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RESUMO

A compreensdo de como espécies dioicas tropicais lidam com diferentes
condi¢cdes ambientais ainda € limitada. A incapacidade de lidar com condi¢cfes
adversas, pode levar a diminuicdo no desempenho (fotossintético e de
crescimento) e sucesso reprodutivo, causando declinios populacionais. O objetivo
do trabalho foi estudar como as variagbes ambientais, verificadas ao longo de um
gradiente de altitude, afetam o a capacidade fotossintética da espécie dioica
Myrsine coriacea. Na primeira etapa do estudo (Capitulo 1), investigamos como
os atributos de caracteristicas secundarias da espécie dioica M. coriacea variam
em um gradiente altitudinal. Oitenta plantas (40 individuos machos e 40 individuos
fémeas) foram selecionadas em sete populagbes naturais. Foram analisadas as
caracteristicas foliares morfolégicas, estomaticas e a composicao isotopica de
carbono (5'3C) e nitrogénio (3'°N). Plantas fémeas apresentaram maiores 53C e
O®N em relagdo aos machos, resultado associado com a maior capacidade de
carboxilacdo. Plantas de ambos 0s sexos apresentaram estomatos menores e
maior eficiéncia no uso da agua em altitudes mais elevadas, menor 3'°N e maiores
relacBes carbono-nitrogénio em menores altitudes. Caracteristicas estomaticas e
de venacdo apresentaram falta de coordenacdo, que foi compensada pela
variacdo na area foliar especifica. Na segunda etapa (Capitulo 2), determinamos
33 caracteristicas funcionais relacionadas com o desempenho fotossintético (dez
caracteristicas foliares, sete caracteristicas anatdmicas e 16 relacionadas com as
trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a) de plantas de M. coriacea
provenientes de quatro altitudes de origem (630, 910, 1.229 e 2.019 m) cultivadas
em jardim comum situado em alta (HA; 914 m) e baixa altitude (LA; 108 m). Em
LA houve mortalidade de todas as plantas provenientes de 2.019 m. A assimilacéo
liguida de COz2 e a respiragdo no escuro foram maiores em HA em relacdo a LA,
independentemente da altitude de origem. Plantas em LA apresentaram uma
maior pressao oxidativa sobre a maquinaria fotossintética (maior relacdo ETR/Ag)
em relacdo as plantas em HA, independentemente da altitude de origem. Em LA,
independentemente da altitude de origem, a fotorrespiracdo representou
aproximadamente 60% da fotossintese bruta, valor 50% superior ao verificado nas

plantas em HA. Em HA, plantas provenientes de 2.019 m apresentaram adaptacao



local em caracteristicas foliares (menor area foliar especifica e tamanho dos
estdbmatos; maior densidade de tricomas) que foram relacionadas com menor
transpiracdo e capacidade fotossintética. Concluimos que, com o aumento de
temperatura em decorréncia das mudancas climéticas, plantas em maiores
altitudes apresentardo menor capacidade adaptativa, enquanto plantas de
baixa/média altitude responderdo com modificacbes morfologicas, evitando o
déficit hidrico. Contudo, estas modificacbes poderdo limitar a capacidade

fotossintética e aumentar a possibilidade de ocorréncia de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Altitude * aquecimento global ¢ eficiéncia no uso da agua -

fotoinibicao « fotossintese ¢ plasticidade fenotipica



ABSTRACT

The understanding of how tropical dioecious species cope with different
environmental conditions is still limited. The inability to cope with adverse
conditions can lead to decreased performance (photosynthetic and growth) and
reproductive success, causing population declines. The objective of this work was
to study how the environmental variations, verified along an altitude gradient, affect
the photosynthetic capacity of the dioecious species Myrsine coriacea. In the first
stage of the study (Chapter 1), we investigated how the attributes of secondary
traits of the dioecious species M. coriacea vary in an altitudinal gradient. Eighty
plants (40 males and 40 females) were selected from seven natural populations.
Leaf morphological and stomatal characteristics and isotopic composition of
carbon (8'3C) and nitrogen (53'°N) were analyzed. Female plants showed higher
O'3C and 3!°N compared to males, a result associated with a higher carboxylation
capacity. Plants of both sexes had smaller stomata and greater water use
efficiency at higher altitudes, lower 3'°N and higher carbon-nitrogen ratios at lower
altitudes. Stomatal and venation characteristics showed a lack of coordination,
which was compensated by variation in specific leaf area. In the second step
(Chapter 2), we determined 33 functional characteristics related to photosynthetic
performance (ten leaf characteristics, seven anatomical characteristics and 16
related to gas exchange and chlorophyll a fluorescence) of M. coriacea plants from
four altitudes of origin. (630, 910, 1229 and 2019 m) cultivated in a common garden
located at high (HA; 914 m) and low altitude (LA; 108 m). In LA there was mortality
of all plants from 2019 m. Net CO: assimilation and dark respiration were higher in
HA compared to LA, regardless of the altitude of origin. Plants in LA showed a
higher oxidative pressure on the photosynthetic machinery (higher ratio ETR/Ag)
compared to plants in HA, regardless of the altitude of origin. In LA, regardless of
the altitude of origin, photorespiration represented approximately 60% of gross
photosynthesis, a value 50% higher than that observed in plants in HA. In HA,
plants from 2019 m showed local adaptation in leaf characteristics (lower specific
leaf area and stomata size; higher trichome density) that were related to lower
transpiration and photosynthetic capacity. We conclude that, with the increase in

temperature as a result of climate change, plants at higher altitudes will have a



lower adaptive capacity, while plants at low/medium altitudes will respond with
morphological changes, avoiding water deficit. However, these modifications may

limit the photosynthetic capacity and increase the possibility of oxidative stress.

Keywords: Altitude ¢ global warming * phenotypic plasticity « photoinhibition ¢

photosynthesis * water use efficiency
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1. INTRODUCAO GERAL

Em climas tropicais, existe uma grande lacuna associada ao comportamento
de plantas em um cenario de mudancas climaticas. A grande maioria dos estudos
realizados até a presente data buscou estudar os efeitos do aquecimento em
espécies de climas temperados. Partindo do principio que condigbes de altas
temperaturas sdo condicdes normais em climas tropicais, poucos avangos
ocorreram no entendimento dos efeitos da temperatura nestes locais (CAVALERI
et al., 2015). Entretanto, com o avanco das mudancas climaticas, espera-se que o
aquecimento nos tropicos ocorra na ordem 3 a 4°C, podendo chegar em 10°C em
regides como a Floresta Amazénica (IPCC, 2021). Hoje ja sabemos que,
Considerando que a vegetacdo de climas tropicais, é altamente dependente das
condi¢bes ambientais (ALEIXO et al., 2010; MARQUES et al., 2016; MYERS et al.,
2000), estima-se que o aumento de 1°C na temperatura sazonal em zonas tropicais
e subtropicais promova limitagdo de 16% no crescimento (LOBELL et al., 2008).

Existe um certo consenso na literatura que com o aquecimento, as plantas
vao responder as novas condi¢cdes através da adaptacdo e/ou migracdo para
maiores altitudes e latitudes (MALHI et al., 2010). Entretanto, a capacidade de
adaptacdo ocorre de forma gradual, ao passo que 0 aquecimento como
consequéncia das mudancas climéticas ocorre de forma acelerada (BARNOSKY et
al., 2011). Em 2007, o IPCC estimava que ocorreria um aumento de 1,5° até o ano
de 2100 (tomando como referéncia o ano de 1990) (IPCC, 2007). Entretanto, o
relatorio publicado em 2021, mostra que existe mais de 50% de chance que o
aumento de 1,5°C seja atingido ou ultrapassado entre 2021 e 2040. Se altas
emissdes de carbono continuarem a serem lancadas na atmosfera, até o final do
século, as temperaturas poderao atingir de 3,3 a 5,7°C (IPCC, 2021).

A temperatura é apontada como um fator critico para metabolismo vegetal,
visto que a taxa de crescimento e a capacidade de sobrevivéncia podem sofrer
grandes impactos mesmo com pequenas alteracbes (NIEVOLA et al., 2017).
Apesar da sua importancia, o conhecimento dos impactos do aumento de
temperatura devido as mudancas climéticas sobre a vegetacao de regides tropicais,
como é o caso da Floresta Atlantica, ainda é limitado (ALEIXO et al., 2010;
ZUIDEMA et al., 2013). Compreender os mecanismos vegetais de tolerancia as

condi¢des térmicas, pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias de
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manejo levando em consideracdo a capacidade de termotolerancia dos vegetais
(ORT et al.,, 2015) e a capacidade adaptativa j4 existente. Este entendimento
auxiliara, principalmente a entender a fotossintese e os fatores morfolégicos e
fisiolégicos associados a capacidade fotossintética e ao balanco hidrico,
fundamentais para a sobrevivéncia do individuo.

A investigagao da capacidade de termotolerancia em ambientes controlados,
pode nao relevar os reais efeitos ambientais e genéticos (ver, HICKLER et al.,
2008). Isto porque, as plantas serdo submetidas de forma repentina ao aumento de
temperatura. Além disso, o aumento de temperatura devido as mudancas
climaticas, esta diretamente associado ao aumento da concentracdo de CO:
(ABDELGAWAD et al., 2015) extremamente importante para o metabolismo vegetal
(ver, ORT et al., 2015). Na tentativa de buscar condicfes naturais que retratem a
variacdo de CO:2 e de temperatura, gradientes de altitude vém ganhando cada vez
mais atencdo (ANGOSTO et al, 2009; KORNER et al, 2009; PENG;
BLOOMFIELD; PRENTICE, 2020; WANG et al., 2017). Com o ganho de elevacao,
ocorre a diminuicdo da temperatura e da presséo parcial de CO2 (GALE, 1972,
2004; KORNER, 2007). Partindo do principio que em condigdes naturais as
variacdes em caracteristicas morfoldgicas ou fisioldgicas resultem da existéncia de
plasticidade fenotipica e/ou ocorréncia de alelos adaptativos (PIGLIUCCI, 2001), os
gradientes de altitude nos permitem avaliar o poder adaptativo das plantas em
relacdo a temperatura e COz2, assim como os demais fatores influenciados pela
altitude.

A maioria dos estudos em gradientes atitudinais utilizam plantas
naturalmente estabelecidas nesses ambientes. Esta abordagem pode impossibilitar
a separacao dos efeitos da plasticidade fenotipica, em relacdo a ocorréncia de
alelos adaptativos (BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019). Entéo, a utilizacao de
experimentos em jardim comum [projetos experimentais onde plantas de diferentes
procedéncias séo cultivadas nas mesmas condi¢cfes] surgem como uma ferramenta
poderosa para buscar entender o processo de adaptacdo (BEREND; HAYNES,;
MACKENZIE, 2019; BLANQUART et al., 2013). Ao associar experimentos de jardim
comum, com as condi¢cOes divergentes de regides de altitude, podemos inferir como
um determinado recurso e/ou condi¢do ir4 atuar em individuos de uma mesma
populacdo e como diferentes populagbes irdo responder a um mesmo fator
(MIDOLO et al., 2019).
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Mas, para isso é fundamental escolher uma espécie de grande distribuicdo.
E esperado que espécies com ampla distribuicdo apresentem variacdes genéticas
gue permitam a esses individuos sobreviver em ambientes contrastantes. Por isso,
estamos utilizando neste estudo a espécie Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex Roem
& Schult pertencente a familia Primulaceae. A utilizacdo desta espécie se deve a
alta capacidade de colonizacdo de espaco por individuos de M. coriacea, sendo
uma espécie presente em praticamente todas as fitofisionomias e estratos
altitudinais (CARRIJO et al., 2017; CARVALHO, 2003; SANCHEZ-TAPIA et al.,
2018). Além disso, por se tratar de uma espécie dioica, espera-se que ocorra custos
reprodutivos distintos entre individuos machos e fémeas (JUVANY; MUNNE-
BOSCH, 2015), e isso permite distinguir como o0s sexos lidam com a
heterogeneidade ambiental (FIELD; PICKUP; BARRETT, 2013; HULTINE et al.,
2016; LI et al., 2007), e como isso vai se refletir na sobrevivéncia da espécie em
um cenario de mudancas climaticas.

Entdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar como as varia¢cdes ambientais em
diferentes condi¢cdes de altitude, interferem na capacidade fotossintética de
Myrsine coriacea e, a partir disso, fazer inferéncias sobre os efeitos das mudancas
climéticas em espécies arboreas da Floresta Atlantica. Neste cenario, buscamos
compreender como machos e fémeas de M. coriacea em diferentes populagdes ao
longo de um gradiente de altitude diferem em suas caracteristicas morfologicas e
estomaticas foliares (Capitulo 1). A partir dai, avaliamos a magnitude das variacdes
em caracteristicas funcionais de plantas provenientes de diferentes populacdes

submetidas a duas condicfes de jardim comum, alta e baixa altitude (Capitulo 2).
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar como as variagdes ambientais em diferentes condi¢des de altitude,
interferem na capacidade fotossintética da espécie dioica Myrsine coriacea na

Floresta Atlantica.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar variagcdes em caracteristicas morfofisiologicas em plantas de M.
coriacea ao longo de um gradiente de altitude de 2.151m.

+ Compreender como as condi¢cdes em gradientes de altitude estdo afetando o
balanco de carbono em plantas de M. coriacea

» Descrever como plantas fémeas e machos respondem as variacbes ambientais
em gradientes de altitude.

+ Compreender se as variagfes em caracteristicas morfofisiolégicas em plantas
de M. coriacea, se devem ao efeito ambiental ou se séo fixados para a espécie.

» ldentificar quais popula¢cdes serdo menos impactadas em um cenario futuro de

mudancas climaticas.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A Floresta atlantica no cenario das Mudancas climaticas

A Convencdo-Quadro das Nacdes Unidas para Mudanca do Clima
(UNFCCC) é um tratado ambiental internacional que visa estabilizar as
concentracbes de gases de efeito estufa na atmosfera resultantes das acgbes
humanas. Segundo este tratado, as mudancas climaticas sdo as alteracbes do
clima atribuidas direta ou indiretamente as atividades antropogénicas, as quais
alteram a composicdo da atmosfera global e que sdo adicionais as variagcfes
climaticas naturais (UNFCCC, 1992). Ao longo de sua existéncia a terra ja passou
por diversos processos de resfriamentos e aquecimentos extremos, como episodios
extremamente quentes (hothouse episodes) com auséncia de gelo e niveis
elevados dos oceanos, e episddios extretamente frios (icehouse episodes) com
camadas de gelo glaciais e niveis de agua relativamente baixo nos oceanos, como
o que vivemos atualmente (CHAHINE et al., 2008; SAMES et al., 2016). Entretanto,
desde de 1830 com aumento da emissdo de gases de efeito estufa (GEE), como
consequéncia da revolucéo industrial, onde a concentragéo de CO2 passou de 280
ppm das épocas pré industriais e chegou a 415,68 ppm em novembro de 2021
(NOAA RESEARCH, 2022), a terra entrou em processo de aquecimento em
decorréncia das mudancas climaticas (ABRAM et al.,, 2016). A concentracdo
desses gases na atmosfera impede que o calor seja irradiado, levando ao aumento
de temperatura (CIAIS et al., 2013; IPCC, 2007).

Desde 1988, este processo vem sendo monitorado pelo painel
intergovernamental sobre mudancas climaticas (IPCC). No relatério publicado em
2007, o IPCC apontou que nos proximos 100 anos (tomando como base o ano de
1990) a temperatura média global aumentaria entre 1,4°C (cenério otimista) a 5,8°C
(cenario pessimista). E que em regides tropicais este aumento seria em torno de 2
a 6°C (IPCC, 2007). Entretanto, o relatorio publicado em 2021, mostrou que existe
mais de 50% de chance que o aumento de 1,5°C seja atingido ou ultrapassado
entre 2021 e 2040. Podendo o aquecimento até o final do século atingir de 3,3 a
5,7°C acima dos niveis pré-industriais (IPCC, 2021).

O aumento de temperatura pode trazer graves consequéncias para todo o

mundo. Na América do Sul, temperaturas mais altas e maior duracao da estacao
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seca, poderdo intensificar os episoddios causados pelo El Nifio/Oscilacdo Sul
(ENSO) aumentando ainda mais a frequéncia de estiagens sazonais rigorosas,
além de intensificar os episédios de anomalias na temperatura da superficie do
Atlantico (MARENGO et al., 2009). Isso ira contribuir para incéndios cada vez mais
frequentes e intensos, 0s quais ameacardao principalmente a distribuicdo das
espécies vegetais e a integridade ambiental dos biomas, em particular os
predominantemente florestais, como € o caso da Floresta Atlantica (ALEIXO et al.,
2010; GOTTFRIED et al., 2012).

A Floresta Atlantica € um mosaico de fitofisionomias vegetais. Ela é
composta por diversas formacdes florestais como, floresta ombrofila densa,
ombrdfila mista, estacional semidecidual, estacional decidual, ombréfila aberta,
campos de altitude, restingas e manguezais (Ver, MARQUES; GRELLE, 2021).
Esta distribuido ao longo de 24 graus de latitude, do estado do Rio Grande do Norte
até o Rio Grande do Sul e pode chegar até aproximadamente 2.900 m de altitude
(ALEIXO et al., 2010; COLOMBO; JOLY, 2011; NEVES et al., 2017; RODRIGUES,
2009; TABARELLI et al., 2005). E considerada uma das regides com maior
biodiversidade do planeta, a0 mesmo tempo que apresenta grande devastagcao
devido as atividades antropicas, apresentando apenas 28% (32 milhdes de
hectares) da area originalmente ocupada (REZENDE et al., 2018). A alta
biodiversidade associada a grande devastacdo, fez com que Floresta Atlantica
entrasse para a lista dos 35 Hotspots de biodiversidade, que sdo conjuntos de
ecorregides prioritarias para conservacao em nivel mundial (BELLARD et al., 2014;
MYERS et al., 2000). Cerca de 1.544 espécies vegetais da Floresta Atlantica estdo
ameacadas de extincdo, o que corresponde a 60% de toda a lista de espécies
ameacadas da flora brasileira (MARQUES et al., 2016; MARTINELLI; MORAIS,
2013).

A diversidade floristica e a distribuicdo das espécies arbdreas na Floresta
Atlantica estéo diretamente correlacionadas com caracteristicas climaticas, como a
temperatura e a precipitacao (ALEIXO et al., 2010; MARQUES et al., 2016; MYERS
et al., 2000). Por isso, € considerada um dos trés pontos mais criticos de ameaca
e vulnerabilidade da biodiversidade as mudancas climaticas (BELLARD et al., 2014;
MITTERMEIER et al.,, 2005). Entdo, além das alteragbes devido as atividades

antrépicas que estdo ocorrendo ao longo dos anos, as mudancas climéaticas em
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curso e previstas constituem um segundo fator de ameaca a biodiversidade
(ALEIXO et al., 2010).

Embora ainda sejam escassos o0s estudos ecologicos abordando os
impactos reais das mudancas climaticas para a Floresta Atlantica (ALEIXO et al.,
2010; COLOMBO; JOLY, 2011; DA SILVA; HIGUCHI; DA SILVA, 2018; INAGUE;
ZWIENER; MARQUES, 2021; REZENDE et al., 2018; VALE; ALVES; LORINI,
2009), a maioria dos trabalhos abordando espécies, assim como fitofisionomias,
apontam a vulnerabilidade desta vegetacdo tanto em um cenario otimista, quanto
pessimista. A nivel de espécies, DA SILVA et al. (2018) apontou que, em um
cenario otimista, ocorrer4 uma reducdo de 65,8% da &rea climatica ideal para o
cultivo de llex paraguariensis A.ST. Hil. J& em um cenério pessimista, a reducéo
sera de 82,1%. Outro estudo realizado com 38 espécies arbdreas tipicas da
Floresta Atlantica, constatou que também havera reducdo de 30% da area hoje
ocupada em um cenario otimista. Para o cenario pessimista, esta reducdo podera
atingir 65% (COLOMBO; JOLY, 2011). Por outro lado, através de estudos de
modelagem com todas as espécies da Floresta Atlantica listadas no Species Link
Network, foi previsto que entre as espécies que apresentam 25% de ocorréncia na
Floresta Atlantica, cerca de 17% a 23% podem ganhar 10% ou mais de expansao
de habitat (LEAO et al., 2021).

