espécies A. anthelmia e V. discolor no ambiente alagado

desenvolveram um maior padréo de densidade estomatica.

O desenvolvimento dessas estratégias é de suma importancia na estabilizacdo das
espécies vegetais nestas areas onde o excesso de agua submerge a zona da raiz e partes do
caule. Em condic¢des normais, o sistema radicular permanece em contato com a atmosfera
gasosa, sendo possivel a assimilacdo de gas carbono e oxigénio. Com a inundacdo a
concentracdo desses gases diminuiu no solo, uma vez que 0s espagos sdo preenchidos pela
agua. Esse excesso de adgua pode resultar em hipdxia (baixa concentracdo de oxigénio) ou
anoxia (falta de oxigénio) (Sairam et al., 2008; Ezequiel et al., 2015). Nestas condi¢es, o
crescimento das partes vegetativas tende a ser drasticamente inibido. Em condigOes de
inundac&o, as raizes crescem apenas na regido da superficie e ndo pode explorar totalmente
0 volume do solo como em condigdes aeradas. Com privacdo de oxigénio nas raizes, a
respiracdo mitocondrial € bloqueada e a producéo de energia € limitada (Sairam et al. 2008;
Mustroph et al., 2010). Além disso, a hipdxia diminui o sistema hidraulico e a condutividade,
afetando também as aquaporinas, diminuindo assim a absor¢do de &gua e nutrientes pelas

raizes, desta maneira as plantas acabam por desenvolver estratégias que promovam uma
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melhor condutividade e maior armazenamento e distribui¢éo de nutrientes (Horchani et al.
2008; Morbeck e Gualtieri, 2017). Nossos resultados sugerem que as espécies analisadas
desenvolveram estratégias no sentido de contornarem esses estresses causados por
inundacdes, desta maneira, 0 conjunto dessas mudancas observadas podem ter promovido a

estabilizacdo dessas espécies ao ambiente totalemente limitante.

Enquanto a biomassa da raiz determina o custo relacionado & construgdo e
manutencdo, o comprimento determina a capacidade de adquirir 4gua e nutrientes (De
Oliveira et al., 2013; Llorente et al., 2017). A fim de evitar a falta de oxigénio em areas
inundadas, as espécies desenvolvem tecidos parenquimaticos com grandes espacos
intracelulares preenchidos com gases, que permitem o transporte de oxigénio do caule para
raizes sob condi¢des de hipdxia (Lin, Khlystov e Katul, 2014). Nossos resultados apontam
que as espécies desenvolveram esses maiores espessamento dos parénquimas palicadico e
lacunoso como estratégias para armazenamento e conducdo de gases. Oxigénio move-se
longitudinalmente (da haste a raiz) e radialmente (do cortex para a rizosfera) por difusdo
(Shiono et al. 2008). A menor disponibilidade de oxigénio também pode afetar os atributos
do lenho, causando mudanca de volume nos tecidos, com diminui¢cdo ou aumento no nUmero
de células (Liao et al., 2016). A classificacdo ecohidrologica do lenho tem se tornado uma
ferramenta indispensavel no entendimento sobre as estruturas das diferentes comunidades de
plantas (Poff et al. 2010; Zhang et al. 2011). Abordagens neste sentido buscam investigar o

comportamento de espécies vegetais presentes em areas potencialmente alagadas.

Neste sentido, o capitulo Il deste trabalho, investigou a biogeomorfia do lenho, e
como os elementos bioldgicos e fisicos impulsionam modificacdes neste tecido. Desta forma,
as alteracdes biologicas e fisicas do ambiente podem impulsionar mudancas genéticas entre
as populacdes (Lawson et al., 2015). Nas plantas, a anatomia do lenho pode fornecer uma
visdo para avaliar a variacdo adaptativa e, consequentemente, as mudancas evolutivas, desta
maneira, a analise de madeira se torna uma ferramenta para examinar o comportamento da
atividade dos componentes celulares da madeira e quais 0s habitos adquiridos pelas espécies,
contribuindo para a compreensao das estratégias aclimatativas frente as areas inundadas
(Aleman-Sancheschulz et al., 2020). Os nosso resultados sugerem que as estratégias
desenvolvidas variam de espécie para espécie, entendendo que o sucesso evolutivo das
espécies ndo estdo condicioandos apenas o desenvolvimento de uma dada caracteristica, mas

ao conjunto dessas caracteristicas.

A inundacdo é um fator que pode induzir essas alteracdes, pois a reducao nas trocas
gasosas, leva a condicdes inferiores de oxigénio, o potencial de troca de 4gua e ions entre as
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raizes das plantas e 0 ambiente sdo limitados, e assim as plantas estressadas tém duas op¢oes:
se adaptar, ou perecer (\Voss et al., 2018; Hietz et al., 2016). Alem disso, as inunda¢des sdo
um evento comum em muitos ecossistemas, uma compreensdo dos mecanismos estratégicos
de resisténcia das comunidades de plantas presentes nestas &reas fornece importantes
“insights” sobre a estrutura, composi¢ao e dinamismo dessas espécies no ambiente (De Boer

etal., 2016).

