UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS HUMANAS E NATURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA VEGETAL

FELIPE CASSA DUARTE VENANCIO

ECOFISIOLOGIA DE DOIS ECOTIPOS DE Paubrasilia echinata EM
CENARIOS DE MUDANGCAS CLIMATICAS DA MATA ATLANTICA, BRASIL

VITORIA - ES
ABRIL, 2022



FELIPE CASSA DUARTE VENANCIO

ECOFISIOLOGIA DE DOIS ECOTIPQOS DE Paubrasilia echinata EM
CENARIOS DE MUDANCAS CLIMATICAS DA MATA ATLANTICA, BRASIL

Tese apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Biologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Humanas e Naturais da Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte dos
requisitos para a obtencao do titulo de Doutor
em Biologia Vegetal na linha de pesquisa de
Comportamento Ecofisiolégico de Plantas.

Orientador: Prof. Dr. Geraldo Rogério Faustini
Cuzzuol

Coorientador: Prof. Dr. José Eduardo Macedo
Pezzopane

VITORIA - ES
ABRIL, 2022



Ficha catalografica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

V448e

Venancio, Felipe Cassa Duarte, 1992-

Ecofisiologia de dois ecotipos de Paubrasilia echinata em
cenarios de mudancas climaticas da Mata Atlantica, Brasil / Felipe
Cassa Duarte Venancio. - 2022.

97 f. il

Orientador: Geraldo Rogério Faustini Cuzzuol. Coorientador:

José Eduardo Macedo Pezzopane.

Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Humanas e
Naturais.

1. Comportamento ecofisiolégico de plantas. 2. Mudancas climéaticas. 3.
Arboéreas tropicais. 4. Crescimento e fotossintese.
5. Indicadores de estresse. 6. Alocacdo de carboidratos. I.
Cuzzuol, Geraldo Rogério Faustini. Il. Pezzopane, José Eduardo
Macedo. Ill. Universidade Federal do Espirito Santo.Centro de
Ciéncias Humanas e Naturais. IV. Titulo.

CDU: 57




Felipe Cassa Duarte Venancio

Ecofisiologia de dois ecotipos de Paubrasilia echinata em
cenarios de mudancas climaticas da Mata Atlantica, Brasil

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Humanas e Naturais, da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtencéo do Grau de Doutor em Biologia Vegetal.

Aprovada em 28 de abril de 2022.

Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. Geraldo Rogério Faustini Cuzzuol (UFES)
Orientador e Presidente da Comissdo

Prof. Dr. Antelmo Ralph Falqueto (UFES)
Examinador Interno

Prof2 Dr2 Diolina Moura Silva (UFES)
Examinadora Interna

Dr. Jodo Vitor Toledo (UFES)
Examinador Externo

Dr2 Adriana Grandis (USP)
Examinadora Externa

2022-P193XZ - E-DOCS - DOCUMENTO ORIGINAL 03/05/2022 13:23 PAGINA1/5



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrénica através do Protocolo

Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por
GERALDO ROGERIO FAUSTINI CUZZUOL - SIAPE 1173398
Coordenador do Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal
Coordenacéo do Programa de Pés-Graduacgdo em Biologia
Vegetal - PPGCBV/CCHN Em 28/04/2022 as 14:57

Para verificar as assinaturas e visualizar o
documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-
assinados/458411?tipoArquivo=0

2022-P193XZ - E-DOCS - DOCUMENTO ORIGINAL 03/05/2022 13:23 PAGINA 2/ 5



Vi

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrénica através do Protocolo

Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por
DIOLINA MOURA SILVA - SIAPE 294671

Departamento de Ciéncias

Biolégicas - DCB/CCHN Em

29/04/2022 as 10:00

Para verificar as assinaturas e visualizar o
documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-
assinados/459361?tipoArquivo=0

2022-P193XZ - E-DOCS - DOCUMENTO ORIGINAL 03/05/2022 13:23 PAGINA 3 /5



vii

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrénica através do Protocolo

Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por
ANTELMO RALPH FALQUETO - SIAPE 1648734
Departamento de Ciéncias Agrérias e

Biolégicas - DCAB/CEUNES Em 03/05/2022

as 11:39

Para verificar as assinaturas e visualizar o
documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-
assinados/462085?tipoArquivo=0

2022-P193XZ - E-DOCS - DOCUMENTO ORIGINAL 03/05/2022 13:23 PAGINA 4/ 5



viii

Documento original assinado eletronicamente, conforme MP 2200-2/2001, art. 10, § 29, por:
JOAO VITOR TOLEDO
CIDADAO

assinado em 03/05/2022 13:23:34 -03:00

INFORMACOES DO DOCUMENTO

Documento capturado em 03/05/2022 13:23:35 (HORARIO DE BRASILIA - UTC-3) porJOAO
VITOR TOLEDO (CIDADAOQ)

Valor Legal: ORIGINAL | Natureza: DOCUMENTO NATO-DIGITAL

2022-P193XZ - E-DOCS - DOCUMENTO ORIGINAL 03/05/2022 13:23 PAGINA5 /5



DEDICATORIA

A Deus pelo dom da vida e pela
sabedoria;

A meus pais, meu irmdo, minha
namorada, avos, tios e primos por
depositar toda forca, suporte, apoio
e principalmente amor!



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal da Universidade Federal do
Espirito Santo (PPGBV/UFES) pela oportunidade de desenvolver essa pesquisa e a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacgdo do Espirito Santo - FAPES pela concesséo
da bolsa de estudo.

Ao Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas, Departamento de Ciéncias
Biologicas/lUFES e Laboratério de Meteorologia e Ecofisiologia Florestal,
Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira/UFES pelo suporte, infraestrutura e
facilidade para a realizacdo de todas as analises.

Agradeco a meu orientador e professor Dr. Geraldo Rogério Faustini Cuzzuol, pela
orientacdo e aprendizado, e por abrir as portas para novas oportunidades durante a
minha formacdo e a meu coorientador, Dr. José Eduardo Macedo Pezzopane, pelo
ensinamento e contribuicdes.

Aos amigos e colegas de laboratério Débora, Carlos, Maria Cecilia, Breno, Jehova,
Matheus, Jodo Vitor, Genilda, Luciana, Carol, Elbya, Roberto, Breno, Meggie, Talita,
Bernardo, Fabiano e Leonardo, por todo suporte e conhecimento e todos os envolvidos
nessa pesquisa.

Aos colegas de curso da turma de 2018/1 pela convivéncia e aprendizado.

Por toda atencdo e conhecimento transmitido pelos professores durante a graduacéo,
mestrado e doutorado.

Deixo 0 reconhecimento e meus sinceros
agradecimentos a todos 0s envolvidos nessa jornada
cientifica, muito obrigado!



Xi

N&o fui eu que lhe ordenei? Seja forte e corajoso!
N&o se apavore, nem se desanime, pois 0 Senhor, 0
seu Deus, estara com vocé por onde vocé andar.

(Josué 1:6-9)



Xii
RESUMO

VENANCIO, Felipe Cassa Duarte. Ecofisiologia de dois ecotipos de Paubrasilia
echinata em cendrios de mudancas climaticas da Mata Atlantica, Brasil. 2022. Tese
(Doutorado em Biologia Vegetal) — Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria,
ES. Orientador: Dr. Geraldo Rogério Faustini Cuzzuol. Coorientador: Dr. José Eduardo
Macedo Pezzopane.

O Painel Intergovernamental de Mudangas Climéaticas (IPCC) introduziu alguns
cenarios chamados de Vias de Concentracdo Representativas (RCP) em funcdo dos
aumentos na [CO,]. Dentre as projecOes previstas para Mata Atlantica, Brasil, foram
selecionados dois cenarios climaticos: um otimista (RCP 4.5) composto por um
aumento moderado na [CO.], temperatura e demanda evaporativa e outro pessimista
(RCP 8.5) composto por um aumento alto na [CO,], temperatura e demanda
evaporativa, representando condi¢Bes climaticas mais extremas. As respostas
ecofisioldgicas de espécies arboreas tropicais em cendrios climaticos extremos séo
pouco conhecidas e nesse panorama surge uma questdo: como as arbdreas tropicais
tolerantes a sombra e ao sol responderdo as mudancas climaticas? O Paubrasilia
echinata (pau-brasil) é uma espécie nativa da Mata Atlantica e apresenta trés ecotipos
(folha pequena, média e grande), divergentes quanto ao habito ecoldgico na fase inicial
do crescimento. A utilizacdo de uma espécie com variacdes intraespecificas e
ecofisioldgicas como o P. echinata é bastante interessante por eliminar a divergéncia
interespecifica. Mudas dos ecotipos folha pequena (tolerante a sombra) e folha média
(tolerante ao sol) foram cultivadas por 90 dias em OTC’s no interior de casas de
vegetacdo climatizadas, em trés cenérios climaticos: um simulando as condigdes
climaticas atuais da Mata Atlantica (T= 26.1°C, UR= 82% e [CO;]= 400 ppm) e dois
cenarios de mudangas climéaticas-RCP 4.5 (T= 28.1°C, UR= 80% e [CO]= 580 ppm) e
RCP 8.5 (T=29.6°C, UR= 74% e [CO_]= 936 ppm). Para cada cenério, foram aplicados
dois niveis de umidade do substrato: 80% (bem irrigado) e 40% (restri¢do hidrica). Ao
final do experimento foram avaliadas as seguintes variaveis: crescimento, trocas
gasosas, status hidrico, fluorescéncia da clorofila a, carboidratos ndo estruturais e
polimeros de parede celular. O aumento da [CO;] teve resposta positiva no crescimento
das plantas dos dois ecotipos. Plantas bem irrigadas apresentaram maior altura do caule,
massa seca total, assimilacdo liquida de CO2e carbono intracelular. Além disso, mesmo
com restricdo hidrica, as plantas cultivadas nos cenarios com aumento da [CO2],
apresentaram maior crescimento, assimilacdo de CO, menor condutancia estomatica e
transpiracdo. Essas respostas resultaram no aumento da eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia de carboxilacdo. A elevada [CO;] provavelmente tem um “efeito tampao” nas
plantas dos dois ecotipos, aumentando a fotossintese e o crescimento inicial, refletindo
maior mobilizagdo e acumulo de carboidratos nos 6rgédos vegetativos. A disponibilidade
hidrica apresentou maior influéncia nos teores de polimeros de parede celular, em
relacdo aos cenarios. Esses mecanismos utilizados pelas plantas cultivadas em elevado
CO,, podem ter favorecido a realizacdo de ajuste osmotico nessas condices,
principalmente quando cultivadas com restri¢cdo hidrica. O efeito do cenério RCP 8.5
ndo foi limitante para os dois ecotipos. Neste cenario, foram observadas plantas dos dois
ecotipos com maior producdo de massa seca total, indicando que as mudancas
climaticas previstas ndo promoverdo tanta limitacdo sobre o futuro do P. echinata.

Palavras-chave: Crescimento. CO, Fotossintese. Carboidratos. Pau-brasil.
Temperatura.
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ABSTRACT

VENANCIO, Felipe Cassa Duarte. Ecophysiology of two ecotypes of Paubrasilia
echinata in climate change scenarios of Atlantic forest, Brazil. 2022. Thesis
(Doctorade in Plant Biology) — Federal University of Espirito Santo, Vitéria, ES.
Advisor: Dr. Geraldo Rogério Faustini Cuzzuol. Co-advisor: Dr. José Eduardo Macedo
Pezzopane.

The Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) has introduced some scenarios
called Representative Concentration Pathways (RCP) due to increases in [CO,]. Among
the forecasts for the Atlantic Forest, Brazil, two climate scenarios were selected: an
optimistic one (RCP 4.5) composed of a moderate increase in [CO,], temperature and
evaporative demand and another pessimistic (RCP 8.5) composed of a high increase in
[CO,], temperature and evaporative demand, representing more extreme weather
conditions. The ecophysiological responses of tropical tree species in extreme climate
scenarios are poorly understood, and in this panorama, a question arises: how will
shade-tolerant and sun-tolerant tropical trees respond to climate change? Paubrasilia
echinata (brazilwood) is a species native to the Atlantic forest and has three ecotypes
(small, medium and large leaf), which differ in terms of ecological habit in the initial
phase of growth. The use of a species with intraspecific and ecophysiological variations
such as P. echinata is quite interesting because it eliminates interspecific divergence.
Seedlings of the small leaf (shade-tolerant) and medium leaf (sun-tolerant) ecotypes
were cultivated for 90 days in OTC's inside climatized greenhouses, in three climate
scenarios: one simulating the current climatic conditions of the Atlantic Forest (T=
26.1°C, RH= 82% and [CO;]= 400 ppm) and two climate change scenarios-RCP 4.5
(T= 28.1°C, RH= 80% and [CO_] = 580 ppm) and RCP 8.5 (T= 29.6°C, RH= 74% and
[CO,]= 936 ppm). For each scenario, two levels of substrate moisture were applied:
80% (well irrigated) and 40% (water restriction). At the end of the experiment, the
following variables were evaluated: growth, gas exchange, water status, chlorophyll a
fluorescence, non structural carbohydrates and cell wall polymers. The increase in
[CO,] had a positive response in the growth of plants of the two ecotypes. Well irrigated
plants showed higher stem height, total dry mass, net assimilation of CO, and
intracellular carbon. Furthermore, even with water restriction, plants grown in scenarios
with increased [CO2] showed higher growth, CO, assimilation, lower stomatal
conductance and transpiration. These responses resulted in increased water use
efficiency and carboxylation efficiency. Elevated [CO;,] probably has a “buffering
effect” on plants of the two ecotypes, increasing photosynthesis and early growth,
reflecting greater mobilization and accumulation of carbohydrates in vegetative organs.
Water availability had a greater influence on the contents of cell wall polymers, in
relation to the scenarios. These mechanisms used by plants grown in high CO, may
have favored osmotic adjustment under these conditions, especially when grown with
water restriction. The effect of the RCP 8.5 scenario was not limiting for the two
ecotypes. In this scenario, plants of the two ecotypes with higher production of total dry
mass were observed, indicating that the predicted climate changes will not promote so
much limitation on the future of P. echinata.

Keywords: Brazilwood. Carbohydrates. CO,, Growth. Photosynthesis. Temperature.
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1. INTRODUCAO

O Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (Intergovernamental
Panel of Climate Change-IPCC, 2013) introduziu alguns cenarios possiveis de
intervalos de forcamento radiotivo compreendendo alteracbes na concentracao
atmosférica de dioxido de carbono ([CO]), temperatura e demanda evaporativa,
chamados de Vias de Concentracdo Representativas (Representative Concentration
Pathways-RCP). O forgcamento radioativo € o calor extra que a atmosfera retera como
resultado da emissdo de gases do efeito estufa, medido em Watts por m? (JUBB et al.,
2016). A complexidade das futuras emissdes de gases foi reduzida a quatro vias
representativas, abragendo o periodo de 1850 a 2100. Essas vias levam em consideragdo
0 impacto das concentraces de dioxido de carbono (CO,) e aerossoOis na atmosfera,
sendo um cendrio de mitigacdo com baixo nivel de forcamento radiativo (RCP 2.6), dois
cenarios de estabilizacdo média (RCP 4.5 e RCP 6) e um cenério de alta emissao (RCP
8.5) (VAN VUUREN et al., 2011).

As projecdes climéaticas para o bioma Mata Atlantica, indicam uma maior
frequéncia de eventos extremos de calor e secas a partir da segunda metade do século
XXI (IPCC, 2018). Os cenarios de mudancas climéticas previstos para a Mata Atlantica
brasileira sd0 0 RCP 4.5 com aumento na temperatura de 0.5 a 2.5°C, demanda
evaporativa e [CO,] de 536-580ppm e, 0 RCP 8.5 com aumento na temperatura de 3 a
4°C, demanda evaporativa e [CO,] de 900-936ppm, causando estiagens prolongadas
(IPCC, 2014). Além disso, secas associadas a elevadas temperaturas na regido nordeste
e inundacdes acompanhadas de temperaturas mais baixas nas regides sul e sudeste sdo
esperadas (Painel Brasileiro de Mudangas Climéticas-PBMC, 2014).

A Mata Atlantica brasileira € um dos hotspots de biodiversidade mais ameacados
e vulneraveis as mudancas climaticas (SCARANO; CEOTTO, 2015). Além disso, uma
caracteristica desse bioma € a ocorréncia de florestas tropicais Umidas e a ocorréncia de
eventos climaticos extremos pode comprometer a sobrevivéncia das espécies nativas
(FAHAD et al., 2017). Isso causa uma preocupacdo sobre o futuro das espécies desse
bioma, como o Paubrasilia echinata Lam., conhecida popularmente como pau-brasil, é
uma espécie nativa da Mata Atlantica que ocorre na naturalmente desde o Rio Grande
do Norte ao Rio de Janeiro e em plantios cultivados em outros biomas brasileiros
(ESSER et al., 2019; MACEDO et al., 2019).
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As populacbes de pau-brasil possuem divergéncias genéticas (JUCHUM et al.,
2008), anatdbmicas (MACEDO et al., 2020) e morfofisiolégicas (GAMA, 2017)
apresentando trés ecotipos divergentes quanto ao habito ecolégico na fase inicial do
crescimento, formato de folhas e coloracdo da madeira: folha pequena, media e grande.
O ecotipo folha pequena possui maior ocorréncia e habito tolerante a sombra
(MENGARDA et al., 2009; 2012); o ecotipo folha média possui habito tolerante ao sol
(GAMA et al., 2017); o ecotipo folha grande é mais raro, possui habito tolerante ao sol
(WERNER, 2009).

E importante ressaltar que as espécies tolerantes ao sol (pioneiras) se diferem
das espécies tolerantes a sombra (ndo pioneiras) por apresentarem maiores taxas de
fotossintese, metabolismo e velocidade de crescimento (POORTER, et al., 2010),
podendo apresentar diferentes respostas quando expostas ao aumento de [CO,]
(LEAKEY et al., 2009). Vale destacar que com o aumento da [CO,] nas préximas
décadas, séo esperadas mudancas nos regimes térmico e hidrico, consequentemente uma
ameaga para as plantas (HOLTMANN et al.,, 2021). No entanto, o impacto das
mudancas climaticas nas florestas tropicais depende do nivel de tolerancia das espécies
aos estresses abidticos (BELLARD et al., 2014). E, avaliar a dinamica da fotossintese,
producdo/alocacdo de carbono e o crescimento constituem uma importante ferramente
de avaliacdo das respostas fisioldgicas das plantas em condi¢fes atmosféricas alteradas
(CALVO-RODRIGUES et al., 2021), além de carboidratos ndo estruturais e polimeros
de parede celular.

Diante do exposto, conhecer a ecofisiologia de plantas de ecotipos tolerante a
sombra e tolerante ao sol de P. echinata em cenarios de mudancas climaticas da Mata
Atlantica, Brasil, permitird entender sobre o futuro destas espécies diante dos cenarios
de mudangas climaticas previstos, além de auxiliar na conservacdo e no processo de

expansdo de plantios da espécie.

2. HIPOTESES

Considerando o héabito ecoldgico dos ecotipos de P. echinata e as mudancas

climaticas previstas, surgem as seguintes hipoteses:

e O ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) sera mais vulneravel aos cenarios

futuros em relagéo ao ecotipo folha média (tolerante ao sol), considerando que
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as plantas de sombra apresentam maior crescimento inicial em locais
sombreados, frescos e umidos e as plantas de sol apresentam maior crescimento
inicial em locais ensolarados, quentes e secos (POORTER et al., 2010;
ROSSATO; KOLB, 2010).

Com baixa disponibilidade hidrica, as plantas tolerantes a sombra deverdo
apresentar menor eficiéncia fotoquimica nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5 do que

as plantas tolerantes ao sol.

Em condicdes de elevada [CO,] atmosférica, as plantas tolerantes a sombra
deverdo apresentar menor alocacdo de carbono para raizes e parte aérea do que

plantas tolerantes ao sol.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas ecofisiologicas de plantas jovens dos ecotipos folha

pequena (tolerante a sombra) e folha média (tolerante ao sol) de P. echinata, submetidas

a trés diferentes cenarios climaticos: um controle (floresta Atlantica atual) e duas Vias

de Concentracdo Representativas (RCP 4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato

(80%-controle e 40%-restricdo hidrica).

3.1. Objetivos especificos

Avaliar o crescimento e as trocas gasosas em plantas dos ecotipos de P. echinata
tolerantes a sombra e ao sol expostas aos trés cendarios climaticos e dois niveis
de umidade no substrato.

Determinar o potencial hidrico foliar, indice de estresse hidrico da cultura e
avaliar o desempenho da fluorescéncia transiente da clorofila a em plantas dos
dois ecotipos de P. echinata nas mesmas condi¢cBes ambientais descritas
anteriormente.

Quantificar os teores dos polimeros de parede celular (celulose, hemicelulose e
lignina) e carboidratos ndo estruturais (amido e aglcares soltveis) em folhas,
caules e raizes em plantas dos dois ecotipos de P. echinata nas mesmas

condi¢des ambientais descritas anteriormente.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Paubrasilia echinata Lam.

O Paubrasilia echinata Lam., Fabaceae: Caesalpinioideae, E. Gagnon, H.C. Lima
& G.P. Lewis, conhecida popularmente como pau-brasil, € uma espécie arborea tropical
nativa da Mata Atlantica que ocorre desde o Rio Grande do Norte ao Rio de Janeiro e
em plantios cultivados em outros biomas brasileiros (ESSER et al., 2019; MACEDO et
al., 2019). Apresenta importancia historica e econémica, sofreu um intenso extrativismo
desde a colonizagéo do pais. E utilizado na extracio de corantes (brasilina e brasileina),
para producéo de tintas/pigmentos e sua madeira utilizada na fabricagéo de instrumentos
musicais de qualidade, sendo relevante dentro do setor industrial (FRANCO; YOJO,
2008).

No Brasil, a exploracdo da Mata Atlantica ocorre principalmente devido ao
desenvolvimento econdémico e expansdo agricola, comprometendo grande parte dos
fragmentos (ALMEIDA et al., 2011; SERRANO et al., 2013). Com apenas 12,4% de
sua vegetacdo nativa, as maiores ameacas ao bioma sdo o desmatamento e as queimadas
florestais (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2020a; 2020b). A reducdo das
populacdes naturais em funcdo dessa super exploracdo e desmatamento excessivo, a
espécie € considerada em perigo de extincdo (IBAMA n° 37 1992; The IUCN Red List
of Threatened Species, 1998).

A Mata Atlantica é um bioma de floresta tropical que constitui um complexo de
ecossistemas, abrigando uma parcela significativa da biodiversidade mundial
(STEHMANN et al., 2009). Por esse motivo, é considerado um hotspot global para
conservacao da biodiversidade, devido a sua riqueza de espécies e endemismo, embora
seja um dos biomas mais explorados e ameacados do mundo (ARAUJO et al., 2015;
FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2017).