Ao observar a vulnerabilidade das fitofisionomias, a perda potencial de
ambiente na floresta estacional semidecidual € de 50,4% (ESSER; NEVES;
JARENKOW, 2019). Para a restinga, a perda de espécies pode atingir percentuais
préximos a 19% levando ao desaparecimento de cerca de 134 espécies. Por
exemplo, Unonopsis aurantiaca Mass & Westra que € uma espécie endémica do
Espirito Santo (INAGUE; ZWIENER; MARQUES, 2021). Ja para os campos de
altitude a reducéo prevista é de 5,2% (ESSER; NEVES; JARENKOW, 2019), mas,
mesmo com uma perda potencial menor em comparagao as demais fitofisionomias,
a vegetacao em campos de altitude sera altamente impactada devido a distribuicdo
restrita da vegetacdo. Essa distribuicéo restrita pode influenciar negativamente as
respostas ao aumento de temperatura, que espera-se um aumento médio anual
entre 1,8° e 2,6°C em altitudes acima de 1.800 m no sudeste brasileiro até o ano
de 2050 (ASSIS; DE MATTOS, 2016).
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4.2. Mudancas climaticas e o metabolismo de carbono

Em um cenério de mudancas climéticas, o aumento de CO2 podera afetar o
metabolismo das plantas tanto em funcdo da disponibilidade de substrato para a
fotossintese, que é o ponto de entrada do carbono na biosfera, quanto por provocar
0 aumento de temperatura. O aumento de temperatura por sua vez, mesmo
derivado do aumento da concentracdo de COz2, podera anular os efeitos benéficos
do aumento de COz2 (ver, ORT et al., 2015). Concentra¢cdes mais altas de CO:
estimulam a fotossintese liqguida aumentando a disponibilidade de substrato de CO:
para Rubisco e simultaneamente suprimindo a fotorrespiragdo (AINSWORTH,;
ROGERS, 2007; DRAKE, 2014; HETHERINGTON; WOODWARD, 2003). A longo
prazo, devido a grande disponibilidade de substrato, pode ocorrer uma reducao de
11% na densidade estomatica, acompanhada pela reducdo na condutancia
estomética, mas, mantendo altas taxas fotossintéticas (HETHERINGTON;
WOODWARD, 2003). No entanto, em altas concentracdes de carbono interno (Ci),
a fotossintese podera ser limitada mesmo com o aumento da disponibilidade de
carbono, devido a capacidade de regeneracdo da RuBP e de utilizacdo das trioses
fosfatos para producdo de amido e sacarose (SHARKEY et al., 1986). Com isso, 0
aumento do CO:2 possivelmente tera maiores efeitos em plantas em condi¢des de
baixo Ci, por exemplo, quando a condutancia estomatica € baixa e a difusao de CO2
na folha é restrita (AINSWORTH; ROGERS, 2007).

Por outro lado, o aumento de temperatura estimula a respiracdo e a
fotorrespiracdo (CROUS; UDDLING; DE KAUWE, 2022; DUSENGE; DUARTE;
WAY, 2019; HESKEL et al., 2014; HOFSTRA; HESKETH, 1969). A taxa de
fotorrespiracdo em temperaturas mais altas aumenta mais rapidamente do que a
taxa de fotossintese (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019; LONG, 1991). Isso pode
ocorrer por duas razdes: i) a especificidade da Rubisco para o CO2 que diminui em
temperaturas mais altas em relacdo ao O2, aumentando as chances de ocorréncia
de uma reacdo de oxigenacdo (KU; EDWARDS, 1977b); e ii) a solubilidade do
O2 que diminui menos rapidamente do que a do COzcom o aumento da
temperatura (KU; EDWARDS, 1977a), com isso, existe relativamente mais
O:2 disponivel em condi¢cdes de maiores temperaturas. Aléem disso, limitacées na
absorcéo liquida de carbono devido as altas temperaturas podem ocorrer mesmo

guando a Rubisco estiver atuando como carboxilase. Pois, a Rubisco ativase que
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€ essencial para a ativacdo e manutengdo da atividade catalitica da Rubisco é
relativamente instavel ao calor, portanto, espera-se que a capacidade da Rubisco
ativase de manter o estado de ativacdo da Rubisco diminua em altas temperaturas
(HU; DING; ZHU, 2020; MOORE et al., 2021; SAGE; KUBIEN, 2007; SALVUCCI;
CRAFTS-BRANDNER, 2004).

Por serem fatores que estéo ocorrendo simultaneamente (aumento de COz2
e de temperatura), o efeito liquido da mudanca global na dinamica do carbono
dependera das respostas simultdneas a estes dois fatores. Espera-se que em
plantas situadas nos tropicos, o efeito para a supressédo da fotorrespiracédo pelo
aumento de CO:2 sobreponha os efeitos da temperatura quando comparado a
plantas de clima frio (BAIG et al., 2015; HICKLER et al., 2008). E em alguns casos,
este efeito pode gerar um aumento de 12 a 55% na fotossintese bruta (WALKER
et al., 2016). Em regides secas, a elevacdo da concentracdo de CO2, gerou uma
reducéo da gs e esteve diretamente relacionado ao aumento da eficiéncia do uso
da dgua (WUE) (DRAKE et al., 2017; HETHERINGTON; WOODWARD, 2003). Ja
a capacidade de acumular carbono sob alto CO2 em uma floresta temperada, foi
limitada pela baixa disponibilidade de agua e nutrientes no solo (OREN et al.,
2001). Portanto, o efeito liquido da mudanca global na dindmica do carbono
dependera, da capacidade de respostas das plantas as mudancas simultaneas de

CO2 e temperatura e as condi¢cdes ambientais (MARENGO et al., 2009).

4.3. Investigacdes ecofisioldgicas: Experimento em gradientes de altitude Vs.

Jardins comuns

Com o advento das mudancas climaticas promovendo o aquecimento global,
varias espécies iriam migrar para maiores latitudes e/ou altitudes em busca de
temperaturas mais proximas da sua condicdo natural (MALHI et al., 2010).
Entretanto, a rapidez em que as mudancas relacionadas com o aquecimento global
estdo ocorrendo, dificultam os processos evolutivos e adaptativos (BARNOSKY et
al., 2011). Entdo, espera-se que a sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento
das plantas sejam determinados pelas possiveis estratégias adaptativas de
aclimatacao (plasticidade fenotipica), permitindo a permanéncia nos locais de
ocupacdo atuais e/ou adaptacdo local, a partir de modificacdo genética

intraespecifica proporcionada pela frequéncia alélica e causada pela pressao
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seletiva das variagdes ambientais (SIQUEIRA, 2010). Consequentemente, espera-
se que a microevolugcdo por meio de selecdo natural j4 existente seja crucial para
que as espécies possam permanecer em suas atuais faixas de distribuicdo
(GONZALO-TURPIN; HAZARD, 2009; GRATANI, 2014).

Desde as exploracdes de Von Humboldt e Bonpland entre 1799-1804 (ver,
MORET et al.,, 2019; VON HUMBOLDT; BONPLAND, 2009), j& era notada a
importancia dos gradientes de altitude em regides tropicais para a biodiversidade,
e a relacdo da distribuicdo das espécies em funcéo de fatores climaticos e edéficos.
Sabe-se que a altitude exerce naturalmente forte influéncia sobre fatores
diretamente impactados pelas mudancgas climéaticas, como: radiacdo UV-B,
precipitacéo, temperatura e concentracdo de CO2 (KORNER, 2007). A capacidade
de sobrevivéncia dos organismos de uma mesma espécie ao longo de gradientes
altitudinais ocorre em funcéo da plasticidade fenotipica e/ou ocorréncia de alelos
adaptativos, impulsionada pela filtragem climética (PIGLIUCCI, 2001). Por isso,
diversos estudos principalmente em climas temperados ja utilizam gradientes de
altitude e espécies naturalmente localizadas nestes ambientes na intencdo de
prever respostas as variagdes climaticas em detrimento das mudancas climaticas
(AHMAD et al., 2016; ANDERSON; GEZON, 2015; FIELD; PICKUP; BARRETT,
2013; FRIEND; WOODWARD, 1990; KORNER, 2007; KORNER et al., 2009;
MCVICAR; KORNER, 2013).

Entretanto, gradientes ambientais podem apresentar subpopulacdes
potencialmente isoladas em ilhas de habitat. Principalmente em extremos
altitudinais, devido a deriva genética causada por limitagdes no fluxo génico, o
tamanho da populacio e os efeitos fundadores (KORNER, 2021). Ent&o, a reducédo
da variacao genética levara ao aumento da diferenciacéo entre as populacées. Por
outro lado, uma maior variacdo genética mantida em populacbes situadas em
altitudes medianas, permitem uma maior capacidade de respostas nessas
populacdes (GONZALO-TURPIN; HAZARD, 2009; KORNER, 2021; OHSAWA et
al., 2007; OHSAWA,; IDE, 2008). Entdo, ao comparar individuos ao longo de
gradientes ambientais, podem ocorrer limitacdes que distinguem a capacidade de
aclimatacdo devido a plasticidade fenotipica e a existéncia de alelos adaptativos
(BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019).

Por isso, experimentos em jardim comum [projetos experimentais onde

organismos de diferentes procedéncias s&o cultivados juntos nas mesmas
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condi¢gbes] vém ganhando visibilidade por permitir estudar a interagcédo entre genes
e ambiente (BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019; BLANQUART et al., 2013;
VITASSE et al., 2014). Os primeiros experimentos de jardim comum envolvendo
espécies de altitude foram conduzidos na Europa em meados do século 19,
ocorrendo com a movimentagédo de plantas de baixa para maiores altitudes (ver,
BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019). Este tipo de experimento permite
identificar a existéncia da plasticidade fenotipica, adaptacdo local e o potencial
adaptativo (FREI et al., 2012; KORNER et al., 2016; MCDONOUGH MACKENZIE;
PRIMACK; MILLER-RUSHING, 2018).

Estes estudos ainda sdo pouco explorados, principalmente para espécies
arboreas e regides de clima tropical. Geralmente os estudos se concentram em
espécies herbaceas em clima temperado (ALEXANDER; DIEZ; LEVINE, 2015;
BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019; BLANQUART et al., 2013; DE FRENNE
et al., 2013; OHSAWA; IDE, 2008; PRATT; MOONEY, 2013; SUN et al., 2016).

4.4. Como o aumento de altitude interfere na fisiologia das plantas

A altitude exerce forte influéncia sobre diferentes fatores como intensidade e
frequéncia de radiagdo solar, temperatura, pressdo atmosférica, nutricao do solo e
precipitacdo. Entretanto, o efeito da altitude é mais relevante sobre a temperatura
e a pressdo atmosférica. Gradientes de altitude apresentam naturalmente
diferentes sitios de temperatura, ocorrendo a diminuicdo média de 0,55°C a cada
100 m (OZENDA; BOREL, 1991). Ja para a pressao atmosférica, ocorre uma
reducdo de 21% a 2.000 m (GALE, 1972, 2004). Ja para fatores como incidéncia
de radiacéo solar, velocidade dos ventos e formacao de neblina ocorre um aumento
(CHEN et al.,, 2015; KORNER, 2007; MCVICAR; KORNER, 2013; OZENDA,
BOREL, 1991). Essas condi¢gfes afetam o crescimento e desenvolvimento vegetal
além dos processos fisiolégicos como a fotossintese e a respiracao (ANGOSTO et
al., 2009; HALBRITTER et al., 2018; LARCHER; KAINMULLER; WAGNER, 2010).

Com o aumento da altitude e diminuicdo da temperatura, plantas de altitude
apresentam um aumento na assimilagdo liquida de carbono (A) em relacdo as
plantas em menores altitude, devido a diminuicdo na taxa de fotorrespiracao
(TERASHIMA et al.,, 1995; WU et al.,, 2021). Mas, a0 mesmo tempo ocorre a

intensificagcdo do processo transpiratorio, em funcao i) da diminuicdo da pressao
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parcial de CO2, que ir4 exigir maiores valores de condutancia estomatica para
manutencio das taxas fotossintéticas (KORNER, 2007; LEUSCHNER, 2000), e o
i) aumento da radiagdo solar, que ira ocasionar superaquecimento das folhas
(BRESSON et al., 2011; BRUIINZEEL; VENEKLAAS, 1998). Por isso, plantas em
condicoes de altitude tendem a apresentar diversas caracteristicas que vao limitar
a perda de agua. Alguns fatores irdo atuar dificultando a perda de agua para o
ambiente em detrimento de aumentar a absorcdo de CO2, como por exemplo, a
diminuicdo do tamanho estomatico, que ira proporcionar um caminho de difusao
mais curto devido a profundidade do poro (VIALET-CHABRAND; LAWSON, 2019)
aumentando a velocidade de difusdo de CO2 (DASZKOWSKA-GOLEC;
SZAREJKO, 2013; RAVEN; HANDLEY; ANDREWS, 2004), e o aumento de
tricomas, para aumentar da resisténcia da camada limitrofe (GALDON-ARMERO et
al., 2018; GALMES et al., 2007a; SMITH et al., 2009).

O aumento da camada de tricomas também podera atuar na protecdo das
folhas contra o excesso de radiacédo UV e prevenir o superaguecimento (GALDON-
ARMERO et al., 2018; GALMES et al., 2007b; SMITH et al., 2009), assim como 0s
mecanismos foliares de diminuicdo no tamanho e nimero de folhas (MIDOLO et
al., 2019; POORTER et al., 2009). Ja a diminuicdo da area foliar especifica (SLA)
também muito comum em regibes de altitude, pode estar associada tanto a
protecdo dos pigmentos fotossintéticos dos efeitos nocivos dos raios UV-B
(BARIGAH et al.,, 2011; POORTER; et al.,, 2009; SIMPSON; RICHARDSON;
LAUGHLIN, 2016), quanto ser um mecanismo de protecdo das células mesofilicas
as baixas temperaturas (FRIEND; WOODWARD, 1990).

4.5. Os efeitos da dioicia em espécies vegetais

A dioicia é um termo utilizado para designar plantas onde os sexos (macho
e fémea) estdo separados em diferentes individuos. Enquanto plantas fémeas
apresentam flores pistiladas, os machos apresentam flores estaminadas
(RENNER; RICKLEFS, 1995). Este tipo de separacao sexual ocorre em 157
familias de angiospermas (BARRETT; JOSH, 2013; MUNNE-BOSCH, 2015),
podendo ser encontrada em plantas lenhosas (LIEBIG et al., 2001) e herbaceas
(ALVAREZ-CANSINO et al., 2012). Existem relatos que este sistema surgiu durante
a evolugdo das plantas com flores (BARRETT; JOSH, 2013). Outros autores
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apontam o surgimento da dioicia como uma condicao derivada do hermafroditismo
- cujo termo é designado para plantas da qual os sexos (macho e fémea) estédo
presentes na mesma flor - para evitar a endogamia e aperfeicoar a alocacéao de
recursos entre 0os sexos, na intencado de alcancar vantagens reprodutivas (ver,
BARRETT; JOSH, 2013; GEBER; DAWSON; DELPH, 1999). Porém, existe uma
vertente que investiga que a evolucao dos sistemas sexuais de angiospermas esta
associada aos aspectos geograficos, mecanismos genéticos, e contexto ecologico,
podendo ou ndo corresponder ao hermafroditismo (RENNER, 2014).

Fato € que, a expresséo do dimorfismo sexual secundério (em caracteristicas
nao reprodutivas) ttm demostrado ser um comportamento especifico das espécies
e ndo apenas ligada a separacdo sexual, estando relacionada tanto ao histérico de
vida, quanto a capacidade de adaptacbes as variacdes ambientais (JUVANY;
MUNNE-BOSCH, 2015).

Expressar o dimorfismo em caracteristicas secundarias, pode garantir a
diminuicdo da competicdo intraespecifica por recursos, permitindo a coexisténcia
de machos e fémeas no mesmo ambiente (LI et al., 2007; JUVANY;MUNNE-
BOSCH, 2015; HULTINE et al., 2016; WU et al., 2021a). Por possuirem diferencas
nos custos de reproducgéo, fémeas tendem um maior investimento para a obtencao
de carbono para a formacéo dos frutos e sementes (OBESO; RETUERTO, 2002;
WU et al.,, 2021a), ao contrario dos machos, que possuem um baixo custo
reprodutivo para a producdo de pdlen. Devido a essa diferenca, fémeas sao
consideradas mais susceptiveis aos efeitos negativos de estresses (OBESO;
RETUERTO, 2002; SANCHEZ-VILAS; RETUERTO, 2009; SIMANCAS et al., 2016;
VILAS; RETUERTO, 2017). Geralmente as fémeas, quando comparadas aos
machos, apresentam menor tolerdncia ao estresse oxidativo e maior
susceptibilidade a fotoinibicdo (SIMANCAS et al., 2016). Mas, ao mesmo tempo,
existe um maior investimento em mecanismos para maximizar o ganho de carbono,
para suprir a formacao de frutos e sementes (OBESO; RETUERTO, 2002; WU et
al., 2021b).

4.6. Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex Roem & Schult

Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex Roem & Schult também conhecida pelo
sindbnimo Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav. Mez) é popularmente conhecida como
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Capororoca que significa “arvores de ramos frageis”. Trata-se de uma espécie
dioica nativa da Floresta Atlantica pertencente a familia Primulacea, e possui
ocorréncia pantropical (América Central até o Uruguai) (OTEGUI, 1998). No Brasil,
ocorre do Cerrado e Floresta Atlantica (FREITAS; KINOSHITA, 2015). Dentro da
Floresta Atlantica, individuos da espécie podem ser encontrados em diversas
formacdes florestais, como: campos de altitude, afloramentos rochosos,
ecossistemas costeiros e bordas florestais (CARRIJO et al., 2017; SANCHEZ-
TAPIA et al., 2018). Sendo uma das poucas espécies que conseguem colonizar
areas de restinga e campos de altitude (CARVALHO, 2003).

Seus individuos séo arbustivo-arboreo de 4 a 10m de altura, com ramos
terminais pilosos e ramificados, visivelmente revestidos por tricomas ferrugineos
(FREITAS; CARRIJO, 2008; FREITAS; KINOSHITA, 2015). Além disso, € uma
espécie com ampla utilizacdo em projetos de restauracdo ecoldgica dada sua
capacidade de atracdo da avifauna e carater pioneiro de ocupacédo do espaco
(JESUS; ARAUJO, 2007; PASCOTTO, 2007).
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RESUMO

As mudancas climéticas afetardo a distribuicdo de muitas espécies de plantas
tropicais. No entanto, a compreensdo de como espécies dioicas tropicais lidam com
diferentes condicbes ambientais ainda € limitada. Para abordar esta questao,
investigamos como os atributos de caracteristicas secundarias da espécie dioica
Myrsine coriacea variam em um gradiente altitudinal. Oitenta plantas (40 machos e
40 fémeas) foram selecionadas em sete popula¢des naturais. Foram analisadas as
caracteristicas foliares: morfolégicas, estomaticas e a composicao isotopica de
carbono (5'3C) e nitrogénio (8'°N). Plantas fémeas apresentaram maiores 5'3C e
O®N em relacdo aos machos, resultado associado com a maior capacidade de
carboxilacdo. Plantas de ambos 0s sexos apresentaram estbmatos menores e
maior eficiéncia no uso da agua em altitudes mais elevadas, e menor 3'°N e
maiores relacBes carbono/nitrogénio em menores altitudes. Caracteristicas
estomaticas e de venacédo apresentaram falta de coordenacdo, que foi compensada
pela variacdo na area foliar especifica. Esse mecanismo foi essencial para
aumentar o desempenho das plantas nas condi¢cdes limitantes encontradas pela

espécie em altitudes mais elevadas.