Um dos fatores mais limitantes para as plantas que crescem em um ambiente
inundado € o risco de cavitacdo, ou seja, a formacdo de bolhas de ar na seiva do xilema,
bloqueando o transporte de &gua. Uma vez que a cavitagdo ja esta influenciando fortemente
a funcionalidade do sistema hidraulico em condi¢des mesofilicas, essas plantas, acabam por
enfrentam um dilema entre a protecao de seu sistema de transporte de &gua contra a cavitacao
e a capacidade de conducdo, ou seja, investir em tecidos que garantam a seguranca ou a
eficiéncia (Huang et al., 2019). Desta maneira, nossos resultados mostram que as espécies
respoderam de forma diferente ao mesmo estresse. Neste sentido, A. anthelmia e V. discolor
investiram seus atributos para proporcionarem maior eficiéncia da conducdo hidrica, visto
gue Guarea guidonia desenvolveu seus atributos no sentido de proporcionar maior seguranca

na conducéo hidrica.

As analises dos parametros qualitativos e quantitativos da madeira € amplamente
reconhecida como uma importante ferramenta na ecologia funcional em plantas presentes
em éareas alagadas e tem sido proposta como um dos principais eixos de analises das
variacdes ecoldgicas, dentro dos quais todas as principais estratégias ecolégicas de plantas
podem ser descritas (Argus et al., 2014; Dominguez et al., 2020). A andlise da madeira € de
fato uma propriedade emergente de tracos da madeira, incluindo frequéncia e arranjo dos
vasos, diametros das fibras, frequéncia dos raios, espessuras das paredes e proporcao de
tecido lignificado circundante (Chave et al., 2009). Nossos resultados mostram a reducédo da
frequéncia de vasos e o aumento dos diametros tangencial e radial de Andira anthelmia e
Vernonanthura discolor na area alagada. Também apresentou fibras com maiores diametros
e maior comprimento nos individuos de Andira anthelmia na area alagada. E ainda em
Guarea guidonia, maiores valores para frequéncia de raios no ambiente alagado.

O estudo dos atributos funcionais da madeira emergiu como ponto central para a
ecologia das espécies de plantas presentes em ambientes estressantes, e se refere a analise
do crescimento, resisténcia mecanica, eficiéncia e seguranca do transporte hidraulico,
armazenamento de agua, sobrevivéncia e resisténcia a herbivoria (Wu et al., 2017). Entdo,

com a analise dos atributos funcionais da madeira é possivel inferir como a planta contorna
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0s problemas impostos pelo ambiente e como seu desempenho é influenciado pelas
condicdes impostas (Baraloto et al., 2010). Abrangendo, desta maneira as aclimatac6es
especificas e correlacionando estas com as diretrizes do ambiente. Como por exemplo; a
baixa frequéncia de vasos, com didametros maiores € uma aclimatacéo tipica de plantas em
florestas tropicais alagadas, como neste ambiente existe alta disponibidade hidrica, ndo h a
necessidade de desenvolver vasos especializados na conducdo hidrica (Plourde, Boukili e
Chazdon, 2014). Os maiores valores de diametro das pontoacfes intervasculares, raio-
vasculares e parénguimavasculares nas espécies no ambiente alagado, indicam que as plantas
investiram no transporte lateral (Mathar, Kleinebecker e Holzel, 2014). Os maiores valores
de frequéncia das fibras em plantas alagadas, indicam que ouve um investimento na
arquitetura da planta, consequentemente, um ajuste na performance mecanica da espécie
(Cosme et al., 2017). Todos esses resultados foram observados em nosso estudo nas plantas
presentes na area alagada, mostrando que essas espécies se ajustaram, variando seus atributos
funcionais frente ao estresse imposto pelo ambiente corroborando com Mustroph, Steffens e
Sasidharan (2018).

A variacdo combinada dessas caracteristicas corresponde a ampla gama de estratégias
funcionais da madeira entre as plantas. Estas diferentes estratégias aclimatativas da madeira
podem conferir vantagens a plantas presentes em areas alagadas (Saintilan e Rogers, 2014).
Desta forma, relacfes gerais entre a funcionalidade estrutural da madeira e as diferentes
caracteristicas ecoldgicas do ambiente sdo correlacionadas com as diferentes estratégias
aclimatativas presentes nas plantas, e podem fornecer algumas informagdes sobre a
importancia da variacdo funcional da madeira e a influéncia destas na estabilizacdo de

plantas presentes em areas alagadas (Oliveira et al., 2021).