As populacdes de pau-brasil possuem divergéncias genéticas (JUCHUM et al.,
2008), anatdomicas (MACEDO et al., 2020) e morfofisiologicas (GAMA, 2017)
apresentando trés ecotipos divergentes quanto ao habito ecolégico na fase inicial do
crescimento, formato de folhas e coloragdo da madeira: folha pequena (“arruda’), média
(“laranja”) e grande (“café”). O ecotipo folha pequena possui maior ocorréncia, sendo
encontrado ao longo da costa brasileira, apresenta folhas bipinadas com os menores

folidlulos, cerne de cor alaranjado e habito tolerante a sombra (MENGARDA et al.,
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2009; 2012). O ecotipo folha média possui folhas bipinadas contendo folilulos maiores
(JUCHUM et al., 2008), cerne de cor laranja-avermelhado e hébito tolerante ao sol
(GAMA et al., 2017), com populagBes naturais ocorrentes no Rio de Janeiro, Espirito
Santo e interior sul da Bahia (MACEDO et al., 2018; 2019) (Fig. 1). O ecotipo folha
grande é mais raro, possui folhas pinadas ndo folidlada, ocorre apenas no sul da Bahia,

tem hébito tolerante ao sol e cerne de cor vermelho escuro (WERNER, 2009).

(a) Ecotipo folha pequena (b) Ecotipo folha média
(tolerante a sombra) (tolerante ao sol)

10 cm

Figura 1. Morfologia de plantas de um ano de idade dos ecotipos folha pequena (a) e
folha média (b) de Paubrasilia echinata (Lam.) Gagnon, HCLima e GPLewis antes do

inicio do experimento

Esse habito de tolerancia ao sol e a sombra dos diferentes ecotipos de pau-basil
merece melhor entendimento diante das mudancas climaticas. Tendo em vista que 0s
estudos com pau-brasil sdo mais voltados para analizar o efeito da adubacdo na
fisiologia e na anatomia (CANAL, 2010), germinacdo de sementes e produgdo de mudas
sob efeito de sombreamento (AGUIAR et al.,, 2005) e efeitos da luminosidade e
sombreamento no crescimento e fisiologia das plantas (GARCIA et al., 2006;
RONDON et al.,, 2006; MELLO; BARBEDO, 2007; MENGARDA et al., 2009,
GAMA, 2012, GAMA, 2017).
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Cabe ressalvar que apesar de toda a sua importancia ecologica, historica e
sociocultural, o pau-brasil ainda se encontra na Lista Vermelha da Flora Brasileira
(CNCFlora, 2012). Destaca-se que estudos sobre espécies ameagadas de extin¢do sdo
prioritarios para definir estratégias de conservacdo (LIMA, 2003), reforcando a
importancia de aprimorar técnicas e conhecimento para producdo de mudas que

possuam crescimento potencial a sua permanéncia vital no campo.

4.2.  Efeitos do CO; na ecofisiologia de plantas

O dioxido carbdnico (CO,) é o principal gas do efeito estufa emitido por
atividades humana. Nas plantas o CO, atua como substrato, um importante elemento
empregado na etapa quimica como fonte do carbono incorporado em moléculas
organicas, sendo essencial para a fotossintese (TAIZ et al., 2017). Nos ultimos 250
anos, a [CO,] na atmosfera aumentou 30% e as previsdes de subida sdo de 1 a 2% ao
ano até o final do desse século (OLIVIER; PETERS, 2020).

Em maio de 2020, foi estabelecido um novo recorde climético, onde os niveis de
CO, na atmosfera atingiram 417.16 ppm, alcancando a maior concentracdo na serie
historica. A estimativas é de ultrapassar 427 ppm em 2025 (DE LA VEGA et al., 2020).

O aumento crescente da [CO,] influencia diretamente a fisiologia das plantas nos
trés processos principais: modulacdo da atividade da RuBisCO (ribulose 1,5 bisfosfato
carboxilase/oxinase), sensitividade das células-guarda dos estdmatos e modulagdo da
respiracdo mitocondrial (SAGE, 2002). Em algumas espécies, o aumento da [CO,]
estimula a fotossintese por elevar a concentracdo intracelular de carbono, diminuir a
condutancia estomatica e a transpiracdo, elevando a eficiéncia do uso da agua nas
plantas (LEAKEY et al., 2009).

Além disso, a elevada concentracdo de CO, promove incremento na fotossintese
justamente pela atividade da Rubisco, a enzima mais abundante na natureza (ELLIS,
1979), e a principal catalizadora nas reacdes de assimilacdo de CO, atmosférico pelas
plantas através da carboxilagéo da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP) (STITT, 1991). Com
isso, em CO, elevado a atividade de carboxilacdo € estimulada (MARENCO et al.,
2014). Assim, o aumento da [CO,] pode estimular o crescimento das plantas,
especialmente de plantas de espécies Cs, caracterizando o efeito fertilizante do carbono
(HAVERD et al., 2020).

Estudos realizados sob uma atmosfera enriquecida com CO, a producdo de

biomassa e o0 rendimento das plantas podem aumentar significativamente
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(BERNACCHI et al., 2005; REDDY et al., 2010). Elevadas concentracbes de CO;
estimulam a fotossintese, promovendo aumento da produtividade e melhorando o ciclo
da agua e nutrientes das plantas (KIMBALL et al., 2002; NOWAK et al., 2004).
Experimentos realizados em condigdes controladas revelam que o dobro da
concentracdo atmosférica de CO; atual, acrescenta a fotossintese da folha de 30% a 50%
em espécies de plantas C3 e de 10% a 25% em espécies C4 (AINSWORTH; LONG,
2005).

Considerando que a fotossintese de muitas espécies podera aumentar com a
elevacdo da [COy], estudos para prever como 0s processos fisiologicos de espécies
arbéreas tropicais responderdo as mudangas climaticas sdo necessarios, pois €
importante conhecer como os mecanismos fisiologicos irdo afetar crescimento das
plantas (WALTER et al., 2015). Destaca-se que os efeitos benéficos do CO; na
fotossintese e crescimento podem ser anulados pela elevacdo da temperatura
atmosférica e reducdes na disponibilidade hidrica associados ao aumento da [CO;]
(WALTER et al., 2015).

4.3. Efeitos da temperatura do ar na ecofisiologia de plantas

Cada espécie possui uma temperatura Otima para o funcionamento de seu
metabolismo, sendo que temperaturas fora da faixa ideal podem promover alteracoes
nos processos metabdlicos, provocando danos fisiologicos irreversiveis (KERBAUY,
2019). A exposicao das plantas as elevadas temperaturas gera uma série de disturbios no
metabolismo, afetando diretamente a fotossintese e o crescimento (TARVAINEN et al.,
2021). A exposicdo de muitas plantas a altas temperaturas aumenta a respiracdo e
fotorrespiragdo, favorecendo as perdas de carbono e afetando o desempenho
fotossintético (YAMORI et al., 2014; HERPPICH et al., 2020; WANG et al., 2020).

A temperatura afeta os processos regulatorios da membrana celular e ajustes
enziméaticos (RAY et al., 2004). As altas temperaturas acelaram o0s processos de
evapotranspiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2013) alterando, portanto, o metabolismo celular e,
consequentemente, da planta como um todo. Enquato, temperaturas baixas reduzem a
taxa fotossintética devido a menor condutdncia estomaética, resultante de limitacOes
difusivas e metabélicas (SANTOS et al., 2011; NOIA JUNIOR et al., 2018a).

Além disso, € importante salientar que o aumento de temperatura podera
provocar danos no crescimento inicial de plantas mais sensiveis ao calor,

independentemente da divergéncia intraespecifica da espécie. Contudo, o ecotipo
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toperante a sombra pode apresentar maior sensibilidade aos impactos das mudancas
climéticas no seu metabolismo em funcéo de seu hébito tolerante a sombra (CUZZUOL
etal., 2021).

No panorama das mudancas climaticas, o aquecimento global serd um dos
principais fatores de estresse aos quais as plantas terdo que se adaptar para sobreviver
(ZANDALINAS et al., 2021). O estresse térmico é caracterizado por um aumento na
temperatura além no nivel critico ou limite por um periodo necessario para o
desenvolvimento de danos irreversiveis ao crescimento, este nivel de resisténcia da
planta ao calor depende da espécie e varia geneticamente (JAGADISH et al., 2021).

Diversos autores demonstraram que as respostas das plantas a temperatura
também podem ser influenciadas por outras varidveis climaticas, como déficit de
pressdo de vapor e disponibilidade hidrica (VICENTE-SERRANO et al., 2019;
AMARAL et al., 2021; BARTLETT; SINCLAIR, 2020).

4.4.  Efeitos da disponibilidade hidrica na ecofisiologia de plantas

O conhecimento de como as plantas de florestas tropicais, especialmente da
Mata Atlantica, respondem as mudancas das condi¢cdes ambientais, como aumento na
concentracdo de CO, em interacdo com outros fatores ambientais, como o déficit
hidrico é de grande relevancia, tendo em vista que as respostas ecofisioldgicas em
condicGes de elevado CO, atmosférico podem diferir de acordo com a disponibilidade
de 4gua para a planta (CERNUSAK et al., 2013). Essa disponibilidade de agua no solo é
um dos principais fatores abioticos que afeta diretamente o crescimento e a produtivade
das arboreas tropicais é o déficit hidrico (LISAR et al., 2012).

O estresse hidrico provoca mudancas fisiolégicas nas espécies arbdreas,
incluindo perda de turgor celular, ajuste osmotico, reducdo do potencial hidrico foliar,
senescéncia e abscicdo foliar (ZLATEV et al.,, 2012). Além de fechamento dos
estOmatos, reducdo da atividade de carboxilacdo da RuBisCO e a concentragdo
intracelular de carbono (LEAKEY et al., 2009; PILON et al., 2018). Essas respostas das
plantas & reducdo de disponibilidade hidrica sdo complexas e envolvem diversos
processos bioquimicos e morfofisioldgicos, podendo limitar a fotossintese e o potencial
hidrico das plantas por afetar o consumo de assimilados nas folhas e o transporte pelo
floema (PARKASH; SINGH, 2020).

Um fator critico na regulacdo celular é a pressédo de turgor que impulsiona o

volume das células, dependendo da extensibilidade da parede celular. A baixa pressao
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de turgescéncia provocada pelo estresse hidrico reduz ou até mesmo inibe o crescimento
por reducédo da expansdo celular (WOLF; GREINER, 2012). As mudancgas morfoldgicas
nas plantas ocasionadas pelo estresse hidrico sdo resultado de modificacGes na parede
celular induzindo diminuicdo na sua espessura, refletindo uma menor alocacdo de
carbono estrutural o que impede a adaptacdo do sistema hidraulico para seca
(BALDUCCI et al., 2014).

Fonseca (2021) demonstrou que o ecotipo tolerante ao sol (folha média), bem
adaptado a ambientes mais quentes e secos, quando submetido ao déficit hidrico mostra
um declinio menos expressivo do potencial hidrico foliar e dos parametros da
fotossintese e fluorescéncia da clorofila a, diferentemente do ecotipo tolerante a sombra
(folha pequena) ao mostrar menor tolerancia nas mesmas condigdes. Esse mesmo autor
relatou que a tolerancia do ecotipo tolerante ao sol ¢ atribuida a sua maior capacidade de
acumular acucares e lignina em seus tecidos, refletindo nas estratégias de alocacdo de
carboidratos para tolerar a seca. Fonseca (2021) sugeriu que nas proximas décadas, caso
as secas ocorram nas areas de Mata Atlantica, é possivel que a popula¢do natural do
ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) sofra uma reducdo devido a sua menor

tolerancia ao déficit hidrico em relacdo ao ecotipo folha média (tolerante ao sol).