Palavras chaves: Eficiéncia no uso da agua ¢ estbmatos - fisiologia vegetal

floresta tropical « gradiente altitudinal « is6topos ¢ transpiracéo
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ABSTRACT

Climate change will affect the distribution of many tropical plant species. However,
the understanding of how tropical dioecious species cope with different
environmental conditions is still limited. To address this question, we investigated
how secondary trait attributes of the dioecious species Myrsine coriacea vary in an
altitudinal gradient. Eighty plants (40 males and 40 females) were selected from
seven natural populations. Leaf characteristics were analyzed: morphological,
stomatal and isotopic composition of carbon (3*3C) and nitrogen (3*°N). Female
plants showed higher 5'3C and 3'°N compared to males, a result associated with a
higher carboxylation capacity. Plants of both sexes had smaller stomata and higher
water use efficiency at higher altitudes, and lower 8°N and higher carbon/nitrogen
ratios at lower altitudes. Stomatal and venation traits showed a lack of coordination,
which was compensated by variation in specific leaf area. This mechanism was
essential to increase plant performance in the limiting conditions encountered by the

species at higher altitudes.

Keywords: Altitudinal gradient « isotopes ¢ plant physiology * stomata « transpiration

* tropical forest « water use efficiency
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1. INTRODUCAO

As projecdes climéticas apontam para riscos de extingdes e modificages na
distribuicdo espacial de varias espécies (ESSER; NEVES; JARENKOW, 2019;
JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014). No entanto, ainda existem incertezas sobre
COmo as espécies que vivem em ecossistemas tropicais responderdo as mudancas
climaticas (CORLETT; WESTCOTT, 2013). Neste contexto, respostas fisiologicas
das plantas as mudancas nas concentracdes de didxido de carbono e aumento das
temperaturas sdo de grande interesse (YADUGIRI, 2010). Em resposta as
mudancas climaticas, caracteristicas secundarias (ou seja, caracteristicas
ecofisiolégicas) podem levar a diminuicdo no desempenho e sucesso reprodutivo,
levando a declinios populacionais das espécies (HULTINE et al., 2016; PETRY et
al., 2016; RETUERTO,; VILAS; JULIA; VARGA, 2018). Um aspecto importante, mas
muitas vezes negligenciado a esse respeito, é que as respostas especificas do sexo
podem levar a mudancas na proporcéo sexual e no alcance de distribuicdo de uma
espécie (TOGNETTI, 2012). A compreensdao de como espécies dioicas,
especialmente nos trépicos, lidam com diferentes condicbes ambientais ainda é
limitada.

Plantas dioicas apresentam individuos com flores pistiladas ou estaminadas
(RENNER; RICKLEFS, 1995). Essas espécies representam cerca de 6% de todas
as espécies de angiospermas (BARRETT; JOSH, 2013), e podem ocorrer em
grandes propor¢cdes em florestas tropicais (MATALLANA et al., 2005),
especialmente em estagios iniciais de sucessdo (REJOU-MECHAIN; CHEPTOU,
2015). Nesses ecossistemas, diferencas de altitude pode ser determinantes para
mudancas nas respostas fisioldgicas das plantas (ROSADO et al., 2012). Dessa
forma, florestas tropicais em paisagens altamente acidentadas fornecem um
laboratério natural para o estudo de espécies dioicas, pois permitem avaliar como
as variagdes ambientais afetam esses organismos.

A diminuicédo da pressao atmosférica com o aumento da altitude, juntamente
com diminuicdes paralelas na pressao parcial de oxigénio (pO2) e de dioxido de
carbono (pCO2), é a Unica condicdo ambiental que ndo é influenciada pelas
condi¢cbes microclimaticas locais (GALE, 1972). No entanto, os efeitos da altitude
sobre a vegetacao € o resultado combinado de diversos fatores que também variam
ao longo do gradiente (MCCAIN; GRYTNES, 2010). Por exemplo, a diminui¢cdo na
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temperatura do ar, aumento na intensidade de radiacédo e radiacdo UV-B estao
associados a aumentos de altitude (KORNER, 2007). Tais condi¢des ambientais
podem afetar importantes processos fisioldgicos, como fotossintese, respiracao e
transpiracéo (SHI et al., 2006; WANG et al., 2017).

A transpiracdo pode ser mais intensa para espécies em altitudes mais
elevadas, devido a diminuicdo de pCO:2 que pode aumentar a condutancia
estomatica (gs) para manter as taxas fotossintéticas (KORNER, 2007;
LEUSCHNER, 2000). Plantas tropicais em altitudes mais elevadas apresentam
atributos foliares associados ao uso conservado da 4gua (ROSADO-SOUZA et al.,
2015; VITORIA; ALVES; SANTIAGO, 2019), e seu estabelecimento esta
relacionado a ajustes no funcionamento estomatico (HILL et al., 2014; LIU et al.,
2018; MCELWAIN; YIOTIS; LAWSON, 2016; SHI et al., 2015; WANG et al., 2017;
ZHAO et al., 2019). O controle estomético das trocas gasosas pode envolver
respostas fisiolégicas de curto prazo (e.g. variagdo na gs) e/ou mudancas
morfolégicas de longo prazo (e.g. alteracbes na densidade estomatica, SD)
(CALDERA et al., 2017; FRANKS et al., 2017; SHI et al., 2015). As modificacGes
morfologicas a nivel foliar sdo normalmente irreversiveis, ao contrario das
respostas fisiologicas que sdo dindmicas e frequentemente reversiveis. Portanto,
modificacbes morfolégica nas caracteristicas das folhas associadas ao
funcionamento estomatico (e.g., densidade de venacdo, VD) devem ser
estreitamente coordenadas para melhorar o desempenho (BRODRIBB; MCADAM;
CARINS MURPHY, 2017; KOOKE; KEURENTJES, 2012). Foi proposto por ZHAO
et al. (2017) que ao longo de gradientes ambientais, a manutenc¢do do namero de
estbmatos por unidade de comprimento de nervura (SD/VD), indica a coordenacao
entre o fluxo hidrico na fase gasosa (perda de agua pelos estbmatos) e liquida
(distribuicdo de agua pelas nervuras). Entretanto, a auséncia de coordenacao entre
SD e VD pode ser o resultado da resposta a condicdes ambientais heterogéneas
(ZHAO et al., 2016), permitindo o desenvolvimento de diversas estratégias e
favorecendo a adaptacéo da espécie. Assim, a existéncia de diferentes padrdoes em
caracteristicas foliares que refletem no desempenho fotossintético em detrimento
as condi¢coes ambientais, demostra a importancia das estratégias adaptativas para
a sobrevivéncia dos individuos.

A SD é uma das caracteristicas estomaticas mais importantes, variando ao

longo dos gradientes altitudinais. Seus valores geralmente aumentam com a



50

altitude (ver, KOUWENBERG et al., 2005), e estdao associados com a diminui¢cao
no tamanho dos estdmatos (DEKKER et al., 2016; QI; TORII, 2018). Aumentos em
SD combinados com diminui¢cdes no tamanho dos estbmatos permitem aumentos
rapidos em gs, maximizando a absor¢éo de CO2 (HETHERINGTON; WOODWARD,
2003). No entanto, pode haver uma diversidade de respostas nas caracteristicas
estomaticas ao longo de um gradiente de altitude, em funcao (i) dos efeitos de
outros fatores ambientais que podem covariar com a altitude, (ii) de fatores
especificos da espécie (e.g. habito de crescimento e estratégia econdémica de
folhas) (SHI et al., 2015); e (ii) do sexo (LI et al., 2007). Apesar do dimorfismo sexual
em caracteristicas estomaticas entre arvores fémeas e machos terem sido
investigadas em muitas espécies (DAWSON; GEBER, 1999; BARRETT; JOSH,
2013; MUNNE-BOSCH, 2015; STROMME et al., 2018), poucos foram os estudos
que consideraram o efeito da dioicia em plantas arbéreas ao longo de gradientes
de altitude (LI et al., 2007; BUCHER et al., 2016). E importante ressaltar que estes
estudos foram realizados em regifes de clima temperado, entdo os resultados
encontrados para o dimorfismo, podem nao refletir as variacbes em espécies
situadas em gradientes de altitude em climas tropicais.

O dimorfismo sexual em caracteristicas secundarias permite que 0s sexos
adotem diferentes estratégias de absorc¢ao, utilizacao e alocacao de recursos, além
de impactar na capacidade de resisténcia a estresses (LI et al., 2007;
JUVANY;MUNNE-BOSCH, 2015; HULTINE et al., 2016; WU et al,. 2021a). Durante
a fase reprodutiva, por apresentarem maior demanda de fotoassimilados devido a
producao de frutos, plantas fémeas quando comparadas com machos, apresentam
maior necessidade de absorcdo de carbono (ver OBESO; RETUERTO, 2002).
Portanto, devem apresentar caracteristicas estomaticas que favorecam a absorc¢éo
de CO2, em detrimento de maiores taxas de transpiragdo e, consequentemente,
menor eficiéncia no uso da dgua (WUE) (DAWSON et al., 2004; XU; ZHOU 2008;
MELNIKOVA et al.,, 2017). No entanto, o dimorfismo sexual em caracteristicas
relacionadas com as trocas gasosas ao longo de gradientes de altitude em
ecossistemas tropicais precisa de mais compreensao. Além disso, a maioria das
caracteristicas usadas para investigar as diferencas ecofisiolégicas entre plantas
fémeas e machos é determinada de forma rapida e pontual, podendo néo
representar a integracdo com 0S processos que ocorrem ao longo do tempo.

Portanto, existe a necessidade de estudos comparativos mais longos entre machos
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e fémeas que integre transpiracdo e fotossintese. Os isétopos sdo uma técnica
eficaz para entender os efeitos cumulativos das trocas gasosas ao longo do tempo,
pois integram todo o periodo de formacdo do tecido vegetal (FARQUHAR,;
EHLERINGER; HUBICK, 1989). Eles também fornecem informacdes sobre
condi¢cdes ambientais passadas e presentes, além de integrar diversos processos
biogeoquimicos (DAWSON et al., 2002).

A escolha da espécie dioica Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex -Roem . &
Schult pertencente a familia Primulaceae, se deu em funcéo da ampla distribuicdo
geografica e ocorréncia em diferentes condigdes ambientais (SANCHEZ-TAPIA et
al., 2018). Dentro da Floresta Atlantica, individuos da espécie podem ser
encontrados em campos de altitude, afloramentos rochosos, ecossistemas
costeiros, areas abertas e em bordas florestais tanto em florestas pluviais quanto
semidecidual (CARRIJO et al., 2017; SANCHEZ-TAPIA et al., 2018). Esta ampla
ocorréncia compreende uma extensa variacdo de temperatura, solo, precipitacéo e
condicBes topograficas (ver, SANCHEZ-TAPIA et al., 2018). Diante de tais
caracteristicas, M. coriacea surge como modelo para entender as respostas
funcionais de arvores tropicais as mudancas climaticas.

Nosso objetivo foi compreender como individuos machos e fémeas de M.
coriacea de diferentes populacdes ao longo de um gradiente altitudinal na Floresta
Atlantica, diferem em suas caracteristicas morfolégicas e estomaticas foliares. Além
de determinar cinco caracteristicas estoméaticas, foram também determinadas trés
caracteristicas morfologicas foliares e quantificado no tecido foliar a composicao
isotdpica de carbono (C e 33C) e nitrogénio (N e 5°N) como medidas da eficiéncia
no uso de recursos integrados ao longo do tempo. Nossa hipotese é que M.
coriacea apresente: (i) em altitudes mais elevadas, folhas de arvores fémeas em
relacdo as folhas de machos com maior condutancia estomatica maxima (gwmax),
em consequéncia do aumento da SD e diminuicdo do tamanho dos estdmatos; (ii)
arvores machos em relacao as fémeas, com maior eficiéncia no uso da agua (maior
d'3C), independentemente da altitude; e (iii) caracteristicas estomaticas
coordenadas com a densidade de venacgdao, independentemente da altitude e do

Sexo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostragem

Para o estudo foram selecionadas sete populacdes de M. coriacea
localizadas em diferentes remanescentes da Floresta Atlantica ao longo de um
gradiente de altitude de 2.135 m (de 39 m a 2.174 m) no Sudeste do Brasil (20°22'
a 20°56' S; 40°25' a 41°49' W) (Fig. 1). Os dados de temperatura obtidos de data
loggers (Onset, HOBO UA-002-64, Bourne, EUA) instalados em cada uma das sete
populacdes relataram temperaturas médias entre abril de 2018 e novembro de
2018, englobando o ciclo fenoldgico da espécie, de 22,2+0,9 °C para abaixo de
1.000 me 18,3+1,5 °C para acima de 1.000 m. A precipitacdo acumulada no mesmo
periodo foi de 1.035£24 mm abaixo de 1.000 m e 1.103+£29 mm acima de 1.000 m
(AGRITEMPO, 2018). O portal Agritempo disponibiliza dados pluviométricos de
11.332 pontos da rede que s&o convertidos no sistema Agritempo para as
chamadas estagfes virtuais, com resolucao espacial de 25 x 25 km e resolucdo
temporal de 30 dias. Cerca de 50% da precipitacdo acumulada ocorreu no periodo
de frutificacdo (entre abril e novembro) independente da altitude.

Oitenta individuos adultos (40 machos e 40 fémeas) foram selecionados no
inicio do periodo de floragdo. As arvores com flores pistiladas foram identificadas
como fémeas, e aguelas que apresentavam flores estaminadas, foram identificadas
como machos. As arvores selecionadas apresentavam aproximadamente a mesma
altura e didametro a altura do peito. Para minimizar a variagcdo ambiental local, todas
as arvores selecionadas estavam a pleno sol, e foi feito um esforco para selecionar
individuos que estivessem mais préximos uns dos outros. A altitude e latitude de
cada individuo foram determinadas com um GPS (Etrex, GARMIN, Olathe, EUA).
A altitude populacional foi obtida pela altitude média de todos os individuos
selecionados em uma populagéo. Assim, as altitudes médias das populagfes, em
metros, foram (intervalo entre parénteses): 39 (34-50); 657 (640-667); 930 (915-
953); 1.092 (1.044-1.106); 1.229 (1.163-1.257); 1.863 (1.859-1.868); e 2.174
(2.121-2.185). Esses valores médios serdo utilizados para designar cada
populacao (veja a Fig. 1 para as localizacbes de cada populacao). A populacao de
menor altitude, a populacéo 39, esta situada dentro de uma floresta sazonalmente
inundada em vegetacdo de dunas costeiras (Restinga, Parque Estadual Paulo

César Vinha). As populagbes 657, 930, 1.092 e 1.229 estdo localizadas em
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florestas semideciduas sob diferentes regimes de regeneracdo natural. As
populacdes 1.863 e 2.174 estdo localizadas em campos de altitude dentro do

Parque Nacional do Caparao.
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Figura 1. Localizacéo das sete populacdes de Myrsine coriacea ao longo de um gradiente de altitude
na Floresta Atlantica. Canto superior esquerdo, localizacdo do Brasil na América do Sul. Abaixo, a
esquerda, Regido Sudeste do Brasil em que se localizam as populagfes (estados: RJ - Rio de

Janeiro, ES - Espirito Santo, MG - Minas Gerais e BA - Bahia). A direita, as localizacdes das sete

populacdes com suas respectivas altitudes em metros.

As coletas de material vegetal ocorreram em dezembro de 2018, apo6s o
periodo de frutificacdo. Foram selecionados doze individuos, seis machos e seis
fémeas, com excec¢do da populacéo 2.174, na qual oito individuos, quatro machos
e quatro fémeas, foram estudados devido ao nimero limitado de plantas individuais
disponiveis atendendo aos critérios estabelecidos. Folhas do terceiro e quarto n6
totalmente expandidas foram coletadas ao longo de toda a copa de todos os

individuos.
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2.2. Caracteristicas estomaticas e densidade de venacéo e tricomas

Duas folhas de cada arvore foram coletadas e fixadas em FAA70 (solucao
aguosa de formaldeido a 37%, etanol a 50% e solucdo de acido acético glacial a
13%) por 48 horas e entdo armazenadas em etanol a 70% (MARTINS et al., 2014).
Um fragmento de lamina foliar foi extraido da porcdo mediana de cada folha,
evitando a nervura principal, e tratado com solug¢édo de hidroxido de s6dio a 10%
por 2 h a 60°C (Fig. 2a). As amostras foram entdo submetidas a quatro lavagens
de 30 minutos em agua destilada. O material foi clarificado com solug¢éo aquosa de
hipoclorito de sddio 0,5% por aproximadamente 12h (Fig. 2b) e submetido a trés
lavagens adicionais de 30 minutos em 4gua destilada. O material vegetal foi entdo
desidratado com alcool 30% e 70% por dez minutos cada. Finalmente, fragmentos
de folhas foram corados com safranina aquosa a 1% (JOHANSEN, 1940) por 24 h
(Fig. 2c) e montados em gelatina glicerinada (Fig. 2d) (KAISER, 1880).

Figura 2. Etapas do processo de diafanizardo. a) fragmentos foliares em solucéo de hidroxido de
sédio a 10% em estufa a 60°C; b) amostra clarificada apds aproximadamente 12 h em solugéo
aquosa de hipoclorito de sédio 0,5%; c¢) adicdo de safranina aquosa a 1% em fragmentos

clarificados; d) Montagem das laminas
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As imagens dos cortes foram capturadas usando um microscopio de luz
(Leica DM2500 LED, Wetzlar, Alemanha) equipado com um sistema de captura de
imagem acoplado a uma camera digital (Leica MC 170-HD, Wetzlar, Alemanha).
Em cada fragmento, foram obtidas duas imagens em dois campos por ampliacao.
As imagens foram digitalizadas e armazenadas no Leica Application Suite (Versao
4.9.0, Wetzlar, Alemanha). Para medir a densidade de venacéo (VD; mm mm™2) e
de tricomas (TD; trichomes mm2), as laminas foram fotomicrografadas com a
ampliacdo de 5x. Para a densidade estomatica (SD; pores mm2), foram
fotomicrografadas com a ampliacdo de 20x. O comprimento da célula guarda (L;
pMm) e do poro estomatico (p; um) foram determinados utilizando 10 estdmatos em
cada campo de visdo, considerando o aumento de 40x, seguindo protocolo de
(SACK; BUCKLEY, 2016). Todas as medi¢cGes foram feitas usando o programa
Image Pro-Plus (versao 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, USA).

A VD e SD foram determinadas como descrito em MARTINS et al. (2014). A
SD foi obtida apés a divisdo do numero de estbmatos contabilizados pela area total
da imagem. A VD foi obtida apds a divisdo da soma dos comprimentos totais das
nervuras pela area total da imagem. A TD foi obtida apés a divisdo do numero de
tricomas contabilizados pela &area total da imagem, conforme LABOURIAU et al.,
(1961). A partir dos dados de SD, L e p, também foram calculados indice de area
de poro estomético (SPI; adimensional) e a condutancia estomatica maxima (gwmax;
mol H20 m~ s1). A SPI foi determinada conforme equacéo proposta por SACK et
al. (2003). Enquanto a gwmax foi calculada seguindo MARTINS et al. (2014),
alterando os valores da difusdo do vapor de agua no ar (dw) e do volume molar de
ar (v) de acordo com as férmulas e constantes disponibilizadas em WANG et al.
(2017).