7. Consideracdes finais

A 4gua é vital para o desempenho e a sobrevivéncia das plantas. Contudo, 0 excesso
acarreta processos de inundacéo e consequentemente mudancas nas caracteristicas edaficas
do ambiente. A inundacdo do solo cria condi¢fes limitantes para as espécies vegetais,
causando danos fotoinibitorios, problemas na assimila¢do de oxigénio, menor absolvigéo de
nutrientes e problemas na conducgéo vascular. Uma tolerancia adequada ao alagamento e a
capacidade de se aclimatar as mudangas nas condigdes andxicas sdo caracteristicas
importantes para a sobrevivéncia de plantas presentes em areas alagadas. A sobrevivéncia e

desempenho dessas plantas depende fortemente de sua capacidade em ajustar seus processos
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metabdlicos para as condigdes ambientais continuas e altamente estressantes. De uma
perspectiva ampla, existem duas estratégias principais para lidar com as mudancas: as
espécies podem se adaptar através da mudanca genética pelo processo de evolugdo, ou

desenvolverem aclimatacGes explorando sua gama de plasticidade fenotipica e fisioldgica.

Contudo, pelo fato dessas mudancas ocorrerem em um tempo curto, as plantas acabam
tendo relativamente pouco tempo para alterar sua constituicdo genética, e assim as plantas
confiam concomitantemente em sua capacidade de mudar, se ajustando, e desenvolvendo
uma série de aclimatagcdes. Processos de aclimatacdo sdo mudancas estruturais e/ou
fisioldgicas positivas, e correspondem a respostas impostas as novas condicoes, geralmente
ocorrem ao longo de semanas a anos e, portanto, diferem dos processos evolutivos que
demoram geragdes para acontecerem. Entre os fatores ambientais mais relatados atualmente
frente as mudancas globais, € 0 alagamento de planicies baixas, no qual em poucas semanas,
principalmente nos estagios iniciais, o desenvolvimento de espécies arboreas ¢ afetado, além
do mais, o alagamento de planicies vem sendo identificado inclusive como um dos principais
fatores que podem influenciar a taxa de produgédo de alimentos e o desenvolvimento do
agronegocio, acarretando reducgdes bruscas na produtividade global de producéo de bens de

consumo.

Desta maneira, identificar as estratégias das plantas para controlar o excesso de agua e
resistir a inundacdo se torna uma importante ferramenta na tomada de decisdes globais frente

as mudancas no ambiente desencadeado pelo alagamento.

A partir desse estudo, foi possivel compreender as principais estratégias adaptativas da
folha e do lenho que capacitaram as espécies a sobreviverem em ambiente permanentemente
alagado. No entanto, sdo necessarios estudos mais amplos, em nivel de comunidade, para
ampliar os conhecimentos sobre as estratégias das diferentes espécies na estabilizacdo e

colonizacdo de areas permanentemente alagadas.

8. Concluséo geral

Com base nos nossos resultados podemos concluir que:

v' As espécies alteraram suas caracteristicas foliares morfol6gicas (espessura,
suculéncia, LSM, densidade e area foliar), e foliares anatdbmicas (parénquimas,

epidermes e cuticulas) para conseguirem se aclimatar as condi¢des de alagamento.
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v As espécies apresentaram um padrédo respostas convergentes nos atributos foliares,
onde todas investiram na tolerancia ao déficit nutricional (p. ex. aumento da LSM,
suculéncia e densidade foliar; e ajustes estequiométricos na concentracdo de
pigmentos fotossintéticos), aeragdo (p. ex parénquima lacunoso mais espesso e maior
densidade estomética) e sustentacdo hidrostatica das folhas (p. ex. espessamento das
epidermes e cuticulas).

v A aclimatacdo de A. anthelmia e V. discolor ao alagamento é controlado
majoritariamente por processos de plasticidade fenotipica, principalmente dos
atributos morfolégicos e anatémicos das folhas, enquanto, em G. guidonia a
aclimatacdo é controlada pelo equilibrio entre os processos de plasticidade e
integracdo fenotipica.

v Andlises dos atributos funcionais do lenho mostram respostas das espécies as
diferengas ambientais contrastantes entre as areas alagada e ndo alagada,
desenvolvendo ajustes funcionais aclimatativos para sobrevivencia as condigdes
impostas pelo ambiente alagado.

v" As espécies A. anthelmia e V. discolor na area alagada investiram majoritariamente
em eficiéncia na conducdo hidrica, desenvolvendo tecidos no sentido que
abastecerem suas areas de uma forma mais rapida. Enquanto, em G. guidonia
desenvolveu aclimatacdo estrutural no sentido de promover maior seguranga na
distribuicdo hidrica, aumentando tecidos especializados no impedimento de
embolismos.

v’ Este estudo fornece informacdes que abrem prerrogativas para analises e sugestdes

sobre 0 uso de plantas na restauracdo ecoldgica de areas potencialmente alagadas.
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