4.5.  Efeitos do déficit de pressdo de vapor na ecofisiologia de plantas

O déficit de pressdo de vapor (DPV) é uma variavel climéatica importante para
melhor compreensdo das respostas fisiologicas em cenarios de mudancas das variaveis
ambientais (NGUGI et al., 2004). O DPV esta diretamente associado a temperatura do
ar, pois esta controla a flutuacdo do DPV entre a cavidade estomética e a atmosfera
(AMITRANO et al., 2019). Com o aumento do DPV as plantas tendem a fechar os
estdmatos, reduzindo as trocas gasosas por afetar a difusdo de vapor de agua e CO,
(BOURNE et al., 2015). Além disso, 0 aumento da demanda evaporativa provoca
reducdo da transpiracdo e aumenta a perda de agua, comprometendo a fixacdo do CO,
(NOIA JUNIOR et al., 2020). Entretanto, o incremento da [CO,] pode promover o
aumento da assimilagdo liquida de CO, e da concentracdo intracelular de carbono,
mitigando os efeitos do DPV na fotossintese (LEAKEY et al., 2009).

Com a eminéncia das mudancas climaticas e a importancia da dindmica do
carbono no crescimento e sobrevivéncia das plantas, Cuzzuol et. al (2021) avaliaram
como os carboidratos ndo estruturais e os polimeros de parede celuluar de ecotipos

tolerantes & sombra e ao sol de P. echinata responderiam as mudangas no DPV em
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temperaturas previstas para a regido sudeste do Brasil nas proximas décadas. Esses
autores observaram que a alocacgdo de carbono mostrou ser mais influenciada pelo DPV
em plantas do ecotipo tolerante a sombra em relagdo ao ecotipo tolerante ao sol,
concluindo que em baixo DPV o crescimento axial do caule pode ser inibido em plantas
jovens do ecotipo tolerante ao sol.

Existe uma possibilidade das espécies tolerantes a sombra e ao sol manterem a
fotossitese elevada devido uma maior concentracdo intracelular de carbono. Mesmo
com menor abertura dos estdmatos, as plantas conseguem concentrar mais carbono no
interior das células em CO; elevado, independentemente dos outros fatores climaticos
(LONG et al., 2004).

Diante disso surge uma questdo: o aumento da [CO,] prevista para 0s proximos
anos sera capaz de mitigar os efeitos da temperatura e DPV na ecofisiologia das
arboreas tropicais tolerantes a sombra e ao sol? A compreensdo dos efeitos de fatores
climéticos associados ao DPV na ecofisiologia dessas plantas torna-se fundamental para
uma selegdo mais precisa de espécies menos sensiveis frente as mudangas climaticas
previstas (AMARAL et al., 2021).

4.6. Estrutura dos carboidratos ndo estruturais e suas relagées com o ambiente

Os carboidratos s@o resultantes da fixacdo de carbono no processo de
fotossintese e apresentam varias funcGes nas plantas, sobretudo o armazenamento e
translocacdo de carbono, e protecdo contra condicdes ambientais adversas, como a
restricdo hidrica, elevado CO; e altas temperaturas (TAIZ et al., 2017), por isso sdo
considerados sinalizadores de estresse nas plantas (MARTINEZ-VILALTA et al.,
2016). As plantas apresentam carboidratos com reserva soltveis e insolGveis, além
disso, a estrutura quimica e a concentracdo desses compostos variam entre espécies,
Orgdos vegetativos e reprodutivos, tecidos e células, ao longo do dia e nas diferentes
estacdes do ano (SOUZA et al., 2018).

A sacarose é um dos principais carboidratos encontrado nas plantas. Devido a
sua natureza ndo redutora, esse agucar pode ser translocado e armazenado nos vacuolos
celulares. E uma molécula altamente sol(vel que retém a maior energia livre da
hidrolise para ligagdo glicosidica. Além de fornecer substrato para sintese de material
celular e de outros carboidratos de reserva, como por exemplo, 0 amido e os frutanos, a
sacarose atua como molécula sinalizadora do metabolismo, por meio de modulagéo da
expressao génica (FARRAR et al., 2000; SMITH; STITT, 2007). Os monossacarideos
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glicose e frutose ocorrem em todas as plantas vasculares, tanto como produtos de
hidrélise, quanto dissacarideo. Além disso, constituem o0s principais esqueletos de
carbono para a sintese de intermediarios dessas vias, sendo unidades para a sintese de
oligo e polissacarideos (MOLLE, 2009, SOUZA et al., 2005).

O segundo principal carboidrato em plantas é o amido e possui funcdo de
reserva. Os locais de deposicdo ocorrem em cloroplastos, amiloplastos e tecidos néo-
fotossintetizantes. O acumulo de amido geralmente ocorre em granulos que variam em
forma e tamanho entre as diferentes espécies de plantas. Nos cloroplastos, o amido é
acumulado nos periodos durante o dia, sendo rapidamente degradado no periodo da
noite e seus produtos exportados para o citosol, onde sdo convertidos em sacarose. Nos
amiloplastos de sementes, raizes e tubérculos, o amido é acumulado por periodos mais
prolongados e mobilizado quando o crescimento é retomado (HARTMANN;
TRUMBORE, 2016). Em plantas tolerantes ao sol crescendo em CO, elevado, ocorre
aumento do acumulo de amido nas folhas, tendo um efeito “tampao”, aumentando a
producdo de biomassa e o crescimento (ARENQUE et al., 2014).

Mesmo sendo os carboidratos mais abundantes, muitas espécies nao utilizam o
amido e a sacarose como fonte primaria de carbono, mas sacarosil-oligossacarideos
altamente sollveis, como os frutanos e oligossacarideos (HOCH et al., 2003). Os
frutanos constituem o terceiro grupo de carboidratos ndo estruturais de maior ocorréncia
entre os vegetais. Sdo polimeros de frutose derivados da sacarose e consistem de séries
homologas de oligo e polissacarideos ndo redutores (CARVALHO; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 2001).

Em condicdes estressantes as plantas podem desenvolver estratégias para manter
0 crescimento e a produtividade, um deles sdo os ajustes bioquimicos no metabolismo
de carboidratos e composicdo da parede celular (BUCKERIDGE; AIDAR, 2002). Em
condicGes de altas temperaturas um dos efeitos nas plantas é a reducdo na fotossintese,
comprometendo a concentracdo de carboidratos e causando alteragdes na composicéo da
parede celular (KOTAK et al., 2007; LIMA et al., 2010). J& sob condicbes de estresse
hidrico, para favorecer a turgescéncia celular, ocorrem ajustes no metabolismo celular
como acumulo de carboidratos soliveis (GERSONY et al., 2020). Nessas condices,
ocorrem reducgdes no potencial hidrico foliar, diminuindo a regulagdo dos genes
relacionados a fotossintese e a disponibilidade de CO, (OSAKABE et al., 2014)

Quanto ao CO,, em quantidades insuficientes limitam o crescimento das plantas,

por afetar diretamente 0s processos de trocas gasosas. Entretanto, o incremento da
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[CO,] altera as quantidades de carboidratos ndo estruturais, como o amido e agucares
soluveis, principalmente devido ao aumento da atividade fotossintética, contudo, um
maior acUmulo de acucares pode alterar a integridade dos cloroplastos e
consequentemente provocar uma reducdo da fotossintese por aclimatacdo (LONG et al.,
2004).

4.7. Estrutura dos polimeros de parede celular e suas relacdes com o ambiente

A parede celular se relaciona diretamente com as propriedades estruturais dos
tecidos vegetais, sendo composta por trés dominios: microfribilar, péctico e proteico. O
primeiro dominio é composto por celulose e hemicelulose. Este dominio esta imerso no
dominio péctico, o qual é rico em polissacarideos altamente solUveis e de carater &cido.
O dominio das proteinas € composto por algumas proteinas estruturais e enzimas. A
parede celular, também apresenta lignina e outros compostos derivados
(BUCKERIDGE et al., 2000, BARBOSA et al., 2008, BUCKERIDGE et al., 2008).

As principais hemiceluloses encontradas em eudicotiledoneas como o P.
echinata sdo respectivamente, o xiloglucano (HAYASHI; KAIDA, 2011) e o
arabinoxilano (GIBEAUT; CARPITA, 1993). O xiloglucano é um polissacarideo
constituido por uma cadeia principal de glicose e xiloses ramificadas, podendo conter
ramificacdes com galactose ligadas a xilose. O arabinoxilano € um polimero composto
por uma cadeia principal de xilose com residuos de arabinose. Tanto as hemiceluloses
guanto as pectinas constituem uma classe de polissacarideos, podendo ser composto por
varios polissacarideos diferentes. Uma mesma célula pode conter hemiceluloses
combinadas como xilano, xiloglucano e glucano. Essa possibilidade de combinagdes
confere diversidade funcional e estrutural a parede celular (BUCKERIDGE et al.,
2008).

A parede celular é um compartimento metabolicamente ativo e dindmico da
célula vegetal que participa de processos fisioldgicos da planta em resposta ao ambiente
(LEGALL et al., 2015). Estes mesmos autores relatam que as plantas desenvolvem
mecanismos de tolerancia aos fatores abioticos como concentracdo de CO,, temperatura
e seca. Em plantas jovens com 0Orgdos vegetativos com alta taxa de crescimento, por
exemplo, o teor de hemiceluloses e diferente das encontradas em plantas adultas com
tecidos maduros, onde ndo ha expansdo celular, atuando como sistema de defesa da
planta aos fatores abidticos (WOLF et al., 2012).
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Embora a arquitetura geral das células de parede celular seja semelhante entre as
monodicotiled6neas e eudicotiledéneas, onde ambos se consistem de fibras celuldsicas
envoltas por uma matriz ndo celulésica de polissacarideos, a diferenga observada entre
0S grupos ocorre nos tipos e na quantidade de polissacarideos nao celulsicos, proteinas
e compostos fendlicos (VOGEL, 2008).

Por se tratar de uma eudicotiledonea, o pau-brasil (Paubrasilia echinata)
apresenta uma parede celular do tipo | (CARPITA; GIBEAUT, 1993). As principais
hemiceluloses esperadas sdo xiloglucanos, que compdem o dominio microfibrilar
(celulose-hemicelulose). Além disso, a parede celular de espécies lenhosas apresenta

uma proporc¢éo equilibrada entre celulose, hemicelulose e pectinas (VOGEL, 2008).

O pau-brasil ainda é pouco estudado em relacdo ao efeito do aumento da [CO,]
nas plantas e sua ecofisiologia, sobretudo o efeito na variagdo da composicdo dos
polimeros de parede celular - PPC (celulose, hemicelulose e lignina). No entanto, na
literatura ha relatos do efeito do aumento da [CO,] sobre os PPC em plantas de jatoba
(Hymenaea courbaril) e jatoba-do-cerrado (Hymeneaea stigonocarpa) onde se observou
aumento de celulose no caule (COSTA, 2004; GODOY, 2007).
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6. MATERIAL E METODOS
6.1. Local do estudo

O experimento foi realizado em casas de vegetacdo (Van der Hoeven®) da area
experimental do Laboratério de Ecofisiologia e Meteorologia Florestal, Universidade
Federal do Espirito Santo, localizado em Jerénimo Monteiro, Espirito Santo, Brasil
(20°47'25” S e 41°23'48” W, altitude de 120 metros) (Fig. 2).