2.3. Areafoliar especifica e composicéo isotopica de carbono e

nitrogénio

Para determinar a area foliar especifica (SLA; cm?gt), composicéo isotdpica
de carbono (3'3C; %) e de nitrogénio (3°N; %o), foram coletadas dez folhas de
acordo com CAVATTE et al. (2012). As concentracOes totais de C e N foram
determinadas usando um analisador elementar (Carlo Erba, Mildo, Italia), enquanto

as composicgdes isotépicas foram determinadas usando um espectrémetro de
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massa de raz&o isotopica (IRMS Delta Plus, Finnigan Mat, San Jose, EUA) no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo. As
equacdes propostas por Farquhar et al. (1989) foram usadas para calcular 33C e
0N, usando o padrédo Vienna Pee Dee Belemnite para C, e ar atmosférico N2 para
N. O desvio padrao foi menor que 0,1%o0 apds trés leituras da mesma amostra. A
relacdo entre a concentracdo de CO: intracelular (Ci) e atmosférica (Ca),
denominada de relacdo Ci/Ca, foi estimada utilizando os dados de composicao
isotopica de carbono, seguindo Farquhar and Sharkey (1982). A razao isotopica
(33C02:12C02) no ar atmosférico foi assumida como constante e igual a -8%o. Foram
utilizados valores padrdo de fracionamento isotopico para plantas Cs. Tal
fracionamento é devido a difuséo de CO: através dos estdmatos (4,4%o0) causada

pelo processo de carboxilagéo do Ciclo de Calvin (27%o).

2.4. Anédlise de dados

Os dados foram organizados em uma matriz de individuos (80) por
caracteristicas (13), tendo como fatores sexo e altitude. As caracteristicas estao
listadas na Tabela 1. As andlises multivariadas foram usadas pela primeira vez para
comparar populagdes e sexos. Box plots e regressdes foram entdo usados para
comparar sexos e populacdes ao longo do gradiente. As caracteristicas foram
comparadas usando um gréafico de correlagao.

Para analise multivariada, os dados foram padronizados (média zero e
variancia unitdria) e a distancia euclidiana foi usada como medida de
dissimilaridade (LEGENDRE; LEGENDRE, 2012). A andlise de variancia
permutacional multivariada (PERMANOVA, ANDERSON, 2001) foi usada para
testar as diferencas e a interacao entre sexo e altitude. Este teste também foi usado
para comparacfes pareadas entre caracteristicas. Um teste de dispersao
multivariada também foi aplicado (PERMDISP, ANDERSON, 2006), pois as
diferencas entre os grupos podem ser devido a efeitos de localiza¢ao ou disperséo
(ver, WARTON et al., 2012). Uma analise de coordenadas principais (PCoA) foi
utilizada para visualizar como as unidades amostrais (arvores individuais) se
organizam no espaco multivariado. Uma analise canbnica de componentes
principais (CAP, ANDERSON; ROBINSON 2003, ANDERSON; WILLIS 2003),

usando sexo e altitude como restrigdes, foi usada para testar diferencas de atributos
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de caracteristicas entre arvores. Apenas caracteristicas independentes foram
usadas para esta andlise (L, gwmax, SLA, VD, TD, 8*3C, 8'°N e C/N), ou seja, aquelas
cujos valores foram calculados a partir de outras caracteristicas foram excluidas
para fornecer uma melhor exibicao visual.

Boxplots foram usados para descrever os padrdes de disperséo para todas
as caracteristicas que diferiram entre machos e fémeas. Regressodes lineares foram
realizadas utilizando altitude como fator quantitativo e valores médios de
caracteristicas dentro de cada populacdo como resposta. Por fim, os coeficientes
de correlacdo de Pearson foram usados para testar associacdes entre as
caracteristicas. Todas as analises foram executadas no ambiente R (versao 3.5.1;
R Core Team 2018) usando os pacotes 'vegan' (OKSANEN et al., 2020), ‘corrplot’
(WEl et al., 2017), 'Hmisc' (HARRELL JR, 2020) , ‘ggplot2’' (WICKHAM et al., 2020)
e 'cowplot’ (WILKE, 2020).

3. RESULTADOS

Nenhuma interacao significativa foi encontrada entre sexo e altitude usando
0 conjunto de dados multivariado (Psex*at = 0,71; Fig. 3a) e ndo ocorreram
diferencas significativas entre plantas machos e fémeas (Psex = 0,32; Fig. 3a). No
entanto, ocorreram diferencas significativas entre as populacfes (Pat= 0,001; Fig.
3b).
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Figura 3. Analises de coordenadas principais (PCoA) de 80 individuos de Myrsine coriacea
distribuidos ao longo de um gradiente altitudinal da Floresta Atlantica. Oito caracteristicas foram
usadas: comprimento da célula-guarda (L), condutancia estomatica maxima (gwmax), area foliar
especifica (SLA), densidade de nervuras (VD), densidade de tricomas (TD), composigdo isotépica
do carbono foliar (8'3C), composigao isotdpica do nitrogénio da folha (5'°N) e razéo carbono da folha
para nitrogénio (C/N). a) machos (M) e fémeas (F); b) as sete populacdes representadas em um
gradiente de cor azul de tons mais claros a mais escuros para altitudes mais baixas a mais altas,
respectivamente. Sexo, em (a), e valores altitudinais, em (b), sdo mostrados nos centroides para
cada populagdo. As linhas continuas representam o convex-hull para cada grupo. As linhas cinzas
sdo a distancia de cada planta individual aos seus respectivos centroides para sexo, em (a), e

populacdo, em (b). Os valores P para comparag6es de grupos sdo mostrados no canto superior

direito de cada figura.
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A andlise candnica de componentes principais (CAP; Fig. 4) revelou um
padrao significativo (P<0,0001) de diferenciacdo entre populacdes no espaco
multivariado. As duas populacdes de maior altitude (1.863 e 2.174 m) foram
colocadas no lado direito do grafico, enquanto as demais populacbes foram
colocadas no lado esquerdo. Individuos das populagbes 1.863 e 2.174 m
apresentaram folhas com maiores valores de VD, TD e 5'3C, mas menores valores
de L, gwmax € SLA, qguando comparados as demais populagdes (Fig. 4). O segundo
eixo do CAP revelou uma distincdo entre populacbes que € impulsionada
principalmente por populacdes abaixo de 1.250 m. Os quadrantes superiores
contém individuos das popula¢cdes em menores altitudes (39 e 657 m), enquanto
todos os outros individuos estdo presentes principalmente nos dois quadrantes
inferiores. Individuos das populagfes 39 e 657 m apresentaram folhas com maiores
valores de razdo C/N e menores para 8°N em relacédo as demais populagdes (Fig.
4).

N&o houve interacao significativa entre sexo e altitude para as caracteristicas
analisadas individualmente. Plantas machos e fémeas diferiram significativamente
para Ci/Ca, 6'3C, N e C/N (Tabela 1). Folhas de plantas fémeas tiveram valores
mais baixos de Ci/Ca e C/N (Fig. 5a e 5d) e maiores valores de 33C e N (Fig. 5b e
5c), quando comparados com plantas machos, independentemente da altitude.
Todos os tracos, exceto a SD (P > 0,05) diferiram significativamente entre as
populacdes (P < 0,001) (Tabela 1).
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Figura 4. Grafico da analise candnica de coordenadas principais (CAP) de 80 individuos de Myrsine
coriacea (pontos) distribuidos ao longo de um gradiente altitudinal (escala azul) na Floresta
Atlantica. Oito caracteristicas foram usadas: L (comprimento da célula-guarda), gwmax (conduténcia
estomética maxima), SLA (&rea foliar especifica), VD (densidade de venacgéo), TD (densidade do
tricoma), 6'3C (composigdo isotopica do carbono da folha), 31°N (composigao isotdpica de nitrogénio
foliar) e C/N (razéo carbono foliar para nitrogénio). O sexo (M, masculino; F, feminino) e as altitudes
das populacdes (em metros) sdo plotados em seus centroides. O valor P foi gerado por permutacéo

e compara grupos populacionais.
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Tabela 1. Porcentagem da soma total dos quadrados explicada pelo modelo (sexo e altitude, R?),
por cada fator (sexo, altitude) e o termo de interagcdo (sexo*altitude) usando PERMANOVA para
arvores de Myrsine coriacea ao longo de um gradiente de altitude na Floresta Atlantica. As
caracteristicas estomaticas sdo: SD (densidade estomatica), L (comprimento da célula-guarda), p
(comprimento dos poros estomaticos), SPI (indice de poros estomaticos) e gwmax (condutancia
estomatica maxima). As caracteristicas morfolégicas da folha sédo: SLA (area foliar especifica), VD
(densidade da veia), TD (densidade do tricoma), 613C (composigdo isotépica do carbono foliar),
composigao isotdpica d°N do nitrogénio foliar), Ci/Ca (razdo entre a concentracdo interna e ambiente
de CO2), N (concentragdo de nitrogénio foliar) e C/N (razéo entre a composicao foliar de carbono e
nitrogénio). Os valores sdo a soma dos quadrados dividida pela soma total dos quadrados; R2 é a
soma dos quadrados dos tratamentos dividido pela soma dos quadrados total; significativo em *** p
<0,001, * P < 0,01, * P < 0,05 usando estatistica F.

Atributos R? Sexo Altitude Sexo* Altitude
SD 21,54 1,95 12,26 7,33
L 74,80 1,19 71,10%** 2,51
p 69,23 1,22 66,26*** 1,75
SPI 48,96 0,04 44,81 *** 4,11
Owmax 43,37 0,03 40,45%** 2,89
CilCa 69,29 2,80* 66,41*** 0,08
SLA 76,71 0,08 74,68*** 1,95
VD 69,47 0,12 67,66*** 1,69
TD 35,35 1,80 29,13*** 4,42
o13C 69,96 2,68** 66,38*** 0,90
ON 51,49 1,63 46,50%** 3,36
N 49,74 2,99 42,29%** 4,46

C/N 49,51 2,90* 41,72%** 4,89
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Figura 5. Boxplots descrevendo as distribuicbes de valores para plantas fémeas e machos de
Myrsine coriacea ao longo de um gradiente de altitude na Floresta Atlantica, para
atributos/parametros que diferiram significativamente entre os sexos. (a) razdo entre a concentracéo
interna e ambiente de CO: (Ci/Ca); (b) composicdo isotépica do carbono da folha (8'3C); (c)
concentracao foliar de nitrogénio (N); (d) relagdo carbono-nitrogénio da folha (C/N). Os valores de
P foram obtidos usando um teste PERMANOVA. As caixas representam o intervalo interquartil com
uma linha horizontal para a mediana e os hastes representando o intervalo interquartil 1,5* ou o

ponto méaximo e minimo. Os pontos representam pontos fora do intervalo interquartil 1,5*.

As duas populacdes de maiores altitudes (1.863 e 2.174 m) apresentaram
0s menores valores médios de L e p e, consequentemente, os menores valores de
gwmax € SPI, em relacdo as populacdes de menores altitudes (Tabela 2). Ressalta-
se que os valores da populacdo 2.174 m foram ainda menores do que os da
populacao 1.863 m. Especificamente, a populagéo de 39 m (a mais baixa) teve um
valor de L 26% maior do que a populacdo de 2.174 m (a mais alta), e para p essa
superioridade foi de 48% (Tabela 2; Fig. 6a e 6b). A populacdo de 2.174 m teve
um gwmax 70% menor (0,90 mol H20 m2 s'!) do que a populagdo de 39 m (3,01 mol
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H20 m s1). As duas populacdes nas altitudes mais altas apresentaram Ci/Ca 17%
menor (média de 0,77) do que as duas altitudes mais baixas (média de 0,90; Tabela
2).

A populagdo de 2.174 m apresentou SLA 16% menor (16,4 cm? g1) do que
a populacédo de 1.863 m (19,6 cm? g1) e 34% menor do que a populacéo de 39 m
(24,7 cm? g1). No entanto, a populacdo 39 m, a mais baixa em altitude, apresentou
valores de SLA significativamente mais baixos do que as populacfes em altitudes
intermediarias (Tabela 2). Por outro lado, o VD foi maior na populacéo de 2.174 m,
com média de 6,9 mm mm-2. Esse valor foi 10% superior ao da populacéo de 1.863
m (6,2 mm mm2), e aproximadamente 25% superior a média de todas as outras
populacdes (5,2 mm mm2) (Tabela 2; Fig. 6¢ e 6d). As populacdes de 1.092 m e
2.174 m apresentaram os menores (10 trichomes mm-2) e maiores (19 trichomes
mm-2) valores médios de TD, respectivamente. Com o aparecimento de dois tipos
de tricomas exclusivos para a populagéo localizada a 2.174 m (Tabela 2, Fig. 6e e
6f). A populagdo de 39 m apresentou o menor valor médio para 3*3C (-31,55%o),
enquanto maiores altitudes tiveram os maiores valores (-28,71 e -29,50%0 para as
populactes de 1.863 e 2.174 m, respectivamente). A populacdo de 39 m também

apresentou o menor valor médio para 6'°N (-1,87%o) (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e coeficiente de variacdo (CV%) para caracteristicas estomaticas, morfolégicas foliares e composicao isotopica foliar de carbono e

nitrogénio em arvores de Myrsine coriacea distribuidas em sete populacdes ao longo de um gradiente de altitude da Floresta Atlantica. As altitudes estdo em

metros. Consulte a Tabela 1 para siglas. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente (P < 0,05; teste de Scott-Knott).

Atributos Altitude
39 657 930 1.092 1.229 1.863 2.174

SD (pores mm-2) 195 198 181 176 188 219 206 16,9
L (um) 38,1la 36,0b 36,9b 38,0a 379a 32,3¢c 30,3d 5,2
p (um) 23,3 a 20,8 b 22,0b 22,0b 233 a 179c 15,8d 9,5
SPI (x10%) 28a 25b 24b 2,5b 2,7a 22¢c 19d 13,6
gwmax (Mol H20 m2 s°1) 3,0la 2,18 b 195¢c 1,79c 194c 1,23d 0,90d 16,4
Ci/Ca 0,88 b 091la 0,82d 0,87 b 0,84 c 0,75f 0,79 e 4,4
SLA (cm? g1) 24,7 ¢ 28,3 b 320a 3l,1la 29,3 b 19,6d 16,4 e 12,2
VD (mm mm-?) 54c¢ 51d 56¢c 51d 52d 6,2 b 6,9 a 8,3
TD (trichomes mm-) 13 b 13 b 14 b 10b 14 b 16a 19a 31,7
013C (%o) -31,55e -32,15f -30,29c -31,39d -30,72d -28,71a -29,50b -2,6
0N (%o) -1,87d -0,13 ¢ 1,48 a 0,42 b 2,18a -0,73c 0,76 b  404,4
N (%) 2,1lb 23b 29a 25b 28a 22b 23b 14,0
C/N 24,4 a 213a 178b 20,1 b 18,4 b 232 a 22,8a 13,5
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Figura 6. Epiderme abaxial de folhas de Myrsine coriacea apresentando caracteristicas de tamanho
de estdbmatos, nervuras e de tricomas entre a populacdo de menor (39 m; a, ¢ e €) e maior altitude
(2.174 m; b, d e f). (a) e (b), estbmatos; (c) e (d), padrées de nervuras foliares; (e) e (f), tricomas.
Em (e), um Unico tipo de tricoma (tipo glandular 1) é representado pela seta. Em (f), cada uma das
trés setas diferentes representa trés tipos diferentes de tricomas: seta mais longa e fina, um tricoma
ndo glandular (uniseriado ndo ramificado); seta maior, um tricoma glandular tipo 2; a seta

intermediaria mostra um tricoma glandular tipo 1
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Os modelos de regresséao foram significativos para L, p, SPI, gwmax, SLA €
VD (Fig. 7). As relacdes entre altitude L, p, SLA e VD foram melhor descritas por
equacdes polinomiais de segunda ordem (Fig. 7a, 7b, 7e e 7f). Os modelos
lineares, por outro lado, descreveram melhor as relagdes entre altitude e SPI € gwmax
(Fig. 7c e 7d). As relacBes entre altitude e L, p e SLA tiveram um ponto maximo
(coeficiente de termo quadratico < 0) (Fig. 7a, 7b e 7e), enquanto a relacdo entre
altitude e VD teve um ponto minimo (coeficiente de termo quadratico > 0) (Fig. 7f).

L e p foram maximos em 430 m de altitude, com decréscimos significativos
em altitudes acima de 1.250 m (Fig. 7a e 7b). O SLA foi maximo a 850 m de altitude,
aumentando aproximadamente 21% em relagdo ao nivel do mar, e diminuindo
significativamente em altitudes mais elevadas (1.863 e 2.174 m, Fig. 7e). O VD foi
minimo até 626 m de altitude, aumentando significativamente em altitudes acima
de 1.250 m (Fig. 7f). SPI e gwmax diminuiram aproximadamente 13 e 31%,
respectivamente, considerando um aumento de 1.000 m de altitude (Fig. 7c e 7d).

Em geral, as caracteristicas estomaticas (L, p, SPI e gwmax), SLA e Ci/Ca
foram positivamente correlacionadas entre si, mas negativamente correlacionadas
com VD, TD e &'3C, que se correlacionaram positivamente entre si. SLA foi
positivamente correlacionado com N e 8'°N, enquanto os valores de C/N foram
negativamente correlacionados com SLA e 0N, mas positivamente

correlacionados com VD (Fig. 8).
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Figura 8. Coeficientes de correlagdo de Pearson para caracteristicas estomaticas e morfolégicas
foliares e composigbes isotopicas de carbono (3'3C) e nitrogénio (6'°N) avaliadas em sete
populacdes de Myrsine coriacea ao longo de um gradiente de altitude na Floresta Atlantica. Baseado
nas seguintes caracteristicas: razéo entre a composicéo foliar de carbono e nitrogénio (C/N); razéo
entre a concentracao interna e ambiente de CO:2 (Ci/Ca); condutancia estomatica maxima (gwmax);
comprimento da célula de guarda (L); concentracdo foliar de nitrogénio (N); comprimento do poro
estomatico (p); densidade estomatica (SD); area foliar especifica (SLA); indice de area de poros
estométicos (SPI); densidade de tricomas (TD); densidade da venacéo (VD); composicao isotépica
do carbono foliar (8'3C); composicédo isotopica do nitrogénio foliar (3°N). A tonalidade azul
representa valores de correlacdo positivos, enquanto a tonalidade vermelha representa valores
negativos. Cores mais escuras indicam valores mais proximos de 1 ou -1. Significancia, *** P <
0,001; * P 0,01, * P < 0,05. Para siglas, consulte a Tabela 1.

4. DISCUSSAO

Os efeitos do dimorfismo sexual nas caracteristicas secundarias de M.
coriacea ocorreram apenas com caracteristicas relacionadas a capacidade
fotossintética (Ci/Ca, 0'°C, N e CIN), sem alteracGes significativas em
caracteristicas morfologicas foliares e estomaticas. Fémeas apresentaram maior

capacidade fotossintética do que os machos. No geral, a variacdo nas
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caracteristicas morfolégicas e estomaticas ocorreu apenas em funcao da altitude,
0 que por sua vez afetou a capacidade fotossintética da espécie em altitudes mais
elevadas. Os tracos estomaticos e de venacdo foram mal coordenados. A maior
capacidade fotossintética das fémeas na fase reprodutiva foi associada a forca dos
drenos. As mudancas nas caracteristicas das folhas observadas ao longo do
gradiente de altitude afetam a capacidade de uso de recursos da espécie, 0 que
pode impactar alguns processos do ecossistema.

A auséncia de interacao significativa entre os fatores (sexo e altitude) em
todas as caracteristicas analisadas (Fig. 2a; Tabela 1), aponta que os efeitos da
altitude e do sexo ocorrem de forma independente. O fato dos individuos de M.
coriacea também ndo apresentarem dimorfismo sexual em nenhuma das
caracteristicas estomaticas e morfoldgicas foliares (Tabela 1), ndo corrobora com
a primeira hipétese do estudo na qual foi postulado que arvores fémeas, em relacdo
aos machos, deveriam apresentar alterac6es em caracteristicas estomaticas com
0 aumento da altitude, como forma de favorecer a absor¢cao de CO2 (maior gwmax).

A expressdo do dimorfismo sexual em caracteristicas foliares de espécies
dioicas pode ser bastante divergente, pois mostra como 0s sexos lidam com a
heterogeneidade ambiental (FIELD; PICKUP; BARRETT, 2013; HULTINE et al.,
2016; Ll et al., 2007). A falta de alteracdo nas caracteristicas sexuais secundarias
€ conhecida como “homomorfismo sexual” (JARMAN, 1983), o que torna 0s sexos
de uma espécie neutros em relacao as caracteristicas nao reprodutivas que afetam
a sobrevivéncia e a aptiddo (MCKOWN et al., 2017; SANDERSON et al., 2019).
Descobrimos que M. coriacea é homomorfica sexual para caracteristicas
estomaticas e foliares, um padrdo ja descrito para a arvore temperada Populus
trichocarpa (MCKOWN et al., 2017). No entanto, este € um padrdo incomum, pois
a maioria das espécies apresentam diferencas sexuais marcantes. Por exemplo,
fémeas de Hippophae rhamnoides tiveram maior SD e SLA do que machos (LI et
al., 2007). No entanto, um padréao oposto foi observado para Honckenya peploides,
com individuos machos apresentando maior SD e SLA do que plantas fémeas
(SANCHEZ-VILAS; RETUERTO, 2009). Tais diferencas relacionadas ao sexo sio
especificas da espécie e podem estar relacionadas a historia de vida e adaptacdes
ambientais (JUVANY;MUNNE-BOSCH, 2015).

O dimorfismo sexual em M. coriacea foi observado em caracteristicas

relacionadas a capacidade fotossintética (Tabela 1). Além disso, a amostragem foi
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realizada no final da fase reprodutiva. Sugerimos que as diferengcas encontradas
entre plantas machos e fémeas estejam associadas ao estimulo na maquinaria
bioquimica da fotossintese promovida pelo aumento da for¢a de dreno das fémeas.
Uma possivel explicacdo para isso € que machos podem apresentar maior
remobilizacdo de N para suprir a producéo de pélen (LI et al., 2007). Isso, por sua
vez, leva a uma diminuicdo do investimento de N para formagdo da maquinaria
fotossintética (OBESO;RETUERTO, 2002), enquanto as fémeas teriam uma maior
demanda por fotoassimilados para suprir o desenvolvimento dos frutos (OBESO;
RETUERTO, 2002). Assim, tal aumento na for¢ga dos drenos diminui a concentragao
de amido no tecido foliar devido a maior exportacdo de sacarose para a producao
de frutos, estimulando a fotossintese (XU et al., 2008), como ja descrito para
Populus cathayana (WU et al., 2021b).

Existe uma estreita relacdo entre os metabolismos de C e N. A diminuicéo
dos carboidratos das folhas estimula o investimento de N nas proteinas do Ciclo de
Calvin, particularmente Rubisco (CORUZZI; ZHOU, 2001; SHI et al., 2006; WANG
et al., 2008; ZHU et al., 2010). Folhas com maiores concentracdes de N, como visto
em arvores fémeas, geralmente também apresentam maior capacidade de
carboxilacdo (BRESSON et al., 2011; PENG et al., 2016; SEYEDI et al., 2019). O
estimulo da fotossintese foi promovido pelo aumento da for¢ca dos drenos, e nao foi
associado a aumentos significativos na capacidade de absorcdo de CO:2 pelos
estdmatos, padrédo confirmado pela diminui¢cdo de Ci/Ca. Assim, o aumento de d'3C
no tecido foliar de plantas fémeas (Fig. 4b) € devido a diminuicdo da discriminacao
isotépica de ¥CO2 promovida pela diminuicdo de Ci/Ca (SHI et al., 2006; WANG et
al., 2008; ZHU et al., 2010).

Maior concentragdo de 3'3C, sem alteracbes nos atributos estomaticos,
confere as plantas fémeas de M. coriacea uma maior WUE em compara¢do aos
machos. Isso ocorreu independentemente da altitude, refutando nossa segunda
hipétese. No entanto, as diferencas no ganho de carbono entre plantas machos e
fémeas sdo dependentes da fase fenolégica (MILLA et al., 2006). Por exemplo,
diferencas na WUE entre machos e fémeas de Maireana pyramidata foram
discerniveis apenas durante os periodos reprodutivos (LEIGH; NICOTRA, 2003).
Portanto, plantas fémeas de M. coriacea apresentaram maior WUE do que machos

na fase reprodutiva avaliada no presente estudo em todas as altitudes. Avaliacdes
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futuras devem testar se esse padrao é mantido durante os periodos de crescimento
e floracéo.

No presente estudo, o tamanho dos estdématos influenciou a condutancia
estomatica, uma vez que tamanhos de poros menores sao capazes de fechar e
abrir mais rapidamente do que poros de tamanhos maiores. A variagédo de tamanho
(Fig. 5b), em resposta ao aumento da altitude, levou a diminui¢bes no SPI (Fig. 5¢)
e gwmax (Fig. 5d), demonstrando a capacidade de ajuste da area total dos poros
estomaticos associada a conservacao e utilizacdo da agua (BERTOLINO et al.,
2019; DOHENY-ADAMS et al., 2012). Um estudo realizado com Dodonaea viscosa
em gradientes ambientais no sul da Australia (HILL et al., 2014) sugeriu que
estbmatos maiores em altitudes mais baixas (maior temperatura) aumentam a
transpiracéo, favorecendo o resfriamento dos tecidos foliares. Esta € uma possivel
explicacdo para o que foi observado para individuos da populacédo de M. coriacea
a 39 m (Fig. 4a). Em altitudes mais altas, estbmatos menores (L e p; Fig. 5a e 5b)
fornecem um caminho de difusdo mais curto devido a profundidade dos poros
(VIALET-CHABRAND; LAWSON, 2019), o que aumenta a taxa de difusdo de COzq,
levando a economia de agua (DASZKOWSKA-GOLEC; SZAREJKO, 2013;
RAVEN; HANDLEY; ANDREWS, 2004). As modificagbes estomaticas associadas
ao incremento de VD (Fig. 6f) aumentam a capacidade de carboxilacdo as custas
da transpiracdo (ZHAO et al. 2017a, 2017b). Essa estratégia favorece o
estabelecimento de plantas em sistemas com baixa disponibilidade de agua no solo
em altitudes mais elevadas.

Individuos que ocorrem em altitudes mais altas tiveram maior WUE (ou seja,
maior 5'3C) do que individuos em altitudes mais baixas. No entanto, na Floresta
Atlantica, o oposto foi encontrado por PIREDA et al. (2019) ao comparar plantas
localizadas em uma planicie arenosa costeira (restinga) e em uma floresta sazonal.
Tais diferencas na eficiéncia do uso da agua encontrada entre os dois, podem ser
explicadas por diferencas ambientais entre os locais. A area de restinga na qual se
localizava uma das populacdes estudadas de M. coriacea apresenta grande
disponibilidade hidrica devido as inundac¢des sazonais. A umidade relativa do solo
e do ar (UR) pode ser alta, e o lencol freatico pode atingir a superficie do solo
(MAGNAGO et al., 2010, 2013). O aumento da UR é desfavoravel a transpiracao
e, quando associado a maior disponibilidade hidrica no solo, faz com que mesmo

com a ocorréncia da perda de agua, ela ndo seja considerada um fator limitante
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para os processos fotossintéticos. Esta é uma possivel explicagdo para o baixo
investimento em VD aqui observado para M. coriacea em baixas altitudes (Tabela
2; Fig. 5f), contrariando os resultados encontrados por PIREDA et al. (2019).

A variacdo nas caracteristicas estomaticas e VD foram minimas entre as
populacbes de até 1.229 m (Tabela 2; Fig. 5). Destacamos ainda que 0s
decréscimos observados na gwmax (Tabela 2 e Fig. 5d) entre essas populagdes nédo
foram resultantes de ajustes anatdbmicos (L ou p), e sim do efeito da variagdo nos
valores do coeficiente de difusdo do vapor de agua no ar (dw) e do volume molar
do ar (v), estimados ao longo do gradiente de altitude. Como as mudancas na
morfologia séo irreversiveis, elas devem ocorrer de forma coordenada para ganhos
de desempenho (KOOKE; KEURENTJES, 2012; BRODRIBB et al., 2017; ZHAO et
al., 2017), isso seria expresso por uma relacdo positiva entre gwmax € VD, 0 que néo
foi observado. Nossa terceira hipétese foi parcialmente confirmada pela correlagédo
positiva entre SD e VD (Fig. 6). Nao observamos coordenacao entre os sistemas
gue regulam entrada e saida agua, ou seja, aqueles relacionados ao xilema e aos
estbmatos, respectivamente (ver, ZHAO et al., 2016; BRODRIBB et al., 2017). Isso
se deve a correlacao relativamente baixa (r=0,36) entre SD e VD e a auséncia de
diferencas significativas de SD ao longo do gradiente (Tabelas 2 e 3). ZHAO et al.
(2016), estudando 105 espécies de angiospermas em um gradiente de altitude
entre 800 e 2.600 m no sudoeste da China, ndo encontraram associacfes positivas
entre SD e VD. Uma relacédo diretamente proporcional entre SD e VD seria
fundamental para manter em equilibrio os fluxos de agua nas fases liquida e gasosa
(BRODRIBB et al. 2017, ZHAO et al. 2017). Encontramos evidéncias que apoiam a
hipétese de DAMIAN et al. (2017) em que as plantas mudam seus padrdes de
caracteristicas para lidar com condicbes ambientais heterogéneas de acordo a
prioridade fisiolégica.

No geral, houve uma relacdo inversamente proporcional entre as
caracteristicas estométicas (L, p e SPI) e VD (Fig. 6). Por um lado, os grandes
investimentos em VD associados a estdmatos pequenos (L e p) e baixos valores
de SLA (Tabela 2; Fig. 5g, 5b, 5a e 5f), podem ser interpretados como excesso de
venacao e, portanto, como estratégia ineficiente. Isso levaria a um aumento no
consumo de fotoassimilados devido ao grande custo metabdlico para a sintese de
lignina, que € o principal componente da venacao foliar (LAMBERS; POORTER

1992). Esses grandes investimentos em VD limitariam o potencial fotossintético
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porque exigiriam que a planta investisse em tecido vascular em detrimento do
investimento em tecido fotossintético (CARINS MURPHY; JORDAN; BRODRIBB,
2014). Além do mais, folhas mais grossas (menor SLA) embora associadas com
maior longevidade (VITORIA; ALVES; SANTIAGO, 2019; WRIGHT et al., 2004),
apresentam menores valores de condutancia hidraulica foliar (Kiear) e,
consequentemente, menor gs, apresentando menor capacidade fotossintética
(BRODRIBB; FEILD; JORDAN, 2007). Entretanto, o aumento dos investimentos em
VD em folhas com menor SLA pode diminuir a distancia entre a nervura e a
epiderme (estdmatos), reestabelecendo os valores de Kear € (s, €,
consequentemente, a capacidade fotossintética (SACK; SCOFFONI, 2013;
SCOFFONI et al., 2011). A maior VD em espécies de Eucalyptus e Corymbia
localizadas ao longo de um gradiente de disponibilidade hidrica no sudoeste da
Australia, além de diminuir o risco de falha hidraulica, também foi associada com a
mitigacao do efeito negativo da maior espessura foliar sobre a fotossintese (BOER
et al., 2016) . Assim, a aparente ineficiéncia da estratégia ndo deve ser interpretada
como tal, pois aumentos no VD atenuam os efeitos do baixo SLA. A complexidade
de ecossistemas altamente heterogéneos e multidimensionais, especialmente em
florestas tropicais (ver, MARQUES; GRELLE, 2021), exigem que as plantas
fornecam varias combinacbes de caracteristicas para ajustar as mudancas
ambientais e melhorar o desempenho. Essa capacidade das plantas de ajustar
diferencialmente o funcionamento entre os diferentes conjuntos de caracteristicas,
€ de importancia crucial em um clima global em constante mudanca.

A diminuicdo do tamanho dos estdmatos geralmente esta associada ao
aumento do SD (ver, ZWIENIECKI et al., 2016). No entanto, encontramos
diminuicdo no tamanho dos estdématos (L, p e SPI) e aumento nos valores de TD
(Fig. 6), com valores de SD invariantes ao longo do gradiente. Os aumentos na TD
explicam as diminui¢gdes no tamanho dos estdmatos e de VD observados em 1.863
e 2.174 m (Tabela 2). Isto ocorreu principalmente para a populacéo de 2.174 m, na
gual foram observados dois tipos exclusivos de tricomas (Fig. 4f). O aumentos no
namero de tricomas sdo comumente vistos como caracteristicas xeromorficas
(GALDON-ARMERO et al., 2018; GALMES et al., 2007; TALEBI et al., 2019) e
podem estar associados a baixos valores de SD e baixos valores de gs (GALDON-
ARMERO et al., 2018). O aumento de tricomas esta associada a diminuicdo da

perda de &agua, protecdo contra excesso de radiacdo UV e prevencao de
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superaquecimento em plantas de alta altitude (GALDON-ARMERO et al., 2018;
GALMES et al., 2007; SMITH et al., 2009). Sugerimos que pressdes seletivas
paralelas (BOER et al., 2016), que geralmente estdo presentes em altitudes mais
altas (KORNER, 2007), podem explicar o padrdo encontrado de baixo SLA
associado ao aumento da TD e o aparente superinvestimento em venacéo foliar.
As mudancas nos atributos foliares observadas ao longo do gradiente podem
afetar alguns processos do ecossistema, mesmo apos a senescéncia foliar.
Periodos mais longos sao esperados para a decomposicdo de folhas de M.
coriacea em altitudes mais elevadas devido ao seu baixo SLA e maiores valores de
VD e TD (Fig. 5), quando comparados com plantas de altitudes mais baixas
(LAVOREL; GARNIER, 2002; POORTER et al., 2009). Embora isso afete a
ciclagem de nutrientes (CORNELISSEN et al., 1999), o tamanho desse efeito &
dependente das concentracdes de N nas folhas, capacidade de remobilizacéo de
nutrientes na senescéncia e proporcao de folhas de M. coriacea na serapilheira.
Em geral, as taxas de mineralizacdo da matéria organica em serapilheira
diminuem com a altitude devido as baixas temperaturas, levando a diminuicdo da
disponibilidade de nutrientes do solo (RAZAVI; BLAGODATSKAYA; KUZYAKOV,
2015). Assim, ocorre um aumento na disponibilidade de formas organicas de N,
com maiores concentracdes de N (CRAINE et al., 2015; HOBBIE; HOGBERG,
2012) e que sdo acessados através de fungos micorrizicos (HOBBIE; HOGBERG,
2012; HOGBERG, 1997) e bactérias fixadoras de nitrogénio (KRIEG et al., 2017).
Em altitudes mais baixas, ao contrario, hd& uma diminuicdo na diversidade de
espécies e abundancia de microrganismos do solo (BONFIM et al., 2016;
GAVAZOQV et al., 2016), devido aos menores teores de matéria organica, fosforo e
aluminio encontrados neste ambiente (BAINARD et al., 2014). Encontramos
menores valores de *°N foliar nas populacdes de 39 e 657 m, mas com teores de
N semelhantes, em comparagdo com as populacdes de maior altitude (Tabela 2;
Fig. 7). Isso pode ser devido a uma diminuicdo nas associacbes planta-
microrganismo em baixas altitudes, associadas a maiores concentragdes de 3'°N
no solo geralmente encontrada em solos tropicais e temperados (MARTINELLI et
al., 1999). Estudos futuros devem considerar a capacidade de remobilizacdo de N,
a existéncia e importancia de associacdes planta-microrganismo em plantas de M.

coriacea.
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5. CONCLUSAO

Machos e fémeas de M. coriacea néo diferiram nos atributos estomaticos.
Fémeas tiveram maior capacidade de carboxilagdo devido ao aumento da forca de
dreno e N foliar. Assim como também apresentaram maior eficiéncia no uso da
agua (maior 5*3C) em relacéo aos machos. Todos esses padrdes eram evidentes
apesar das mudancas de altitude.

Individuos machos e fémeas de M. coriacea apresentaram alteragbes nas
caracteristicas estomaticas, como diminuicdo do tamanho estomatico e gwmax,
levando a aumentos no WUE. Todas essas mudancas estdo associadas a
mudancas ambientais em todo o gradiente de altitude, e permitem que as espécies
prosperem em climas globais diversos e em constante mudanca.

Os atributos das folhas em altitudes mais elevadas foram associados a
maiores periodos de decomposi¢cdo. Os menores valores de &N foliar para
populacbes de até 657 m sugerem a acdo de associacfes planta-microrganismo
sobre o N organico, tema que merece futuras linhas de investiga¢éo. E importante
ressaltar que, foram encontradas evidéncias indicando que mudancas nos atributos
das folhas ao longo do gradiente podem afetar alguns processos importantes do
ecossistema.

A coordenacao funcional entre os tracos estoméaticos e venosos nao foi
encontrada. Em vez disso, VD foi inversamente relacionado com caracteristicas
estomaticas e SLA. Além disso, a diminuicdo do tamanho dos estdmatos foi
associada ao aumento da TD. Concluimos que pressfes seletivas paralelas, que
geralmente estdo presentes em altitudes mais elevadas, podem explicar o aparente

superinvestimento em nervuras foliares.
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RESUMO

Em um cenario de mudancgas climéticas, buscar compreender os fatores que
regulam as diferencas e a capacidade adaptativa das espécies é fundamental para
entender como as espécies responderdo ao aumento de temperatura. Assim, o
principal objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas funcionais relacionadas
com o desempenho fotossintético (dez caracteristicas foliares, sete caracteristicas
anatdbmicas e 16 relacionadas com as trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila
a) de plantas de Myrsine coriacea provenientes de quatro altitudes de origem (630,
910, 1.229 e 2.019 m) quando cultivadas em jardim comum situado em alta (HA,
914 m) e baixa altitude (LA; 108 m). Nossas hipoteses foram que em M. coriacea:
i) os individuos terdo maior fotossintese liquida quando cultivados em HA,
independentemente da altitude da populacdo de origem; ii) as populacdes terao
desempenho diferente considerando a grande variacdo ambiental observada nas
populacdes naturais independente da altitude do jardim comum. Em LA houve
mortalidade de todas as plantas provenientes de 2.019 m. A assimilacao liquida de
CO2 e a respiracdo no escuro foram maiores em HA em relagdo a LA,
independentemente da altitude de origem. Plantas em LA apresentaram uma maior
pressdo oxidativa sobre a maquinaria fotossintética (maior relacdo ETR/Ag) em
relacdo as plantas em HA, independentemente da altitude de origem. Em LA,
independentemente da altitude de origem, a fotorrespiragcdo representou
aproximadamente 60% da fotossintese bruta, valor 50% superior ao verificado em
plantas HA. Em HA plantas provenientes de 2.019 m apresentaram adaptacgéao local
em caracteristicas foliares (menor area foliar especifica e tamanho dos estdmatos;
maior densidade de presenca de tricomas) que foram relacionadas com uma menor

transpiracéo e capacidade fotossintética.