Figura 1. Estrutura das casas de vegetacdo localizadas no Departamento de Ciéncias
Florestais e da Madeira, Universidade Federal do Espirito Santo, Jerbnimo Monteiro-
ES: (A) area externa, (B) camaras de topo aberto, (C) painel de controle, (D) pad
cooling, (E) ventiladores e aquecedores e (F) sistema de pressdo de CO2 (cilindro 25

kg)
6.2.  Material vegetal

Foram utilizadas mudas com 1 ano de idade dos ecotipos folha pequena
(tolerante a sombra) e folha média (tolerante ao sol) de P. echinata (Fig. 1). As plantas
foram produzidas de forma seminal no viveiro da Reserva Natural Vale em Sooretama,
Espirito Santo (ES), regido sudeste do Brasil (19°06'54" S e 39°56'20" O, altitude de 49
metros). As sementes foram semeadas diretamente em sacos plasticos (10x20cm)
contendo composto orgénico + solo + areia (2:1:1) e mantidas sob telado de nylon 50%
de sombreamento. As sementes foram coletadas de matrizes adultas ocorrentes na
mesma reserva.

As mudas foram transportadas para o Laboratério de Ecofisiologia e
Meteorologia Florestal (LMEF/UFES) localizado em Jerénimo Monteiro, Espirito Santo
e transplantadas para vasos de polietileno (12-L) contendo substrato comercial (Vivatto
Slim Plus 20, composto por casca de pinus bioestabilizada, vermiculita, moinha de

carvao vegetal, agua e espuma fendlica).
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Os vasos contendo as mudas foram fertilizados com 4 g L™ de adubo de
liberacdo controlada (NPK 15-08-12, Basacote Plus 6M) com os nutrientes: nitrogénio
(15%), fosforo (8%), potéssio (12%), magnésio (1.2%), enxofre (4%), ferro (0.4%),
boro (0.02%), zinco (0.02%), cobre (0.05%), manganés (0.06%) e molibdénio
(0.015%).

As condigdes climaticas da ocorréncia do P. echinata no norte do Espirito Santo
(ES) foram simuladas em casa de vegetacdo automatizadas (temperatura e umidade do
ar). Para a aclimatacdo das mudas, as mesmas permaneceram sob condicdes
semelhantas & natural por 30 dias, onde receberam irrigacdo a cada dois dias.
Posteriormente as mudas foram distribuidas aleatoriamente para camaras de topo aberto
(OTC’s) de cada cenério climativos estudado.

Foram utilizadas OTC’s cilindricas (1,80 m de altura x 1,0 m de didmetro),
sendo distribuidas seis unidades por casa de vegetacdo. As OTC’s possuem um sistema
de ventilagdo e de injecdo de CO, na parte inferior, responsavel pela mistura do CO,
com o ar gerando fluxo de passagem dos gases no interior das cAmaras para manter uma
concentracdo constante de CO, e evitar o aquecimento. Dentro de cada OTC foram
distribuidas aleatoriamente seis mudas, sendo dezoito mudas de cada ecotipo,

totalizando trinta e seis mudas por casa de vegetacéo.
6.3.  Simulacao dos cenarios climaticos

Foram simulados trés cenarios climaticos mais representativos para a regiao
norte do Espirito Santo. Para representacdo do atual cenario climatico do bioma Mata
Atlantica, foi utilizado a nomenclatura de floresta Atlantica atual (FAA).

O primeiro cenério é o controle representando o clima da floresta Atlantica atual
(FAA) da regido norte do Espirito Santo, onde ocorrem populacGes naturais dos
ecotipos folhas pequenas (tolerante a sombra) e folhas médias (tolerantes ao sol) de P.
echinata. As normais climatoldgicas da regido foram fornecidas pelo Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET). A partir desses dados, foram projetadas curvas de variagdo
diaria de temperatura e umidade relativa do ar, considerando a [CO] atual de 400 ppm
(Tab. 1).

Os outros dois cendrios representam as projecdes de mudangas climaticas
Representative Concentration Pathway 4.5 (RCP 4.5) e Representative Concentration
Pathway 8.5 (RCP 8.5) para o periodo de 2081 a 2100 previstos no Fifth Assessment

Report do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2013). Para 0s cenarios
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de mudancas climaticas RCP 4.5 e 8.5 a temperatura foi elevadaem 2°C e 3,5°C,
respectivamente, em relagéo a temperatura da floresta Atléantica atual (controle).

Os valores da umidade relativa do ar foram calculados utilizando os valores de
pressdo parcial de vapor d’agua compensada das projecdes RCP 4.5 e 8.5. A primeira
RCP recebeu [CO;] de 580 ppm e a segunda 936 ppm (Tab. 1).

Tabela 1. Caracterizacdo dos cendrios climaticos: floresta Atlantica atual (FAA), RCP
45e85

Variaveis FAA RCP 4.5 RCP 8.5
climaticas Temperatura do ar (°C)
Tmin 22,6 24,6 26,1
Tcomp 26,1 28,1 29,6
Tmax 31,3 33,3 34,8
Umidade relativa do ar (%)
URmin 67 60 55
URcomp 82 80 74
URmax 100 93 85
Concentracdo atmosferica de CO, (ppm)
[CO,] 400 580 936

Em que: T = temperatura, UR = umidade relativa do ar, [CO;] = concentra¢do atmosférica de CO,, min =
minima, comp = compensada, max = maxima, °C = graus Celsius, % = porcentagem, ppm = partes por
milh&o. Nota: Partes por milhdo é uma medida fisica de quantas moléculas de um gas existem em relacéo
a todas as moléculas na atmosfera. Se [CO,] € 400 ppm, para cada milhdo de moléculas no ar, 400 séo
moléculas de CO,

Em cada cenario climéatico foram estabelecidas duas condi¢fes de umidade do
solo, mantendo as plantas com 40% e 80% da capacidade méxima de retencdo de agua
do substrato, controladas por pesagem didria dos vasos contendo as plantas e quando
necessario feito a reposicdo da agua perdida por evapotranspiracdo (FREIRE et al.,
1980). Os niveis de umidade do substrato representam uma condi¢do ndo estressante
mantendo as plantas bem irrigadas (80% da capacidade maxima de retencdo de agua) e
uma condic¢do estressante com retencao hidrica (40% da capacidade maxima de retencédo
de), baseado em Amaral et al. (2021).

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial duplo,
com nove repeticdes, com trés cendrios climaticos e dois niveis de umidade do

substrato, totalizando seis tratamentos (3x2), composto por 108 unidades experimentais.
6.4 Controle microclimatico

Duas estacOes meteorologicas automaticas compostas por trés sensores

conjugados de temperatura do ar e umidade relativa do ar modelo CS500 (Campbell
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Scientific, Inc., Logan, UT, USA) foram instaladas no interior de cada casa de
vegetacdo visando o monitoramento microclimatico dos cenérios reproduzidos nas trés
casas de vegetacdo (Tab. 2).

Os dados foram armazenados em um registrador de dados, modelo CR-10x
(Campbell Scientific, Inc., Logan, UT, EUA). As leituras foram realizadas a cada 10
segundos e os valores médios armazenados em intervalos de 10 minutos. Os valores da
temperatura e umidade relativa do ar de cada cenério foram programados no software
Sistrad®. Controladores de temperatura do ar (MT-543Ri plus, Full Gauge®) acionaram
um sistema de resfriamento com exaustao e painel evaporativo (pad cooling) no periodo
diurno e noturno. Caso a temperatura ficasse abaixo do valor desejado, aquecedores
eram acionados. Controladores de umidade do ar do (modelo AHC-80 plus, Full
Gauge®) acionaram um sistema de nebulizacdo de bicos tipo fogger, para evitar que a
umidade relavita do ar nao ficasse abaixo do valor desejado.

A radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) foi monitorada em um sensor
QUANTUM (Li-Cor Inc, Lincoln, Nebraska, USA) (Fig. 3). A variacdo do déficit de
pressdo do vapor do ar (DPV) foi calculada pela diferenca dos valores de pressdo de
saturagdo de vapor d’agua (es) e pressdo parcial de vapor d’agua (ea) de cada cenario
climatico (PEREIRA et al., 2002):

DPV = es— ea 1)
es = 06108 * 107’5 * Tar/237:3 + Tar @
ea = URar % (©)

Em que: T, = temperatura do ar (°C) e UR, = umidade relativa do ar (%). es = pressdo
de saturacdo (kPa); ea = presséo parcial de vapor (kPa).

No cenario climético atual ou controle (FAA), ndo foi fornecido CO, pelo
sistema de injecdo de CO,, sendo mantida a [CO;] natural. Ja nos cenarios RCP 4.5 e
RCP 8.5, a [CO,] nas OTC’s foi fornecida diariamentevia sistema de injecdo de gases
das 8h00min até 16h00min (horério local). Além disso, foi realizado o monitoramento
da concentragdo de CO, dentro de cada OTC as 12h30min (hora local) através de um
analisador de CO, (Sensor Testo, modelo 535, Lenzkirch, Baden-Wirttemberg, GER)
durante a condug&o do experimento (Fig. 3).

Tabela 2. Caracterizacdo microclimética dos cenarios climaticos simulado em casas de
vegetacdo com controle de temperatura e umidade relativa durante o experimento

Varidveis climaticas FAA RCP 4.5 RCP 8.5
Temperatura do ar (°C)
Tin 24,3 25,4 26,7

Ted 258 27,7 29,4
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Tmax 26,4 28,5 29,7
Umidade relativa do ar (%)
URmin 72 48 44
URmed 83 62 61
UR max 95 82 77
Déficit de pressao de vapor do ar (KPa)
DPV min 0,16 0,60 0,80
DPVeq 0,55 1,42 1,59
DPV max 0,92 1,92 2,26
Concentracao atmosférica de CO, (ppm)
[CO2]min 374 532 912
[Coz]med 399 566 930
[CO2]imax 411 602 965

Tmed temperatura do ar média, T, temperatura do ar minima, T . temperatura do ar maxima, VPD yeq
déficit de pressdo de vapor médio, VPD,,, déficit de pressdo de vapor minimo, VPD ..« déficit de presséo
de vapor maximo, UR. umidade relativa média, UR;, umidade relativa minima, UR, umidade
relativa maxima, [CO,]neq CONcentracdo atmosférica de CO, média, [CO,]min concentragdo atmosférica de
CO, minima, [CO,]max cOncentracdo atmosférica de CO, méxima
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Figura 3. Curso diario da temperatura do ar, Ta (°C), déficit de pressdo de vapor, DPV (Kpa), radiacdo fotossinteticamente ativa, PAR (mol.m?.seg™) e
concentracdo atmosférica de CO,, [CO,] (ppm) nos cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) durante 90 dias de duragdo do experimento
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6.4. Medidas de crescimento

Ao final do experimento (90 dias) foram realizadas medicOes de altura das
plantas, com auxilio de uma régua milimetrada (0.1 cm de precisao); diametro do caule,
com um paquimetro digital (precisio 0.01 mm), area foliar (cm?), medida com um
integrador de area foliar modelo LI-3100 (Li-Cor Inc, Lincoln, Nebraska, USA); e
contagem do nimero total de folhas, foliolos e folidlulos.

Posteriomente as plantas foram seccionadas em caules, folhas e raizes e
acondicionados, separadamente, em sacos de papel e acomodados em estufa de
circulacdo de ar forcada para secagem a 65°C por 72 horas, de acordo com Gama et al.
(2020). Posteriormente, os 6rgdos das plantas foram pesados em balanca analitica
(preciséo de 0.0001 g) para obtencdo da massa seca (MST = massa seca total, MSF =
massa seca de folhas, MSC = massa seca de caules, MSR = massa seca de raizes).