Palavras craves: Adaptacéo local « balanco de carbono * capacidade fotossintética

* plasticidade fenotipica  transpiracao
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ABSTRACT

In a scenario of climate change, seeking to understand the factors that regulate the
differences and the adaptive capacity of species is fundamental to understand how
species will respond to the increase in temperature. Thus, the main objective of this
work was to evaluate functional characteristics related to photosynthetic
performance (ten leaf characteristics, seven anatomical characteristics and 16
related to gas exchange and chlorophyll a fluorescence) of Myrsine coriacea plants
from four altitudes of origin (630, 910, 1229 and 2019 m) when grown in a common
garden located at high (HA; 914 m) and low altitude (LA; 108 m). Our hypotheses
were that in M. coriacea: i) individuals will have higher net photosynthesis when
cultivated in HA, regardless of the altitude of the source population; ii) the
populations will have different performance considering the great environmental
variation observed in the natural populations regardless of the altitude of the
common garden. In LA there was mortality of all plants from 2019 m. Net CO:2
assimilation and dark respiration were higher in HA compared to LA, regardless of
the altitude of origin. Plants in LA showed a higher oxidative pressure on the
photosynthetic machinery (highest ratio ETR/Ag) compared to plants in HA,
regardless of the altitude of origin. In LA, regardless of the altitude of origin,
photorespiration represented approximately 60% of gross photosynthesis, a value
50% higher than that observed in HA plants. In HA plants from 2019 m showed local
adaptation in leaf characteristics (lower specific leaf area and stomata size; higher
density of trichomes) that were related to lower transpiration and photosynthetic

capacity.

Keywords: Carbon balance ¢ local adaptation * photosynthetic capacity °

phenotypic plasticity « transpiration
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1. INTRODUCAO

As mudancas climéticas ndo sdo uma ameaca distante. Estimava-se que até
o final de 2100 ocorreria um aumento de 1,5°C na temperatura média global (IPCC,
2007). Porém, de acordo com o relatorio do IPCC (IPCC, 2021), ha mais de 50%
de chance que o aumento de 1,5°C seja atingido ou ultrapassado entre 2021 e
2040. Se altas emissdes de carbono continuarem a serem lancadas na atmosfera,
até o final do século, o aquecimento podera aumentar para 3,3 a 5,7°C (IPCC,
2021), sendo que, nos ultimos trés milhdes de anos o aguecimento da terra nao
ultrapassou 2,5°C. Contudo, ao longo da superficie da Terra, as variacdes na
temperatura do ar sdo significativas e heterogéneas (CHAHINE et al., 2008).
Estima-se que até o ano de 2100, regides com latitudes elevadas poderédo aquecer
até 10°C, enquanto nos tropicos o aquecimento sera da ordem 3 a 4°C, sendo que
maiores temperaturas seréo verificadas durante as noites de inverno (CIAIS et al.,
2013).

No geral, é esperado que o aumento da concentracdo de CO:2 no ar
atmosférico promova um aumento nas taxas fotossintéticas foliares, principalmente
em plantas Cs (BRAGA et al., 2021; ORT et al., 2015). Entretanto, a magnitude
desse estimulo ainda nao foi esclarecida, uma vez que o efeito serd dependente da
temperatura foliar (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019). Apesar da sua importancia,
o conhecimento dos impactos do aumento de temperatura devido as mudancas
climéticas sobre a vegetacdo ainda é limitado (ALEIXO et al.,, 2010). Com o
aquecimento global é esperado que varias espécies migrem para maiores latitudes
e/ou altitudes em decorréncia de temperaturas mais proximas da sua condicao
natural (MALHI et al., 2010). Entretanto, a rapidez em que as mudancas estao
ocorrendo coloca em risco a biodiversidade, pois dificulta os processos evolutivos
e adaptativos (BARNOSKY et al., 2011). Assim, as investigacdes dos possiveis
efeitos do aumento de temperatura sobre a vegetacdo tornam-se cada vez mais
necessarias.

Em funcéo de possibilitar o entendimento de como as mudangas climaticas
poderdo afetar o desempenho fotossintético das plantas, a determinacdo da
capacidade fotossintética ao longo de gradientes de altitude tem despertado cada
vez mais atencdo (PENG; BLOOMFIELD; PRENTICE, 2020; WANG et al., 2017).

O efeito da altitude sobre a fotossintese liquida foliar ttm mostrado variagées,
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dificultando o entendimento de padrdes gerais. Em algumas plantas, a fotossintese
liguida sob luz saturante (Asat) permaneceu inalterada ou aumentou em altitudes
mais elevadas, como forma de superar os efeitos da baixa presséao parcial de
CO2 (BRESSON et al., 2011; SHI et al., 2006). Em outros estudos, Asat diminuiu
com o aumento da altitude devido as limitacdes difusivas para absorcdo do
CO2 (SMITH; JOHNSON, 2008; SMITH et al., 2009). Sob condi¢cdes naturais, as
respostas fotossintéticas verificadas séo o resultado da existéncia de plasticidade
fenotipica e/ou ocorréncia de alelos adaptativos (PIGLIUCCI, 2001). Poucos
estudos realizaram a separacéo do efeito destes dois componentes para melhor
entendimento do processo de adaptacdo (BEREND; HAYNES; MACKENZIE,
2019). Experimentos em jardim comum [projetos experimentais onde plantas de
diferentes procedéncias sado cultivadas nas mesmas condi¢cdes] vém sendo uma
abordagem aprimorada a busca do melhor entendimento sobre o processo de
adaptacdo (BEREND; HAYNES; MACKENZIE, 2019; BLANQUART et al., 2013).
No entanto, este tipo de abordagem é realizada para estudos com espécies
herbaceas de clima temperado (ALEXANDER; DIEZ; LEVINE, 2015; BEREND;
HAYNES; MACKENZIE, 2019; BLANQUART et al., 2013; DE FRENNE et al., 2013;
OHSAWA; IDE, 2008; PRATT; MOONEY, 2013; SUN et al., 2016). Estudos sobre
0 processo de adaptacdo da capacidade fotossintética de espécies arbéreas ao
longo de gradientes de altitude em regides de clima tropical sdo praticamente
inexistentes.

Um fator importante que vem ocorrendo na maioria destes estudos esta
relacionado a utilizacdo de apenas um local experimental, que impossibilita a
distincao dos efeitos genéticos no padrdo de adaptacao entre as populacdes. Isso
s6 é possivel quando sdo estabelecidos dois ou mais jardins comuns em condicfes
divergentes, por exemplo, diferentes altitudes (BEREND; HAYNES; MACKENZIE,
2019; TURESSON, 1922). Quando a altitude é utilizada como um fator associado
ao jardim comum, podemos inferir como um determinado recurso e/ou condicéo ira
atuar em individuos de uma mesma populacdo e como diferentes populagdes irdo
responder a um mesmo fator (MIDOLO et al., 2019). Escolher uma espécie com
ampla distribuicdo também é fundamental, pois espera-se que espécie com ampla
distribuicdo apresentem variacfes genéticas que permitem a esses individuos

sobreviver em ambientes contrastantes.
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Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex Roem & Schult pertencente a familia
Primulaceae foi proposta como modelo para entender as respostas funcionais de
arvores tropicais as mudancas climaticas na Floresta Atlantica (Capitulo 1), devido
principalmente a sua ampla ocorréncia ao longo de diferentes formacdes florestais
(ver, SANCHEZ-TAPIA ET AL., 2018). Com isso, é uma espécie presente em
praticamente todos os estratos altitudinais na Floresta Atlantica, que varia do nivel
do mar até aproximadamente 2.900 m de altitude (TABARELLI et al., 2005). Além
disso, € uma espécie com ampla utilizacdo em projetos de restauracdo ecoldgica
dada sua capacidade de atracdo da avifauna e carater pioneiro de ocupacao do
espaco (JESUS; ARAUJO, 2007; PASCOTTO, 2007).

Matrizes de M. coriacea estudadas no Capitulo 1 mostraram a existéncia de
modificacdes em caracteristicas estomaticas e morfolégicas foliares (densidade de
venacao, densidade de tricomas e area foliar especifica) ao longo do gradiente de
altitude (dados né&o publicados). Em altitudes mais elevadas, essas modificagbes
estdo associadas com 0 aumento nas taxas de carboxilacao e eficiéncia no uso da
agua (Capitulo 1). Entretanto, ndo foi possivel concluir com este estudo se as
modificacdes encontradas resultam de fatores genéticos ou ambientais. Assim, o
principal objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas funcionais
relacionadas com o desempenho fotossintético (dez caracteristicas foliares, sete
caracteristicas anatbmicas e 16 fotossintéticas) de plantas de M. coriacea
provenientes de individuos silvestres ocorrentes em quatro altitudes de origem
(630, 910, 1.229 e 2.019 m) cultivadas em jardim comum situado em alta (HA; 914
m) e baixa altitude (LA; 108 m). Nossas hipoteses sao, i) todos os individuos terdo
maior fotossintese liquida quando cultivados em jardim comum em alta altitude
(HA); i) individuos de populacdes distintas terdo desempenho diferente
independente da altitude do jardim comum, considerando a grande variacao

ambiental observada nas populac¢des naturais.
2. MATERIAL E METODOS
2.1.Producéo de mudas

Ao longo de um gradiente de 1.517 m de altitude foram selecionadas
populacdes em cinco altitudes de origem (657, 930, 1.229, 1.863 e 2.174 m). Em

cada populacdo, foram selecionadas 10 arvores matrizes que apresentavam
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aproximadamente a mesma altura e didmetro a altura do peito. De acordo com a
classificagao de Koppen revisada para o Brasil por Alvares et al. (2013), o clima da
regido de localizacdo das plantas matrizes é classificado como Cfa (Clima
subtropical, com verdo quente), Cfb (Clima temperado, com verdo ameno) e Cwb
(Clima subtropical de altitude, com inverno seco e verao ameno).

Foram coletados frutos maduros (hovembro de 2017) ao longo da copa de
todas as matrizes selecionadas em cada uma das cinco populacdes. Apos a coleta,
os frutos foram submetidos a escarificagdo mecanica em peneira de aco e as
sementes foram secas a sombra. Posteriormente, as sementes foram
imediatamente levadas para o viveiro florestal, localizado em Jerénimo Monteiro-
ES. No viveiro, as sementes foram estratificadas em bandejas de polipropileno com
capacidade de 19.5 cm3contendo areia lavada como substrato. Em marco de 2018,
ocorreu a repicagem das plantulas para tubetes de polipropileno, com capacidade
de 280 cm3, contendo substrato comercial (Tropstrato®, HT hortalicas) (Fig. 1a).
As mudas foram mantidas durante 12 meses sob telas de poliolefinas (Sombrite®),
com retencao de 50% de radiacao e irrigacao por microaspersao trés vezes ao dia
(Fig. 1b). Em margo de 2019, as mudas foram transferidas para vasos de trés litros
contendo como substrato uma propor¢cdo de 3:1 de substrato comercial
(Tropstrato®, HT hortalicas) e areia (Fig. 2a), onde permaneceram até a montagem
dos experimentos em campo (Fig. 2b).

Devido a baixa sobrevivéncia das mudas provenientes de 1.863 e 2.174 m,
e por ndo apresentarem diferencas em caracteristicas estoméaticas e morfologicas
no Cap. 1, elas foram agrupadas e representadas pelo valor médio entre elas
(2.019 m). Entao, foram consideradas quatro altitudes de origem para as mudas

utilizadas nos experimentos de jardins comum: 657, 930, 1.229 e 2.019 m.
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Figura 1. Repicagem das plantulas de Myrsine coriacea para tubetes de polipropileno (a), apds a

repicagem, as mudas foram mantidas sob telas de poliolefinas (Sombrite®) com retencéo de 50%

de radiacéo (b).

Figura 2. Transferéncia de mudas Myrsine coriacea para vasos de trés litros contendo como
substrato uma proporcéo de 3:1 de substrato comercial (Tropstrato®, HT hortalicas) e areia (a e b).

ApOs a transferéncia, as mudas permaneceram no viveiro floresta localizado em Jerénimo Monteiro-

ES até a montagem dos experimentos em campo (c).
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2.2.Caracterizacao dos locais experimentais

Para caracterizagdo climatica, foram instalados quatro sensores de
temperatura e umidade relativa do ar (OM-HL-SP IP67, Omega Engineering Inc,
Norwalk, EUA) em cada experimento. Os sensores permaneceram durante os dias
de avaliagGes e foram posicionados na regido central de cada bloco. A temperatura
(Tar) e umidade (UR) eram registradas a cada hora. A partir destes dados, também
foram determinadas a pressdo de saturacdo de vapor de agua (es) e pressao
parcial de vapor (ea) que foram utilizadas para calcular o déficit de pressao de vapor
(DPV) de acordo com Pereira et al. (2002):

DPV =es - ea
es = 0,6108 * 10 7,5*Tar/237,3+Tar

ea = UR *es/100

Os valores minimos e maximos da Tar foram determinados diariamente e,
entdo foi calculada a amplitude térmica diaria. Os valores médios da Tar, amplitude
térmica e DPV foram calculados considerando o periodo diurno e noturno (Tabela
1). Para a caracterizagdo quimica do solo (Tabela 1) foram coletadas quatro
amostras de solo em cada experimento. ApOos a coleta, as amostras foram
peneiradas e homogeneizadas formando uma amostra composta. A caracterizacao
quimica e fisica do solo, foi realizada conforme EMBRAPA (1997). O potencial
hidrogeniénico (pH) foi determinado apés a adicdo de agua (relacdo solo-agua
1:2,5); a concentracao de fosforo (P) foi determinada ap6s a extracdo com extrator
Mehlich e determinacdo por colorimetria; a concentracdo de potassio (K) e sodio
(Na) foram determinadas apés a extragdo com extrator Mehlich e determinacao por
espectrofotometria de chama; a concentracdo de célcio (Ca) e magnésio (Mg)
foram determinadas apds a extracdo com extrator KCl 1 mol/L e determinacéo por
espectrometria de absorcdo atbmica; a concentracdo de aluminio (Al) foi
determinada apds a extragdo com extrator KClI 1 mol/L e quantificacdo por
titulometria; o teor de matéria organica (MO) foi determinado apos oxidagcdo do

carbono por via imida com dicromato de potassio em meio acido (H2S0Oa4).
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Tabela 1. Temperatura do ar (Tar), amplitude térmica, déficit de pressdo de vapor (DPV) e
pardmetros quimicos do solo (pH: potencial hidrogenidnico; P: fésforo; K: potassio; Na: sddio; Ca:
célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; MO: matéria organica) de jardim comum localizados em baixa
(LA; 108 m) e alta (HA; 914 m) altitude na Floresta Atlantica.

o Jardim Comum
Caracteristicas

LA HA
Tar Dia 35,7 26,8
°C) Noite 23,6 18,2
Amplitude Dia 20,6 17,3
térmica _
°C) Noite 13,2 73
DPV Dia 4,00 1,54
(kPa) Noite 0,80 0,22
pH (H20) 5,07 5,93
P (mg/dm?) 3,52 29,65
K (mg/dm?3) 171,00 73,00
Na (mg/dm?) 5,00 0,00
Ca (cmolc/dm?) 2,36 3,78
Mg (cmolc/dms3) 1,03 1,07
Al (cmolc/dm3) 0,00 0,00
MO (g/Kg) 23,81 43,57

2.3.Condicbes experimentais

Foram estabelecidos dois jardins comum, localizados em diferentes
altitudes. Em Alegre-ES (20°75’47,88”/ 41°48’93,55”) foi estabelecido um jardim
comum em uma area localizada a aproximadamente 108 m de altitude (baixa
altitude; LA). A &rea do jardim comum estabelecido na cidade de Marechal Floriano-
ES (20°25’38,41”/ 40°51'29,08"), esta localizada a aproximadamente 914 m de
altitude (alta altitude; HA). Ambas as areas sao afetadas por perturbagéo antrépicas
(pastagens abandonadas e areas agricolas). O plantio experimental LA foi
estabelecido em julho de 2019, enquanto o plantio HA foi estabelecido em
dezembro de 2019. Os jardins foram montados em quatro blocos, e cada bloco foi
formado por cinco linhas contendo oito plantas (duas de cada altitude de origem),
totalizando 160 mudas. Na bordadura foram plantadas mudas de populacdes
variadas. As mudas foram plantadas com espagamento de dois metros dentro das
linhas e trés metros entre linhas (Fig. 3). O Plantio foi realizado em covas com
dimensdes 30x30x30 cm, onde foi adicionado 200 g de super fosfato simples 15

dias antes do plantio. Para garantir o pegamento das mudas, apo6s o plantio foram
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realizadas irrigacoes regulares com a utilizacao de regadores manuais. O controle
de plantas daninhas em LA foi realizado por rocadeira mecéanica e em HA com
capina manual e controle quimico com utilizacdo do herbicida Roundup Original®.

Sempre que necessario, foi realizado o controle de formigas utilizando o formicida

Mirex-SD®.
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Figura 3. Croqui detalhando o desenho experimental. O delineamento utilizado foi de blocos
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casualisados com tratamentos dispostos em pares dentro de cada bloco. Circulos em cinza

simbolizam bordadura.

2.4.Avaliacbes

As avaliacbes morfoldgicas foliares, clorofilas, anatémicas, potencial hidrico
e trocas gasosas foram realizadas em janeiro de 2021. Enquanto as medicdes de
crescimento foram realizadas em janeiro e abril de 2021.
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2.4.1. Analises de crescimento, morfoldgicas foliares e de clorofilas

Para as analises de crescimento, morfologia foliar e de clorofilas foram
utilizadas trés plantas por populacdo em cada bloco, totalizando 12 plantas por
populacdo em cada jardim. Para as analises de crescimento foram medidas a altura
de planta, utilizando-se réegua graduada (precisédo de 0,1 cm) e o diametro do caule
utilizando-se paquimetro digital (ZAAS-1-0013, Amatools, Sdo Paulo, BR) (precisao
de 0,01 mm). A altura foi determinada do nivel do substrato até a gema apical
caulinar, enquanto o diametro foi determinado na regido do coleto. A partir dessas
medidas foram determinadas taxas de crescimento relativo referentes a altura do

caule (RGR#) e diametro do caule (RGRp). Para o célculo, foi utilizada a formula:

Onde: X2 e X1 sao referentes a altura da planta ou diametro do caule nos tempos
t2 e t1, respectivamente. IN = logaritmo natural.

A determinacdo do numero de 4pices caulinar (NA) ocorreu pela contagem
de todos os apices presentes na planta. Também foram contabilizados o nimero
de ramos laterais (LR) e realizado a medicdo da distancia (DIS) entre o primeiro e
altimo ramo, para a mensuracgao da distancia média entre os entrenos (MDE).

A éarea foliar unitaria (ULA) e a area foliar especifica (SLA) foram realizadas
como proposto por PEREZ-HARGUINDEGUY et al. (2013). Para a determinacg&o
da area foliar unitaria (ULA), foram coletadas quatro folhas totalmente expandidas
no terco médio superior de cada planta, e através de um integrador de area foliar
(LI-3100, LI-COR®, Lincoln, EUA) foi determinada a é&rea de cada folha.
Posteriormente, para determinacdo da SLA, a massa seca das folhas foi obtida
apos secagem em estufa de circulacéo forcada a 60° C, até peso constante. Para
a espessura foliar (LT), foram utilizadas quatro folhas e foram realizadas duas
medi¢cOes na parte mediana de cada folha com o medidor de espessura digital
(Digimess 130.403, Digimess, Sao Paulo, BR).