Vale ressaltar que foram obtidas os valores de massa seca total das plantas no
antes do inicio do experimento (tempo 1) e no final (tempo 2). Foi realizado o mesmo
procedimento com a area foliar. Com esses dados, foram calculadas a taxa de
crescimento relativo (TCR, mg.g™.dia™) e a taxa assimilatéria liquida (TAL, mg.cm’
2 dia™) segundo Hunt (1982):

Ln (m2)— Ln (m1)
t2—-t1

TCR =

(4)
Em que: Ln = logaritmo neperiano; m = massa seca da planta; t 2 — t1 =
intervalo de tempo entre as coletas 1 e 2

(m2-m1) (Ln (AF2)— Ln (AF1)

TAL = (t2—t1) (AF2—AF1)

()

Em gue: onde m é a massa seca total das plantas e AF a area foliar. Os subscritos
1 e 2 referem-se a duas coletas consecutivas.

Com os valores das medidas de crescimento, foram calculados a relagéo raiz e
parte aérea (R:PA= massa seca da raiz/massa seca da parte aérea constituida pelo
somatério da massa de folhas e caule, g.g™), area foliar especifica (AFE = érea foliar
total/massa seca foliar total, cm®g™), éarea foliar unitaria (AFU = é&rea foliar
total/nimero de foliélulos, cm?), razdo de area foliar (RAF = area foliar total/massa seca
total, cm?.g™), segundo Hunt (1982).

6.5. Trocas gasosas
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As trocas gasosas foram analisadas ao final do experimento usando um
analisador de gas infravermelho portétil (IRGA, modelo Li COR 6400, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, EUA) acoplado acdmara de medicdo de 6 cm® As medicdes foram
realizadas em dias de céu limpo em folhas sadias totalmente expandidas do terco
superior de todas as plantas do experimento. As leituras foram realizadas de forma
aleatdria, utilizando fonte de luz artificial (L1-6400-02B) com intensidade de 500, 650,
800 e 900 umol m?s™ as 8:00, 9:00, 10:00 e 11:00 horas, respectivamente.

As variaveis analisadas foram: taxa de assimilacdo liquida de CO, (A, pumol
CO,.m?s™), condutancia estomética (gs, mol H,O.m?2s™), transpiracdo (E, mmol
H,0.m?%s™), concentragdo intercelular de CO, (Ci, pmol CO,.mol ar?), eficiéncia
instantanea de carboxilacdo (A/Ci, pmol CO,m?%s™.Pa™) e eficiéncia do uso da 4gua
(EUA = AJE, umol CO,.mol H,0™). As concentraces de CO, utilizadas nas analises de
trocas gasosas foram de 400, 580 e 936 ppm em FAA, RCP 4.5 e 8.5, respectivamente.

6.6. Potencial hidrico foliar

As medig¢des do potencial hidrico foliar (¥w, MPa) aconteceram no periodo de
antemanhd, entre 4:00 e 5:00 horas (hora local), utilizando uma camara de pressdo
Scholander modelo 1505D-EXP (PMS Instrument Company, Albany, OR, USA). As
leituras foram realizadas em folhas maduras sadias totalmente expandidas do terco
superior de todas as mudas de cada tratamento (SCHOLANDER et al., 1965).

6.7. Crop water stress index

O Crop water stress index (CWSI) foi calculado seguindo a equagdo proposta
por ldso (1982):

(Tleaf—Twet)

CW3l = (Tdry—Twet)

(6)

Em que: Tiar € a temperatura média da folha em condicdo ambiente, Ty € a
temperatura de uma folha saturada (pulverizada com &gua cinco minutos antes da
leitura) e Tqry € a temperatura de uma folha na auséncia de fluxo de agua, sob condi¢des
ndo transpirantes. As folhas foram revestidas com vaselina para fechamento estomatico.

As imagens térmicas foram obtidas em camera termografica modelo FLIR
T430sc (FLIR Systems, Wilsonville, OR, USA), resolucdo de 320 x 240 pixels, em trés
horéarios (hora local): as 10:00 am, por ser um momento em que as plantas se encontram
em elevada atividade fotossintética; as 12:00 pm, por ser o horario de maior intensidade
da irradancia solar; e as 15:00 pm, por ser o horario que ocorre o fechamento estomatico
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e a mais baixa atividade fotossintética das plantas dos ecotipos de P. echinata. A
distancia entre a cmera e as plantas foi ajustada em 0,4 m e emissividade utilizada foi
de 0,96, como sugerido por Amaral et al. (2021). As imagens foram processadas através
do software FLIR tools, realizando-se cinco amostragens por folha de cada repeticédo

dos tratamentos para obtencdo da média da temperatura.
6.8.  Fluorescéncia transiente da clorofila a

O transiente da fluorescéncia (OJIP) foi determinado em fluorbmetro digital
portatil modelo FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments, Brno, Czech Republic)
que forneceu a cinética da fluorescéncia de acordo com as fases O (50 ps), J (2 ms), |
(30 ms) e P (500 ms a 1 s). As medigOes foram realizadas entre 7:00 e 8:00 hora da
manha (hora local), em cinco plantas por tratamento (n = 5), utilizando as mesmas
folhas das andlises de trocas gasosas.

As folhas foram adaptadas ao escuro por 30 minutos, utilizando pincas e pulso
saturante de luz de 1.500 umol ms™, como sugerido por Baker (2008). As intensidades
de fluorescéncia foram registradas entre 50 us e 1s, onde: 50 ps ¢é a fluorescéncia inicial
(Fo) e £ 300 ms a fluorescéncia méaxima (Fy). Os parametros que regulam o estadio
inicial da atividade fotossintética nos centros de reacao foram calculados pelo teste-JIP
a partir das intensidades de fluorescéncia (Tab. 1) (STRASSER; STRASSER, 1995).

Tabela 3. Parametros dos transientes da fluorescéncia da clorofila calculados pelo teste-
JIP

Parametro Férmula Significado
Fo = Fsops Intensidade da fluorescéncia a 50 ps
Fi = Foms Intensidade da fluorescéncia na fase J
Fi = Feoms Intensidade da fluorescéncia na fase |
Fm =Fp Intensidade de fluorescéncia maxima
Fv =Fm-Fo Fluorescéncia maxima variavel
Fu/Fm Eficiéncia maxima do fotossistema 11
Fu/Fs Relacdo maxima do rendimento quantico
do PSII
Mo = (TRo/RC) - (ETo/RC) Taxa liquida de fechamento dos RC
Vi = (Fams-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescéncia variavel relativa ao nivel J
Vi = (Feoms-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescéncia variavel relativa ao nivel |
Plass = (RC/ABS).(TRo/Dlo).(ETo/1- _ _
ETo) Indice de desempenho potencial do PSII
Fluxo por Centro de Reacéo
ABS/RC = M,.(1/V)).(1/TRo/ABS) Fotons absorvidos por RC

TRo/RC = Mo.(1/V)) Taxa pela qual um exciton é capturado
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pelo RC
ET/RC = Mo.(1/V)).ETo/TRo Transporte de e por RC
DIo/RC = (ABS/RC) - (TRy/RC) Fluxo de energia dissipada por RC ativo

ABS: Fluxo de fdétons absorvidos pela clorofila do complexo antena; TR,: Fluxo de energia capturado
para o centro de reacdo; ETo: Transporte de elétrons; RC: Centro de reacao; DI0: Energia dissipada; CSy:
Seccdo transversal excitada; Indice O significa tempo zero (inicio da excitacdo)

6.9. Carboidratos
6.9.1. Preparo das amostras para analises de carboidratos ndo estruturais e
polimeros de parede celular
Amostras de 10 g de folhas, caules e raizes foram aquecidas em microondas para
inativacdo enzimatica (600w/90 segundos) (POPP et al., 1996) e posteriormente secas
em estufa de circulacéo forcada de ar a 65°C por 5 dias, e posteriormente pulverizadas
em moinho de bola (modelo TE-350, TECNAL, Séo Paulo, Brasil) e armazenadas em

temperatura ambiente.

6.9.2. Carboidratos néo estruturais (agucares soltveis e amido)

Para a extracdo dos agucares soluveis 10 mg das amostras foram pesados em
balanca analitica de precisdo (AB204-S/FACT Mettler Toledo, Leicester, Inglaterra) em
microtubos de 2 mL e submetidos a quatro extracdes subsequentes com 1,5 mL de
etanol 80% em banho-maria a £80°C durante 20 minutos e centrifugados a 13.000 rpm
(rotagdes por minuto) por 10 minutos (POLLOCK, 1996). A etapa anterior foi repetida
por mais trés vezes, o precipitado foi recolhido e transferido para estufa 50°C durante 24
horas, para completa evaporacdo do etanol e armazenado em temperatura ambiente.
Apos isso, foi realizado a extracdo de amido e os carboidratos sollveis foram
ressuspendidos em agua ultrapura e determinados por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) no cromatdgrafo da
Shimadzu (modelo SIL-10AF, Kyoto, Japdo) com coluna Shim-Pack® SPR-Pb
(250x7,8mm, fluxo = 0,6mL/min, temperatura = 80°C) eluido com acetonitrila e 4gua
ultrapura, usando padrées Sigma®.

6.9.3. Amido

A determinacdo do amido foi realizada pelo método enzimatico descrito por
Amaral et al. (2007). Foram pesados 10 mg de amostras de folha, caule e raiz. Os
acucares soluveis foram removidos seguindo o protocolo de Pollock (1996) descrito no
item acima. Apos a remocao dos acgucares, foram adicionados ao precipitado 0,5 mL
(120 U mL™) de o-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (céd. E-ANAAM,
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MEGAZYME), diluida em tampdo MOPS 10 mM em pH 6,5. As amostras foram
incubadas a 75°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até 50
°C, e adicionado 0,5 mL de uma soluc&o contendo 30 U mL™ de amiloglucosidase de
Aspergillus niger (cod. EAMGPU, MEGAZYME) em tampao acetato de sédio 100 mM
em pH 4,5.

A dosagem do amido foi realizada pela quantificacdo de glicose liberada no
processo de hidrdlise do amido. Foram utilizados 50 pL do extrato com 250 pL do
reagente Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas glicose-
oxidase (~11.000 U mL-1) e peroxidase (~700 U mL-1), 290 pumol L-1 de 4-
aminoantipirina e 50 mM de fenol pH 7,5. Nessa etapa, a glicose oxidase catalisa a
oxidacdo da glicose. As amostras foram incubadas a 50 °C por 30 minutos por duas
vezes e montadas em placas especificas para leitura em espectrofotdmetro acoplado ao
leitor ELISA (Thermo Scientific Express Multiskan FC Microplate Photometer,
Massachusetts, EUA) em comprimento de onda de 490 nm. Para a elaboracéo da curva
padrdo foi utilizada solucdo de glicose (SIGMA), nas concentragdes de 0; 2,5; 5; 7,5 e
10 mg/mL.

6.10. Polimeros de parede celular
6.10.1. Lignina

A determinacéo de lignina foi realizada segundo Dos Santos et al. (2008). Foram
pesados 150 mg de amostras pulverizadas em tubos Falcon e homogeneizado em 10 mL
de tampado fosfato de sodio e potassio 50 mM em pH 7. As amostras foram transferidas
para tubos Falcon de 15 mL e o material foi centrifugado por 10 minutos a 6.000 rpm e
0 sobrenadante descartado. A partir dessa etapa o precipitado passou por 12 lavagens
com diferentes solug¢bes seguindo o mesmo procedimento: a solucdo foi adicionada, o
material foi agitado em Vértex por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Apo0s a 122 lavagem, o precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas. Esse
material resultante é o que compreende a fragdo de parede celular livre de proteinas. Do
precipitado seco, foi pesado 50 mg em tubos de 15 mL e adicionado 1,2 mL de &acido
tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M. As amostras foram incubadas a 95°C por 4 horas. Ap0s
esse tempo elas foram centrifugadas por 15 minutos e lavadas trés vezes com agua
destilada. Posteriormente, foram adicionados 7 mL de NaOH 0,5 M e incubadas a 30°C

por 18 horas sob agitacdo constante em agitador magnético.
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Posteriormente as amostras foram centrifugadas para reservar o sobrenadante e
em seguida, o precipitado foi lavado com 3 mL de NaOH 0,5 M e centrifugado. O
sobrenadante resultante foi unido ao anterior, acidificado com 1,8 mL de HCI e mantido
a 4 °C por 12 horas sem agitar. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas e
lavadas duas vezes com agua destilada, centrifugadas novamente em 6.000 rpm por 10
minutos em temperatura ambiente e descartado o sobrenadante. O precipitado obtido foi
seco a 60°C por 24 horas e ressuspendido em 1 mL NaOH 0,5 M.

A determinacdo do teor de lignina foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 280 nm. Foi utilizada a solucdo de lignina (Sigma®) para
projecdo da curva padrdo, nas concentracfes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200; 300;
400 e 500 pg/ul. Os resultados da concentracdo de lignina foram expressos em mg

lignina g* MS.
6.10.2. Celulose

A determinacdo de celulose seguiu o protocolo de Brendel et al. (2000). Foram
pesadas 100 mg de amostras pulverizadas em tubos Falcon com tampa rosqueada e
adicionado 2 mL de 4cido acético 80% e 200 pL de &cido nitrico 69% concentrado. Os
tubos foram fechados, as amostras misturadas com cuidado, e acentados em placa
aquecedora por 1 hora a 100°C. Apds esfriarem, as amostras foram transferidas para
tubos Falcon de 15 mL, previamente pesados onde se adicionou 2,5 mL de etanol 99%.

As amostras foram homogeneizadas em agitador Vortex, centrifugadas a 4.500
rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. Em seguida,
as amostras foram lavadas sequencialmente da seguinte forma: (1) 5 mL de etanol 99%
para remover os produtos degradados na extracao; (2) 5 mL de &gua deionizada para
remover os vestigios do &cido nitrico; (3) 5 mL de NaOH 17% que ficou em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos; (4) 5 mL de agua deionizada; (5) 2,2 mL de dgua
deionizada e 600 pL de acido acético.

Posteriormente, foi adicionado 2,2 mL de &gua deionizada para eliminacéo de
material ndo celulosico persistente e (6) 5 mL de dgua deionizada. Entre cada lavagem
(1 a 6), as amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente e os sobrenadantes descartados. Em seguida, as amostras foram secas em
estufa a 50 °C por 48 horas e pesadas para determinacdo da concentracdo de celulose.
Os resultados da concentracdo de celulose foram expressos em miligrama de celulose

por grama de massa seca (mg celulose g™* MS).
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6.10.3. Hemicelulose

A metodologia utilizada para a determinacdo de hemicelulose foi a de Shéadel et
al. (2010) com modificacOes. Para cada 50 mg de massa seca das amostras pulverizadas,
foi adicionado 1,5 mL de etanol 80% em microtubos de 2 mL, para eliminagédo dos
acucares soluveis. Os tubos foram levados ao banho-maria a +80 °C por 20 minutos.

As amostras foram centrifugadas em 13.000 rpm por 5 minutos a temperatura de
5 °C e o sobrenadante descartado cuidadosamente. Esta operacdo foi repetida por mais
trés vezes para eliminagdo total dos residuos de agucares sollveis ainda presentes nas
amostras.

O precipitado foi seco em estufa a 50 °C durante 24 horas e entdo pesado. Ao
precipitado seco, foram adicionados 1,5 mL de dimetil sulfoxido (DMSO) para extracao
do amido presente nas amostras, sendo mantido sob agitacdo em placa agitadora por 24
horas em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas em
13.000 rpm por 5 minutos a 5°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado
em 1,5 mL de agua destilada por trés vezes, centrifugado e descartado o sobrenadante.

O precipitado foi transferido para estufa a 50 °C por 24 horas e pesado no dia
seguinte. Foram acrescentados 1,5 mL do detergente neutro (tetraborato de sédio
decahidratado 18 mmol, &cido etilenodiaminotetracético 66 mmol, sulfato de sodio
dodecil 10,4 mmol, fosfato de sodio dibasico 32 mmol eadgua destilada) para extracdo de
residuos sollveis em agua e pectinas em que foram adicionados 25 uL de solugdo de
sulfito de sodio (10 mg/10 mL) para extracdo de proteinas. As amostras foram
transferidas para banho-maria a £100 °C por 60 minutos sob agitacdo em placa
magnética.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O
precipitado desta etapa (celulose, hemicelulose e lignina) foi lavado sequencialmente da
seguinte forma: (1) duas vezes com 1,5 mL de agua deionizada quente; (2) uma vez com
1,5 mL de acetona 100% e; (3) uma vez com 1,5 mL de agua deionizada. O precipitado
contendo a “fracao total de parede celular” foi transferido novamente para estufa a 50
°C durante 24 horas e pesado.

O precipitado contendo apenas a “fracdo de celulose e lignina” foi seco em
estufa a 50 °C durante 24 horas e pesados posteriormente. O calculo para a
determinacdo da concentracdo das hemiceluloses nas amostras foi realizado pela

diferenca gravimétrica entre a “fracdo total da parede celular” e a “fracdo de celulose e
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lignina”. Os resultados da concentracdo de hemicelulose foram expressos em mg

hemicelulose g™ MS.

6.11. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2017).
Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) two-way (trés
cenarios climaticos e dois niveis de umidade do substrato) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para avaliar a interacdo entre cenarios
climaticos e umidade do substrato (BARROS; DIAS, 2009).

Foram plotados graficos quando a interacdo entre os cenarios climaticos e niveis
de umidade do substrato foi significativa. Para avaliar as varidveis de forma integrada
foi realizada anélise multivariada de componentes principais. Os resultados
complementares estdo apresentados no material suplementar (tabelas S1, S2, S3, S4, S5,
S6 e figura S1, S2).

7. RESULTADOS

7.1. Crescimento

O crescimento das plantas dos ecotipos de P. echinata mostrou-se positivamente
responsivo aos cenarios de mudancas climaticas previstos para até o final do presente
século. Plantas dos dois ecotipos apresentaram maior crescimento em altura do caule e
massa seca total em RCP 4.5 e 8.5 quando comparados com as plantas submetidas ao
cenario climético da floresta Atlantica atual-FAA (Fig. 4).

Dentro de cada cenério, as plantas dos dois ecotipos conduzidos com 80% de
umidade do substrato apresentaram maior crescimento em altura do caule (Fig. 5A; 5B)
e massa seca total (Fig. 5C; 5D). Comparando os cenarios RCPs, as plantas dos dois
ecotipos obtuveram maior altura do caule (Fig. 5) e massa seca total (Fig. 5C; 5D) em
RCP 8.5. As plantas dos dois ecotipos nos dois niveis de umidade do substrato emitiram
maior nimero de folidlulos no cenédrio RCP 8.5, refletindo em maior &rea foliar total
(Fig. 5).

As plantas dos dois ecotipos apresentaram menor nimero de foliélulos no
cenario climatico floresta Atlantica atual, e consequentemente, menor area foliar total,
independetemente do teor de umidade do substrato (Fig. 5).

As plantas dos dois ecotipos cultivadas no cenario RCP 8.5 apresentaram maior

taxa de crescimento relativo (TCR) nos dois niveis de umidade do substrato (Fig. 5I;
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5J). Plantas do ecotipo tolerante a sombra (folha pequena) cultivadas em 80% de
umidade do substrato, apresentaram TCR igual aos cenarios RCP 4.5 e 8.5 (Fig. 5I). As
plantas dos dois ecotipos submetidas ao cenario climatico da FAA apresentaram menor
TCR quando comparado aos cenarios RCP 4.5 e 8.5 (Fig. 5I; 5J). As plantas dos dois
ecotipos obtiveram maior taxa assimilatéria liquida (TAL) em RCP 4.5 e 8.5 (Fig. 5K;
5L) e menor valor dessa variavel no cenério climético da FAA (Fig. 5K; 5L).

Os resultados mostraram que a maioria das variaveis de crescimento dos dois
ecotipos foram positivamente responsivas nos cenarios RCP 4.5 e 8.5 combinado por
elevada [CO,] (Tab. 4; Tab. 5). Nesse sentido, as plantas dos dois ecotipos apresentaram
maior crescimento, independentemente da umidade do substrato, como obersavado nas
variaveis de altura, didmetro do caule, biomassa, area foliar total (AFT), TCR e TAL
(Tab. 4; Tab. 5).

Os dois ecotipos apresentaram respostas semelhantes entre 0s cenarios
climaticos estudados tratamentos, mostrando maior crescimento de altura em RCP 4.5 e
8.5. Dentro de cada cenario, as plantas dos dois ecotipos apresentaram as mesmas
respostas, crescendo mais em altura em 80% de umidade no substrato em relacédo a 40%
de umidade no substrato (Fig. 4). Além disso, ndo foram encontradas grandes diferencas
entre as variaveis de relacdes da area foliar e massa seca como a RAF, AFE, AFU R:PA
e as taxas de crescimento TCR e TAL (Tab. 4; Tab. 5).
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Figura 4. Aspecto morfologico das plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante
ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do em trés cenarios climéaticos (FAA, RCP
4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade maxima de
retencdo de 4gua). Barra de escala em centimetros (cm)
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Figura 5. Medidas de crescimento das plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do aos trés
cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade de retencdo de agua). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05). As diferencas estatisticas entre 0s cenarios climaticos sdo
representadas por letras mailsculas (letras maitsculas para 80% e maiusculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retencdo de agua) e
entre os niveis de umidade dentro de cada cenario por letras mindsculas. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5)
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Tabela 4. Medidas de crescimento das plantas do ecotipo tolerante a sombra de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do em trés cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5
e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade de retengdo de agua). Massa seca total (MST), massa seca de folha (MSF), massa seca do
caule (MSC), massa seca de raiz (MSR), massa seca da raiz/massa seca da parte aérea (R:PA), area foliar total (AFT), area foliar total/massa seca foliar total
(AFE), érea foliar total/numero de folidlulos (AFU), area foliar total/massa seca total (RAF), taxa de crescimento relativo (TCR), taxa assimilatoria liquida

(TAL).