A determinag&o do indice de clorofilas foi realizada através do ClorofiLOG
(CFL 1030, Falker, Rio Grande do Sul, BR), que consiste em um método nao
destrutivo que utiliza fotodiodos que emitem trés comprimentos de onda, duas
dentro do espectro do vermelho (635 e 660 nm) e um no infravermelho proximo

(880 nm). Através de um sensor ocorre a captacao da radiacdo transmitida atraves
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da folha, permitindo estimacéao do indice de clorofila a (ICa), indice de clorofila b

(ICb) e o indice de clorofila total (ICt) em unidades adimensionais.

2.4.2. Caracteristicas estomaticas e densidade de venacéao e tricomas

Duas folhas de cada arvore foram coletadas e fixadas em FAA70 (solugdo
aguosa de formaldeido a 37%, etanol a 50% e solucédo de acido acético glacial a
13%) por 48 horas e entdo armazenadas em etanol a 70% (MARTINS et al., 2014).
Um fragmento de lamina foliar foi extraido da porcdo mediana de cada folha,
evitando a nervura principal, e tratado com solucédo de hidroxido de sédio a 10%
por 2 h a 60°C. As amostras foram entdo submetidas a quatro lavagens de 30
minutos em agua destilada. O material foi clarificado com solucdo aquosa de
hipoclorito de sédio 0,5% por aproximadamente 12h e submetido a trés lavagens
adicionais de 30 minutos em &gua destilada. O material vegetal foi entdo
desidratado com alcool 30% e 70% por dez minutos cada. Finalmente, fragmentos
de folhas foram corados com safranina aquosa a 1% (JOHANSEN, 1940) por 24 h
e montados em gelatina glicerinada (KAISER, 1880).

As imagens dos cortes foram capturadas usando um microscépio de luz
(Leica DM2500 LED, Wetzlar, Alemanha) equipado com um sistema de captura de
imagem (Leica MC 170-HD, Wetzlar, Alemanha). Em cada fragmento foliar, foram
obtidas duas imagens em dois campos por ampliacdo. As imagens foram
digitalizadas e armazenadas no Leica Application Suite (Versao 4.9.0, Wetzlar,
Alemanha). Para medir a densidade de venacgédo (VD; mm mm-) e de tricomas (TD;
trichomes mm-), as laminas foram fotomicrografadas com a ampliagdo de 5x. Para
a densidade estomatica (SD; poros mm-), foram fotomicrografadas com a
ampliacao de 20x. O comprimento da célula guarda (L; um) e do poro estomatico
(p; um) foram determinados utilizando 10 estbmatos em cada campo de visao,
considerando o aumento de 40x, seguindo protocolo de (SACK; BUCKLEY, 2016).
Todas as medi¢cOes foram feitas usando o programa Image Pro-Plus (verséo 4.5,
Media Cybernetics, Silver Spring, USA).

A VD e SD foram determinadas como descrito em MARTINS et al. (2014). A
SD foi obtida apdés a divisdo do nimero de estbmatos contabilizados pela area total
da imagem. A VD foi obtida apds a divisdo da soma dos comprimentos totais das

nervuras pela area total da imagem. A TD foi obtida apos a divisdo do numero de
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tricomas contabilizados pela érea total da imagem, conforme LABOURIAU et al.
(1961). A partir dos dados de SD, L e p, também foram calculados indice de area
de poro estomético (SPI; adimensional) e a condutancia estomética maxima (gwmax;
mol H20 m~ s1). A SPI foi determinada conforme equacéo proposta por SACK et
al. (2003). Enquanto a gwmax foi calculada seguindo Matrtins et al. (2014), alterando
os valores da difusdo do vapor de agua no ar (dw) e do volume molar de ar (v) de

acordo com as férmulas e constantes disponibilizadas em WANG et al. (2017).

2.4.3. Potencial hidrico foliar e condutividade hidraulica foliar

O potencial hidrico foliar (Ww) foi avaliado por meio de uma camara de
presséao do tipo Scholander (1505D-EXP, PMS Instrument Company, Albany, EUA).
Para as medi¢Bes foram utilizadas duas plantas por populacdo em cada bloco,
totalizando oito plantas por populagdo em cada jardim. O potencial hidrico (Ww) foi
determinado durante a antemanha (Ww pd) € ao meio-dia (Ww pm). As analises
ocorreram em folhas localizadas no ramo de avaliacdo das trocas gasosas. As
folhas foram coletadas e colocadas na camara de pressédo, onde, em seguida, foi
aplicada pressao até ocorrer a exsudacédo de xilema pelo peciolo, entdo ocorreu a
leitura da pressdo aplicada. Para determinacdo do Kieaf, durante o periodo da
antemanhd, uma folha préoxima da folha utilizada para determinagao do Ww pd, foi
coberta com um envelope, onde permaneceu no escuro durante toda a manha. No
interior no envelope foi colocado um algodao umedecido para manter a umidade
elevada. Ao meio-dia, foi determinado o Ww da folha que permaneceu no escuro
(Ww pm-dark) € a taxa de transpiragao foliar (E*). A determinacédo de E* foi realizada
em uma folha préxima daquela utilizada para determinagao do Ww pm-dark, para tal,
utilizou-se um analisador de gases por infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln,
EUA) equipado com a camara foliar de cm? (Li 6400-40, Li-Cor, Lincoln, EUA) sob
radiacéo fotossinteticamente ativa saturante de 1.000 umol m2 s, presséao parcial
de CO2 de 400 ppm e temperatura do bloco de 28°C. A determinacédo da
condutividade hidraulica foliar (Kiear ) foi realizada conforme MARTINS et al. (2019):
Kieat = E* / (Ww pd - Yw pm-dark)
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2.4.4. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As andlises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram realizadas
utilizando um analisador de gases por infravermelho (IRGA, Li 6400XT, Li-Cor,
Lincoln, EUA) equipado com a camara foliar 2cm? (Li 6400-40 LCF, Li-Cor, Lincoln,
EUA). Foram utilizadas duas plantas por populacdo em cada bloco, totalizando 8
plantas por populagdo em cada jardim. As andlises da assimilagédo liquida de CO:2
(A, pmol m2 s1), condutancia estomatica (gs, umol H20 m? s), concentracédo
interna de CO2 (Cj, pmol CO2 m ar) e a taxa transpiratéria (E, mmol m2 s1) foram
realizadas entre 8h30min-10h30min (am) e 14h30mim-16h30min (pm) sob radiacao
fotossinteticamente ativa saturante de 1.000 umol m?2 s, presséo parcial de CO2
de 400 ppm e temperatura do bloco de 28°C.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram determinados na
antemanha (pd) e nos periodos am e pm de medi¢cdo das trocas gasosas. Com
excecao da antemanha (pd), as folhas foram previamente adaptadas ao escuro por
30 min para que todos os aceptores primarios de elétrons estivessem oxidados. A
fluorescéncia minima (Fo) foi obtida com a excitacdo da area amostrada por uma
luz vermelho-distante (0,03 umol m=2 s?), e a fluorescéncia maxima (Fm) pela
aplicagédo de um pulso de 0,8 s de luz saturante (>6.000 umol m2 s?). A diferenca
entre Fm e Fo resulta na fluorescéncia variavel (Fv). A Fv representa o fluxo de
elétrons do centro de reacdo do PSII (P680) até a plastoquinona (PQH2). A partir
dai foi calculado o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (VAN KOOTEN;
SNEL, 1990) conforme a equacao: Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm

Para os horarios am e pm, também foram determinados o rendimento
quantico efetivo do FSII (Y(I1)), dissipacdo regulada de energia térmica via ciclo das
xantofilas (Y(NPQ)) e dissipacdo de energia constitutiva e na forma de
fluorescéncia (Y(NO)) como proposto por KRAMER et al. (2004).

Y(Il) = (Fm’-Fs)/Fm’
Y(NPQ) = (Fs/Fm’ ) - (Fs/Fm)
Y(NO) = 1- (Y(I+Y(NPQ))

O Y(Il) foi utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons no

fotossistema Il (ETR), conforme a equacéo proposta por GENTY et al. (1989):

ETR = Y(Il) x RFA x a x B
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Onde, RFA ¢é a radiacdo fotossinteticamente ativa (1.000 ymol m-? s) incidente
sobre a folha; a constantes a representam a absortancia foliar (utilizou-se o valor
de 0,93 que € um valor padrdo encontrado para a espécie M. coriacea) e a
constantes 3 representa a proporcao de fotossistemas | e Il (utilizou-se o valor
padrao 0,5).

Baseado no requerimento de elétrons necesséario para um evento de
carboxilacdo e/ou oxigenacao da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP), e considerando
que uma molécula de CO: é liberada para cada ciclo de duas oxigenac¢des devido
a descarboxilacao da glicina durante a sintese de serina no ciclo da fotorrespiracao
(LAING; OGREN; HAGEMAN, 1974), foi calculada a taxa de fotorrespiracao (Rp)
conforme VALENTINI et al. (1995):

Rp = 1/12[ETR - 4(A+ RL)]

Onde, RL representa a taxa nao fotorrespiratéria de liberacdo de CO2 mitocondrial,
que foi calculada conforme MARTINS et al. (2013).

Ja a determinacéo da respiragéo no escuro (Rad) foi realizada as 00h com a
camara foliar de 6 cm? (Li 6400-40, Li-Cor, Lincoln, EUA) sob presséo parcial de
CO2 de 400 ppm e temperatura do bloco de 25°C. A fotossintese bruta (Ag) foi
determinada apds o somatério da A, RL e Rp.

2.5.Andlises estatisticas

Foram considerados sete tratamentos, levando em consideracao a altitude
de origem (657, 930, 1.229 e 2.019 m) e o local do jardim comum (LA ou HA). Para
as analises multivariadas, os dados foram padronizados (média zero e variancia
unitaria) e a distancia euclidiana foi usada como medida de dissimilaridade
(LEGENDRE; LEGENDRE, 2012). A analise de variancia permutacional
multivariada (PERMANOVA, ANDERSON, 2001) foi usada para testar as
diferencas entre os tratamentos. Este teste também foi usado para comparacdes
pareadas entre caracteristicas. Um teste de dispersdo multivariada também foi
aplicado (PERMDISP, ANDERSON, 2006), pois as diferencas entre 0s grupos
podem ser devidos a efeitos de localizacdo ou dispersao (ver, WARTON et al.,
2012). Uma analise de coordenadas principais (PCoA) foi utilizada para visualizar
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como as unidades amostrais (arvores individuais) se organizam no espaco
multivariado.

As caracteristicas que apresentaram variacdo tiveram suas meédias
representada por gréfico de barras. O teste Scott-Knott (P < 0,05) foi utilizado a fim
de comparar as médias entre os tratamentos. Todas as andlises foram executadas
no ambiente R (versdo 3.5.1; R Core Team 2018) usando os pacotes ‘cowplot’
(WILKE, 2020), ‘ggplot2' (WICKHAM et al., 2020) e 'vegan' (OKSANEN et al., 2020).

3. RESULTADOS

Todas as plantas provenientes de 2.019 m cultivadas em LA néo
sobreviveram. Considerando os demais tratamentos, de forma geral, foram
detectadas diferencas entre os sete tratamentos (P = 0,001), e plantas provenientes
de 2.019 m em HA ficaram isoladas dos demais tratamentos no espaco
multivariado. Os demais tratamentos foram agrupados de acordo com a altitude do
jardim comum (HA ou LA) (Fig. 4).

Pelo teste PERMANOVA analisando as caracteristicas de forma isolada,
para as caracteristicas de crescimento, hidraulicas e anatdémicas, apenas RGRH,
NA, MDE, ULA, SLA, LT, Ww pd, Ww pm, Kiear, TD, SD, L, p € gwmax apresentaram
variagdo em funcdo dos tratamentos. As caracteristicas que apresentaram
explicagdo acima de 60% foram Kiear (73,71%), seguido por LT (67,05%), Qwmax
(66,56%) € Wwpd (65,53%) (Tabela 2). J& para os parametros de trocas gasosas a
A, gs, Ci, E, Y(Il), Y(NPQ), ETR, ETR/Ag € Rp/Ag apresentaram variacdo em ambos
os horérios (am e pm). Enquanto a A¢/E e Fv/Fm apresentaram variagdo no periodo
da tarde (pm). Também ocorreu variacdo para a Rd. Neste grupo de parametros, a
A foi a Unica caracteristica com 80% de explicacdo (A am com 82,72% e A pm cOM
80,48%) (Tabela 3).
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PCoA Axis 2 (9.96%)

|

-6 -4 -'2 0 2 4 6
PCoA Axis 1 (34.74%)

Figura 4. Andlises de coordenadas principais (PCoA) para sete tratamentos (657-HA, 930-HA,
1.229-HA, 2.019-HA, 657-LA, 930-LA, 1.229-LA) baseada em caracteristicas de crescimento,
morfolégicas foliares, potencial hidrico, anatémicas e parametros de trocas gasosas de arvores de
Myrsine coriacea. Os pontos no centro de cada grupo indicam a posicdo do centroide. As linhas
continuas representam o convex-hull para cada grupo. As linhas cinzas sédo a distancia de cada
planta individual aos seus respectivos centroides. Valor de probabilidade (P) obtido por
PERMANOVA.



103

Tabela 2. Porcentagem da variacao total explicada pelo modelo (R?) considerando a PERMANOVA,
coeficiente de variagédo (CV) e média (X) para caracteristica de crescimento, morfoldgicas foliares,

potencial hidrico e anatdmicas da espécie Myrsine coriacea para sete tratamentos em dois jardins

comum.
Atributos R? CV (%) X
RGRy 28,10** 49,18 0,81
RGRp 4,73 61,57 0,92
NA 30,39** 83,27 49,55
MDE 19,06* 42,19 5,15
ULA 39,02%** 27,93 28,83
SLA 32,98*** 12,61 118,23
LT 67,05%** 12,57 0,27
Cl/Clp 10,06 15,86 3,20

Cly 7,23 13,53 45,38
Yw g 65,53*+* 85,74 -0,22
Yw om 41,57%** 42,06 -0,93

Kieaf 73,71%** 74,47 1,88

VD 16,16 7,95 4,38

TD 32** 17,38 13

SD 48,59%** 15,40 197,29

L 53,27%** 8,32 37,89
p 59,57*** 12,28 22,52

SPI 18,55 11,88 28,01

Gwmax 66,56*** 17,69 2,45

Taxa de crescimento relativo da altura do caule (RGRn; mm mm-? dial); taxa de crescimento relativo
do diametro do caule (RGRp; mm mm-! dia'1); nimero de apices caulinar (NA); distancia média dos
entrenés (MDE; cm ramo); area foliar unitaria (ULA; cm?); area foliar especifica (SLA; cm? g1);
espessura foliar (LT; um); razdo entre os indices de Clorofila a e Clorofila b (Cla/ Clp); indices de
clorofilas totais (Clr); potencial hidrico na antemanha (Wwpd; MPa); potencial hidrico do ramo (Wwpnm;
MPa), condutancia hidraulica foliar (Kiear; pmol H20 m? s** MPa); densidade de venagdo (VD; mm
mm-2); densidade de tricomas (TD; tricomas mm-?); densidade estomatica (SD; estdbmatos mm-2);
comprimento da célula guarda (L; pm); comprimento do poro estomatico (p; um); indice de area de

poro estomatico (SPI; x104); condutancia estomatica maxima (gwmax; mol H2O m2 s1),
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Tabela 3. Porcentagem da variacao total explicada pelo modelo (R?) considerando a PERMANOVA,

coeficiente de variagdo (CV) e média (X) para os parametros de trocas gasosas da espécie Myrsine

coriacea para sete tratamentos em dois jardins comum.

Atributos R? CV (%) X

A am 82,72** 60,62 8,17

A pm 80,48** 58381 6,36

s am 79,31** 85,14 76,74

Js pm 69,17** 75,10 56,24

Ciam 64,26** 27,96 181,85

Ci pm 33,77+ 40,23 165,95

E am 79,46** 65,82 2,19

E pm 60,37*** 50,78 1,94
Ag/E am 14,52 23520 15,15
AG/E om 22,12* 53,45 6,18
R 48,62** 61,78 0,72
Fu/Frm pd 14,84 9,69 0,88
FuFmam 6,07 6,30 0,75
FuFmpm 27,33 12,73 0,76
Y(II) am 69,42%* 24,23 0,21
Y1) pm 61,67** 24,04 0,16
Y(NPQ) am  36,75** 14,28 0,55
Y(NPQ) pm  29,06** 15,59 0,56
Y(NO) am 7,99 22,31 0,24
Y(NO) pm 15,85 29,44 0,28
ETR am 69,36** 24,02 95,91
ETR pm 62,9%%* 23,85 75,48
ETR/Agam  68,67** 19,30 7,45
ETR/ Agpm  65,64%* 20,42 7,42
Rp am 5,64 24,01 5,15
Rp pm 15,85 27,63 4,05
Rp/ Agam  68,79%* 41,89 0,43
Ro/ Agpm  65,56%* 44,27 0,43

Taxa de assimilagao liquida de CO2 (A; pmol CO2 m2 s1); condutancia estomatica (gs; pmol H20 m-

2 s1); concentragao intracelular de CO:z (C;; pmol CO2 m2 ar); taxa de transpiracéo (E; mmol H20 m-

2 s1); razdo entre a taxa de fotossintese bruta e a taxa de transpiragdo (Ag/E); respiragdo no escuto

(R¢; ; umol CO2 m-2 s1); rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) avaliado as 04 (pd),

08 (am) e 14h (pm); rendimento quéntico efetivo do FSII ( Y(II)); dissipacéo regulada de energia

térmica via ciclo das xantofilas (Y(NPQ)); dissipacdo de energia constitutiva e na forma de

fluorescéncia Y(NO)); taxa de transporte de elétrons (ETR; umol e- m2s1); razdo entre a taxa de

transporte de elétrons e a taxa de fotossintese bruta (ETR/Ag); taxa de fotorrespiragdo (Rp; pmol

C0O?2 m2 s1) e razdo entre a taxa de fotorrespiracdo e a taxa de fotossintese bruta (Rd/Ag). Analises
realizadas entre 8h30min-10h30min (am) e 14h30min-16h30min (pm).
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Pelo teste de média, com excec¢do de 2.019 m, plantas localizadas em HA,
apresentaram aumento da RGRH (Fig. 5a) em relacdo as plantas localizadas em
LA. Por outro lado, todos os tratamentos em HA apresentaram diminuicdo no NA
(Fig. 5b). Ja as caracteristicas de MDE, ULA e SLA nao apresentaram um padrao
para a formacao dos grupos. 2.019-HA apresentou menor MDE (Fig. 5c¢), enquanto
657-HA e 930-HA apresentaram maiores valores. Para a ULA (Fig. 5d), 657-HA e
1.229-HA tiveram maiores valores em relacdo aos demais tratamentos. Enquanto
que para SLA (Fig. 5e), o menor valor ocorreu para 2.019-HA. Para a LT (Fig. 5f),
2.019-HA apresentou o maior valor, enquanto os demais tratamentos em HA
apresentaram os menores valores em relacéo a LA. Por outro lado, em HA ocorreu
aumento do Wwpd (Fig. 5g) e Wwpm (Fig. 5h) em todos os tratamentos. Para Kieat
(Fig. 5i), com excecao de 2.019-HA gue apresentou valor intermediario, todos os
demais individuos localizados em HA, apresentaram maiores valores que
individuos localizados em LA. A TD (Fig. 5j) foi maior em 930-HA e 2.019-HA. Para
SD (Fig. 5k), L (Fig. 5I) e p (Fig. 5m), a variagdo ocorreu exclusivamente entre
2.019-HA e os demais tratamentos, onde 2.019-HA apresentou aumento da SD
com diminuicdo da L e p (Fig. 5k; Fig. 6). Entretanto, a gwmax variou em funcao da
altitude do jardim comum, com plantas localizadas em LA apresentando maiores

valores.
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Figura 5. Variagdo na taxa de crescimento relativo da altura do caule (RGR#; a), nimero de apices
(NA; b), distancia média dos entrends (MDE; c), area foliar unitaria (ULA; d), area foliar especifica
(SLA; e), espessura foliar (LT; f), potencial hidrico na antemanha (Wwpq; g); potencial hidrico do
ramo (WYwpm; h), conduténcia hidraulica foliar (Kiear; i); densidade de tricomas (TD; j), densidade

estomatica (SD; k), comprimento da célula guarda (L; I), comprimento do poro estomatico (p; m) e
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condutancia estomética maxima (gwmax; N) entre sete tratamentos da espécie Myrsine coriacea em
duas condi¢cdes de jardins comum. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as
populacdes pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

Figura 6. Epiderme abaxial evidenciando o padrdo estomético [(a) 657-HA; (b) 2.019-HA] em folhas
de arvores de Myrsine coriacea em condicdo de jardim comum em alta altitude (HA) na Floresta

Atlantica.

Em relag&o as trocas gasosas, A (am e pm) (Fig. 7a-b), gs (am e pm) (Fig. 7c-d),
Ci (amepm) (Fig. 7e-f), E amepm) (Fig. 7g-h), Ra (Fig. 7i), Fv/Fm pm (Fig. 8a), Y(II) (am
epm) (Fig. 8b-c) e ETR (ame pm) (Fig. 8f-g) foi maior em plantas situadas em HA em
relacdo as plantas em LA. Embora, também tenha ocorrido diferencas entre 2.019-
HA e os demais tratamentos dentro de HA para A @mepm) (Fig. 7a-b), gsam (Fig. 7cC)
e E am (Fig. 79). J& para Y(NPQ) am (Fig. 8d), todos os individuos localizados em
LA juntamente com 2.019-HA apresentaram um aumento em relacdo aos demais
tratamentos em HA. Para Y(NPQ) pm (Fig. 8e), 930-LA e 1.229-LA apresentaram 0s
maiores valores. Para ETR/Ag (am e pm) (Fig. 8h-i) € Rp/Ag @am e pm) (Fig. 8j-k), plantas
em LA apresentaram maiores valores que as populacées de HA, com destaque
para 2.019-HA que apresentou valores intermediérios entre os demais tratamentos
de HA e LA para ETR/Ag am (Fig. 8h) e Rp/Agam (Fig. 8j).
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Figura 7. Variacdo na taxa de assimilacéo liquida de CO:2 (A; a - b), condutancia estomatica (gs; C -
d), concentracao intracelular de CO: (Ci (e - f), taxa de transpiracéo (E; g-h) e respiracdo no escuto
(Rq; 1) entre sete tratamentos da espécie Myrsine coriacea em duas condi¢Bes de jardins comum.
Andlises realizadas entre 8h30min-10h30min (am) e 14h30mim-16h30min (pm). Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre as popula¢6es pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Figura 8. Variagdo no rendimento quéntico potencial do fotossistema Il as 4h (Fv/Fm pq; @),
rendimento quéntico efetivo do FSII ( Y(II); b - c) e dissipagéo regulada de energia térmica via ciclo
das xantofilas (Y(NPQ); d - e), taxa de transporte de elétrons (ETR; f - g), razdo entre a taxa de
transporte de elétrons e a taxa de fotossintese bruta (ETR/Ag; h - i), razdo entre a taxa de
fotorrespiracdo e a taxa de fotossintese bruta (Rda/Ag; j - k) entre sete tratamentos da espécie Myrsine
coriacea em duas condi¢des de jardins comum. Analises realizadas entre 8h30min-10h30min (am)
e 14h30mim-16h30min (pm). Letras diferentes indicam diferencga significativa entre as populacdes

pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Nossos resultados revelam que o padrao de adaptacéo foi semelhante em
plantas que estavam no mesmo jardim comum, com excegao da populagao 2.019
em HA. Em LA, ocorreu a morte de todos os individuos provenientes de 2.019 m, e
as demais populacfes apresentaram ajustes morfologicos que possibilitaram o
estabelecimento, mas, consequentemente houve o decréscimo das taxas
fotossintéticas e de crescimento, resultando em menor desempenho dos
individuos. Por outro lado, em HA, os ajustes morfolégicos garantiram uma maior
capacidade fotossintética levando a ganho de desempenho (fotossintético e de
crescimento), independente da altitude de origem. Entretanto, individuos da
populacdo 2.019 em HA apresentou um desempenho inferior em relagcdo aos
demais tratamentos neste local.

As condicbes ambientais encontradas em menores altitudes como o
aumento da temperatura e DPV (Tabela 1), tendem a intensificar o aumento das
taxas transpiratorias em plantas, levando ao desenvolvimento de modificacdes na
morfologia foliar que possibilitam a conservacdo de agua (BRODRIBB; FEILD;
JORDAN, 2007) e ocasionam limitacdes fotossintéticas por limitacdes hidraulicas.
Em plantas localizadas em LA a producao de folhas mais espessas (alta LT) (Fig.
5f) levou a diminui¢do da condutancia hidraulica foliar (Kiear) (Fig. 5i) e do potencial
hidrico (Ww) independente do horario (Fig. 5g-h). A diminuicdo desses dois fatores
em decorréncia do espessamento foliar, levou a limitacdes difusivas estomaticas
(diminuic&o da gs) pela diminuicdo da capacidade da planta em reidratar os tecidos
foliares durante o processo de trocas gasosas.

Ao mesmo tempo que a limitacdo difusiva promoveu a diminuicdo do
processo de transpiracao (Fig. 7g) (KAISER, 1987), também ocorreu limitacdo da
fotossintese (Fig. 7a-b) (BRODRIBB; FEILD; JORDAN, 2007). Entdo, embora
tenham apresentado maior gwmax (Fig. 5n) (que refere a troca potencial maxima de
gas em um estado onde todos os estdmatos estdo abertos), os individuos em LA
tiveram uma reducéo de gs em ambos os horarios (Fig. 7c-d), como resposta aos
mecanismos de diminuir as perdas de agua (FANOURAKIS et al.,, 2015;
MCELWAIN; YIOTIS; LAWSON, 2016). E importante destacar que, embora as
diferencas em gwmax para muitas espécies sejam associadas a diferencas
anatbmicas de estbmatos (DOW; BERGMANN, 2014; FRANKS; BEERLING,
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2009), nossos resultados em jardim comum confirmam o encontrado in situ para as
populacdes localizadas abaixo de 1.229 m (Capitulo 1). Nestas plantas, a diferenca
na gwmax 0COrre como resultado da variagéo nos valores do coeficiente de difusao
do vapor de 4gua no ar (dw) e do volume molar do ar (v) em decorréncia da variagdo
de altitude.

A diminuicdo da A em LA pela diminuicdo de gs tem como consequéncia o
aumento do excesso de energia, principalmente no periodo da tarde (pm). Através
dos valores de Fv/Fmpm (Fig. 8a) foi possivel observar que a absor¢éo da energia
luminosa excedeu a demanda energética principalmente para os individuos de 657
e 930 em LA. Arelagcéo Fv/Fm pode variar numa faixa de 0,75 a 0,85 em plantas em
condicbes ambientais 6timas. O declinio deste valor € um indicador de dano
fotoinibitorio (BJORKMAN; POWLES, 1984). Com a ndo utilizacdo do poder redutor
produzido na fase fotoquimica, ocorre uma reducdo da cadeia de transporte de
elétrons. Entéo, os elétrons ndo utilizados podem levar a formacao de espécies
reativas de oxigénio potencialmente capazes de resultar em danos fotooxidativos.
Demandando maior capacidade de dissipacdo térmica das plantas através do
aumento da Y(NPQ), refletindo o maior pool de xantofilas (KRAMER et al., 2004;
PONTASCH et al., 2016).

O aumento do Y(NPQ) e a regulacéo do transporte linear de elétrons pelo
citocromo b6/f depende do aumento do gradiente de prétons (ApH) na membrana
do tilacéide gerado pelo transporte de elétrons para o processo fotossintético. No
entanto, deve-se levar em consideragdo que o ApH excessivo pode gerar efeitos
negativos na fotossintese, afetando também a relacdo NADPH/ATP e levando a
consequéncias nas funcdes metabdlicas. Entdo, altos valores de Y(NPQ) podem
servir como respostas protetoras de curto prazo, mas ndo como um mecanismo de
aclimatacéo de longo prazo (KRAMER; EVANS, 2011; KRAMER et al., 2004). Esse
aumento da Y(NPQ) (Fig. 8d-e) e menor ETR (Fig. 8f-g), evidenciam a existéncia
de fotoinibicdo dinAmica da fotossintese, causada pelo desvio da energia luminosa
absorvida em direcéo a dissipacéo de calor (PONTASCH et al., 2016). Embora a
alta ETR/Ag am e pm) (Fig. 8h-i) demostre que a cadeia de transporte de elétrons
(mesmo com a diminuicdo da ETR) foi maior que a assimilacdo bruta de carbono,
ocorrendo maior pressdo oxidativa. E mesmo nao ocorrendo diferencas em Ry,

observamos através da relacao Rp/Ag (am e pm) que 0 processo fotorespiratorio em LA
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foi maior que a fotossintese bruta. Assim, uma maior fracdo de poder redutor foi
utilizada pela Rp (aproximadamente 50% em relacdo a HA).

J& para os tratamentos localizados em HA, mesmo com menor gwmax, 0S
maiores valores gs (Fig. 7c-d) possivelmente ocorreram como forma de
manutencao das taxas fotossintéticas devido o decréscimo da pCOz2, e isso levou
ao aumento da A (Fig. 7a-b) e E (Fig. 7g-h) (KORNER, 2007; LEUSCHNER, 2000).
Confirmando nossa primeira hipétese que postulou que, os individuos terdo maior
fotossintese liquida quando cultivadas em jardim comum na maior altitude
independentemente da altitude da populacdo de origem. O aumento das taxas
transpiratorias e auséncia de investimento em caracteristicas foliares associadas
com o uso conservado da agua, indicam que a agua pode nao ser o fator mais
limitante (ROSADO-SOUZA et al., 2015; VITORIA; ALVES; SANTIAGO, 2019). Os
dados de andlise de solo (Tabela 1) indicam que, aumentar as taxas
transpiracionais pode ser uma alternativa ao aumento da assimilagéo de nutrientes,
devido a baixa concentracdo de potassio (K) e auséncia de Sodio (Na) neste
ambiente. Embora o sodio seja considerado toxico para as plantas (MUNNS, 2002),
plantas em solos com deficiéncia de potassio serdo menos afetadas em solos que
apresentem pequena concentracdo de sédio (ALMEIDA et al., 2010). Assim,
aumentar as taxas transpiracionais pode ser uma alternativa que também busque
0 aumento da assimilacédo de potassio.

Por outro lado, 0 aumento de acumulo de acglcar soltvel devido ao aumento
da A em HA, levou ao aumento no pool de substrato para utilizacdo na Rq, como ja
relatado por LEWIS et al. (2011) para seis espécies de Eucalyptus nativas em
condi¢cBes de jardim comum. Assim, plantas localizadas em HA foram individuos
onde os maiores ganhos fotossintéticos estiveram associados a maiores perdas (E
e Rd), mas, com um maior incremento em biomassa em altura do caule (Fig. 5b). A
diminuicdo de NA (Fig. 5b) em maiores altitudes, pode estar associada a
diminuicdo do numero de folhas geralmente encontrado nessas regides que pode
ocorrer em decorréncia do baixo crescimento celular pela diminuicdo de
temperatura e/ou mecanismos de prote¢cdo ao aumento da E (VELAZQUEZ-
ROSAS; MEAVE; VAZQUEZ-SANTANA, 2017). Como as folhas se originam do
meristema apical do caule presente nos apices caulinares, a diminuicdo dessas
estruturas vai afetar diretamente a quantidade de regides de brotos para a formacéo
de folhas (MEDFORD, 1992).
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J4 a mortalidade de plantas provenientes de 2.019 em LA, e menor
desempenho (fotossintético e de crescimento) em comparacdo aos demais
tratamentos localizados em HA, deixam claro a existéncia de alelos adaptativos
(adaptacéo local) nesta populacao. Isto confirma em parte a segunda hipoétese, na
qual postulou que, populacdes teriam desempenho diferente considerando a
grande variacdo ambiental observada nas popula¢cdées naturais independente da
altitude do jardim comum. Entretanto, este comportamento demostrou ser exclusivo
para individuos localizados acima de 1.229 m de altitude. J& é exposto na literatura
que nos extremos altitudinais devido a deriva genética causada por limita¢cdes no
fluxo génico, o tamanho da populagéo e os efeitos fundadores, ocorre a reducdo da
variacdo genética, levando ao aumento na diferenciacdo das populacbes. Ao
contrario de populagdes que ocorrem em altitudes medianas onde uma maior
variacado genética seria mantida, permitindo uma maior capacidade de respostas
(GONZALO-TURPIN; HAZARD, 2009; KORNER, 2021; OHSAWA et al., 2007,
OHSAWA,; IDE, 2008).

Mesmo ndo sendo possivel medir a capacidade fotossintética e crescimento
de 2.019 em HA, podemos inferir que a mortalidade ocorreu pelo menor
desempenho fotossintético. A existéncia de alelos adaptativos para as condi¢des
de alta altitude, impossibilitou que estes individuos desenvolvessem estratégias
para responder as condicdes ambientais em baixas altitudes. Algumas evidéncias
que sustentam esta possibilidade € o fato da populacdo 2.019 em HA ter
apresentado caracteristicas de SLA, tamanho estomatico e TD com 0 mesmo
padrdo encontrado em plantas adultas in situ (Capitulo 1). Apresentando
diminuicdo da SLA e tamanho estomatico, com aumento da TD. Assim podemos
afirmar que se tratam de caracteristicas fixadas geneticamente em M. coriacea para
plantas acima de 1.229 m de altitude. Esse padrdo de respostas em funcdo de
variacdes genéticas do local de origem em condi¢des de jardim comum ja foram
descritos para espécies como Festuca eskia (GONZALO-TURPIN; HAZARD, 2009)
e Quercus pannosa (LI et al., 2006).

Em condigbes de jardim comum, diferente do resultado obtido com as
populacdes nativas, a diminuicdo do tamanho esteve associada ao aumento da SD.
Embora ndo tenha causado modificagdes na gwmax €/0u melhora nas trocas gasosas
e aumento da eficiéncia no uso da agua como ocorreu in situ devido a diminuicéo

no tamanho dos estdématos, em condicbes de HA a alteracdo de tamanho e
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densidade estomatica pode estar associada a aumentar a area total de poros e
fornecer um caminho de difusdo mais curto por diminuir a profundidade dos poros
(FRANKS; FARQUHAR, 2007; FRANKS; BEERLING, 2009), e assim permitir a
manutencao das trocas gasosas em HA por ser uma condicdo mais proxima a sua
condicdo natural. Além disso, a diminuicdo do tamanho estomatico pode
proporcionar uma abertura ou fechamento mais rapido dos estématos (FRANKS;
BEERLING, 2009; LAWSON; BLATT, 2014), permitindo fluxos mais rapidos de ions
e levando a mudancas mais rapidas no turgor da célula guarda (VIALET-
CHABRAND; LAWSON, 2019). Esta por sua vez seria uma forma de tentar
compensar a diminuicdo da fotossintese em consequéncia da limitagéo hidraulica
pela formacéo de folhas mais grossas e diminuicdo da condutancia hidraulica foliar
(Kieaf) (BRODRIBB; FEILD; JORDAN, 2007). A conservacao do padrao foliar de
folhas mais grossas (menor SLA e maior LT) sem modificagdo em caracteristicas
de venacao, influenciam na diminuicdo da condutancia hidraulica foliar (Kiear) €,
consequentemente, menor gs 0 que acarreta em menor fotossintese (BRODRIBB;
FEILD; JORDAN, 2007). No entanto, limitacbes estomaticas foram observadas
apenas no periodo da manha, sem modificacdes na Ci, enquanto que a diminuicédo
da A, ocorreu em ambos os horérios. Isso indica que, os fatores associados a
diminuicdo da fotossintese ndo estdo totalmente associados ao funcionamento
estomatico (KORNER; DIEMER, 2006; KORNER et al., 2009).

Este comportamento fotossintético de 2.019 em HA também pode ser em
resposta aos fatores genéticos (PSIDOVA et al., 2018). J& foi descrito na literatura
gue embora o mecanismo de dissipacdo térmica através da ativacdo do ciclo das
xantofilas (Y(NPQ)) seja considerada uma resposta protetora de curto prazo
(KRAMER; EVANS, 2011; KRAMER et al., 2004), plantas acima de 900 metros
tendem a ativar este mecanismo de dissipacdo independente da condicéo
ambiental (PONTASCH et al., 2016). Os individuos de 2.019 em HA, mesmo com
a Y(Il) igual aos demais tratamentos em HA, apresentaram aumento na dissipacao
energética em forma de calor e aumento na relagcdo ETR/Ag (am), assim como da
Rp/Ag mesmo com CO: intracelular disponivel para o processo fotossintético,

diminuindo a capacidade fotossintética desses individuos.
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5. CONCLUSAO

A existéncia de alelos adaptativos em plantas originadas de 2.019 m, levou
a mortalidade desses individuos em LA, e menor desempenho (fotossintético e de
crescimento) em comparacdo aos demais tratamentos localizados em HA.
Individuos de 2.019 em HA apresentaram caracteristicas foliares e estomaticas
encontradas in situ, como diminuicao da area foliar especifica, tamanho estomatico
e aumento da densidade de tricomas. Isso faz com que estes individuos percam a
capacidade de responder as condicdes ambientais em um mundo em mudancas.

As modificacdes na morfologia foliar que levaram a conservacéo de agua em
LA das populagbes 657,930 e 1.229, resultaram em diminuicdo de condutancia
estomatica (gs) levando a diminuicdo das taxas fotossintéticas. A diminuicdo das
taxas fotossintéticas gerou um aumento do excesso de energia e fotoinibicdo
dindmica da fotossintese, causada pelo desvio da energia luminosa para o
processo de dissipacdo de calor. Entdo, por mais que o aumento de temperatura
seja benéfico para aumentar a condutancia estomatica maxima em plantas de M.
coriacea, modificacbes morfologicas para evitar a perda hidrica vao levar a
diminuicdo da fotossintese e aumentar os riscos de fotoinibicdo pelo aumento da
pressao oxidativa.

Em HA, devido o decréscimo da pCOz, as plantas tendem a apresentar maior
gs, O que acarretou em maior capacidade de aproveitamento fotossintético. E
embora o0 aumento de gs tenham aumentado os gastos energéticos em HA, eles
ndo foram suficientes para prejudicar o desempenho (fotossintético e de
crescimento), garantindo um melhor desempenho como o aumento da altitude
independente da altitude de origem.

Assim concluimos que, como o avan¢o das mudancas climatica e aumento
de temperatura em regides de Floresta Atlantica, considerando a espécie M.
coriacea, populacdes situadas até 1.229 m de altitude apresentam capacidade de
resposta as condicdes ambientais, embora o aumento de temperatura acarrete em
diminuicdo do desempenho fotossintético e de crescimento. Com base em nossos
dados, ainda ndo podemos afirmar se essas populacdes irdo conseguir responder
e sobreviver durante longos periodos de aumento de temperatura. A maior
vantagem de sobrevivéncia de M. coriacea possivelmente serd em altitudes

intermediarias (por volta de 900 m de altitude). E devido a existéncia de alelos
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adaptativos, populacdes localizadas por volta de 2.000 m serdo as mais impactadas

com o aumento de temperatura, podendo levar a morte desses individuos.
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