Ecotipo folha pequena (tolerante a sombra)

Tratamento p-valor
Cenério
Floresta Floresta X
Atlanticaatual  Atlantica atual RCP 4.5 RCP 4.5 RCP 8.5 RCP 8.5 Umidade do
Variaveis (80%) (40%) (80%) (40%) (80%) (40%) CV(%)  substrato
Diametro caule (mm)  6,76+0,09 Ba 545+0,14 Bb  7,96+0,26 Aa 6,54+0,14 Aa 8,17£0,45 Aa  6,96+£0,16 Aa 7,80 0,4929"
Ne° de folhas 940,31 Ba 740,32 Aa 11+0,87 Ba 10+0,58 Aa 15+0,57 Aa 840,33 Ab 9,12 0,8768
Ne de foliolos 90+4,40 Ca 616,74 Bb 122+8,08 Ba 1014531 Ab  163%9,29 Aa 95+4,09 Ab 10,79 0,6073"
Ne° de foliélulos 886+18,19 Ca 529+20,45Ch  1230+21,1 Ba 806+6,26 Bb 1897+25,05 Aa 923+46,21 Ab 4,10 0,7773"
MST () 22,51+3,50 Ba 13,03+2,49 Bb  33,87+0,6 Aa 12,47+1,17 Bb 32,83t2,45Aa 16,99+1,18 Ab 21,45 0,2560"
MSF (g) 13,75+0,46 Ba 7,47+0,89 Bb  19,74+1,25Aa 7,47+0,51Bb 21,12+2,25Aa 12,11+1,79 Ab 22,43 0,1095"
MSC (g) 5,64+0,29 Ba 2,94+0,25Bb  8,32+0,61 Aa 2,83+0,31Bb  7,81+0,72 Aa  4,90+0,33 Ab 18,97 0,9609"
MSR (g) 3,13+0,25Ba 2,63+0,18 Aa  5,82+0,78 Aa 2,17+0,55 Ab 3,89+0,78 ABa 2,46+0,51 Aa 37,55 0,2238"
R:PA (g g™?) 0,16+0,011"™ 0,260,036 0,20+0,021 0,20+0,045 0,12+0,015 0,14+0,022 33,13 0,4214
AFT (cm?) 1.639+87,38 Ca  899+124,40 Bb 2.266+136 Ba 934160,92 Bb 2.748+144 Aa 1.472+248 Ab 19,67 0,1683
AFE (cm?.g™) 119+351™ 119+4,03 116+8,42 125+5,57 133+8,23 120+4,58 11,06 0,9561
AFU (cm?) 1,85+0,10 Aa 1,70+0,23 Aa  1,84+0,08 Aa 1,16+0,08 Ab  1,44+0,06 Aa  1,58+0,24 Aa 21,97 0,3202"
RAF (cm®.g™) 73+4,08™ 68+3,62 68+5,86 48+6,45 86+5,91 74+4,94 15,81 0,8434
TCR (mg.g™t.dia™) 3,09+0,02 Ba 2,53+0,09 Bb  3,49+0,07 Aa 2,48+0,08 Bb  3,44+0,1 Aa  2,91+0,13Ab 6,88 0,7993
TAL (mg.cm®.dia™) 1,29+0,13 Ba 0,46+0,08 Bb  2,33+0,22 Aa 0,41+0,06 Ab  2,30+0,39 Aa  1,02+0,24 Ab 38,19 0,1098"

@ Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p<0,05). As diferengas estatisticas entre 0s cenarios climéticos sdo representadas por letras maitisculas
(letras maitsculas para 80% e maiusculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retencdo de agua) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario por letras mindsculas. *
significante a 5% de probabilidade e ns ndo significativo a 5% de probabilidade por ANOVA. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5)
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Tabela 5. Medidas de crescimento das plantas do ecotipo tolerante ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do em trés cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e
8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade de retencdo de agua). Massa seca total (MST), massa seca de folha (MSF), massa seca do
caule (MSC), massa seca de raiz (MSR), massa seca da raiz/massa seca da parte aérea (R:PA), area foliar total (AFT), area foliar total/massa seca foliar total
(AFE), érea foliar total/numero de folidlulos (AFU), area foliar total/massa seca total (RAF), taxa de crescimento relativo (TCR), taxa assimilatoria liquida

(TAL).
Ecotipo folha média (tolerante ao sol)
Tratamento p-valor
Cenario
Floresta Floresta X
Atlantica atual  Atlantica atual RCP 4.5 RCP 8.5 RCP 8.5 Umidade do

Variaveis (80%) (40%) (80%) RCP 4.5 (40%) (80%) (40%) CV (%) substrato
Didmetro caule (mm)  9,21+0,21 Aa 6,96+0,05 Ab 10,14+0,24 Aa 7,71+0,31 Ab  10,55+1,15 Aa 8,76+0,34 Aa 6,52 0,9239"
Ne° de folhas 5+0,31Ba 410,33 Aa 6+0,35 Ba 510,34 Aa 12+0,57 Aa 6+0,88 Ab 17,68 0,9338"

Ne de foliolos 32+1,73Ba 38+3,78 Aa 63+7,66 Aa 29+4,5 Ab 464,16 Ba 34+1,15 Aa 18,78 0,1343"

Ne de foliélulos 170+8,29 Ca 148+2,65Bb  273+7,07Ba  163+3,55 Ab  310+8,20 Aa  185+3,86 Ab 7,90 0,0044
MST (Q) 21,61+1,70Ca  17,06£1,94Bb  28,91+2Ba  19,85+2,17 Ab 34,26+3,93 Aa 19,48+1,27 Ab 22,43 0,8002"

MSF (g) 11,12+142Ca  7,83t1,03 Ab 1544+196 Ba 8,89+1,05Ab 18,72+1,32 Aa 8,40+1,36 Ab 26,60 0,2062"

MSC (g) 6,61+0,57 Ba 4,40+0,56 Ab  6,98+1,11Ba 5,31+0,97 Ab  10,19+0,31 Aa 4,85+0,39 Ab 25,07 0,6626

MSR (g) 3,88+0,43 Ba 4,83+0,88 Aa  6,49+1,05Aa 5,65+0,71 Aa 5,35+0,25Ba  3,74+0,53Bb 31,44 0,1736"
R:PA (gg™h) 0,23+0,040™ 0,40+0,068 0,28+0,02 0,40+0,055 0,18+0,004 0,28+0,033 31,59 0,6139
AFT (sz) 1.246+154,22 Ca 760+83,41 Bb 1.646+124 Ba 971+171,30 Ab 1.986+148 Aa  923+161 Ab 25,56 0,2149"
AFE (cm®.g™) 112+4,16" 99+6,41 115 +21,73 106+6,86 106+5,46 108+5,60 21,32 0,0008
AFU (cm?) 7,31+0,84 Aa 531+0,79 Ab  6,03+0,43Ba 5,89+0,96 Aa  6,48+0,61 Ba  4,96+0,83 Aa 28,69 0,2102
RAF (cm®.g™) 57+3,38™ 45+3,31 63+13,17 77+6,99 58+2,34 53+5,63 28,32 0,0035
TCR (mg.g™*.dia™) 3,03+0,08 Ca 2,78+0,12Bb  3,29+0,1Ba  2,95+0,06 Ab  3,50+0,05 Aa  2,78+0,10 Ab 7,58 0,7387
TAL (mg.cm?dia®)  1,15+0,16 Ba 0,75+0,18 Aa  1,79+0,3 Aa  0,96+0,13 Ab 2,30+0,12 Aa 0,75+ 0,18 Ab 34,15 0,6501

@ Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p<0,05). As diferengas estatisticas entre 0s cenarios climéticos sdo representadas por letras maitisculas
(letras maitsculas para 80% e maitsculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retengdo de agua) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario por letras mindsculas. *
significante a 5% de probabilidade e ns ndo significativo a 5% de probabilidade por ANOVA. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5)
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7.2. Trocas gasosas

O aumento da [CO;] melhorou a eficiéncia fotossintética das plantas,
independentemente da umidade do substrato (Fig. 6). No cenario RCP 8.5, as plantas
dos dois ecotipos apresentaram os maiores valores de A (Fig. 6A; 6B). As plantas do
ecotipo folha pequena (tolerante a sombra), apresentaram menores valores de gs nos
cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5 (Fig. 6C). Plantas do ecotipo folha média (tolerante ao sol)
conduzidas em substrato com 80% de umidade apresentaram menores valores de gs nos
cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5. Em 40% de umidade do substrato, as plantas desse ecotipo
apresentaram maior gs no cenario RCP 4.5 (Fig. 6D).

Quanto a E, as plantas do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) cultivadas
no cenério climatico da FAA apresentaram o0s maiores valores, por outro lado, nos
cenarios RCP 4.5 e 8.5 foram observados os menores valores (Fig. 6E). A E das plantas
do ecotipo folha média (tolerante ao sol) cultivadas no cenério climéatico da FAA e RCP
8.5 ndo variou entre esses cenarios climéticos (Fig. 6F).

A C; nas plantas dos dois ecotipos foi maior no cendrio RCP 8.5,
independentemente da umidade do substrato (Fig. 6G; 6H). As plantas dos dois ecotipos
cultivadas no cenario climatico da FAA apresentaram os menores valores de C; (Fig.
8A; 8B).

Em relacdo a eficiéncia de carboxilacdo (A/C;), as plantas do ecotipo folha
pequena (tolerante a sombra) quando cultivadas em 80% de umidade do substrato
apresentaram maior A/C; no cenario RCP 8.5 enquanto as plantas conduzidas em
substrato com 40% de umidade apresentaram maior A/C;jno cenario RCP 4.5 (Fig. 61).
As plantas do ecotipo folha média (tolerante a sombra) cultivadas em 40% de umidade
do substrato apresentaram maior A/C;no cenario RCP 8.5 (Fig. 6J). A EUA das plantas
dos dois ecotipos foi maior no cendrio RCP 8.5 quando comparado com o cenario

climatico da FAA, independentemente da umidade no substrato (Fig. 6K; 6L).
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Figura 6. Medidas das variaveis das trocas gasosas em plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposicao em trés
cenarios climaticos (FAA, RCP 4,5 e 8,5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade de retengdo de agua do substrato). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05). As diferencas estatisticas entre os cenarios climaticos sdo representadas por letras
mailsculas (letras maiusculas para 80% e maitsculas em negrito/italico para 40% de umidade do substrato) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario
por letras minusculas. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5)
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7.3. Analise de componentes principais das varidveis de crescimento e trocas
gasosas

Os dados foram dimensionados nos dois primeiros componentes principais
(CP’s) os quais representam 72% (CP1l: 49% e CP2: 23%) das informacbes dos
resultados do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) e 74% (CP1: 55% e CP2:
19%) dos resultados do ecotipo folha média (tolerante ao sol) (Fig. 7), explicando a
maior parte da variabilidade total. Usando essa abordagem é possivel observar que os
ecotipos respondem de maneira semelhante aos cenarios climaticos e umidade do
substrato (Fig. 7).

Nos mapas fatoriais do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra), o grupo de
individuos do tratamento RCP 8.5 (80%) foi caracterizado por apresentar coordenada
positiva alta no eixo do CP1, indicando altos valores para as variaveis NF, A/CIi,
carbono interno (C;), altura do caule (AC), TAL, MST, EUA e TCR (Fig. 10A; 10B).
Por outro lado, o grupo de individuos do tratamento CAF (40%), localizados no plano
do lado superior esquerdo, apresenta uma coordenada negativa alta, representando
menores valores para as variaveis AC, TCR, MST, C;, TAL, AFT, NF e A/C; para esse
tratamento (Fig. 7A; 7B). No CP2, o grupo de individuos dos tratamentos RCP 4.5
(40%) e RCP 8.5 (40%), caracterizado por coordenadas positivas fortes, resultam em
maiores valores de EUA (Fig. 7C; 7D).

Nos mapas fatoriais do ecotipo folha média (tolerante ao sol), 0 CP1 mantém
individuos dos tratamentos RCP 4.5 (80%) e RCP 8.5 (80%) a direita do mapa fatorial,
devido a coordenadas positivas altas, indicando maiores valores para as varidveis TAL,
MST, Ci, TCR, NF, AC, AFT, E e gs para as plantas desses tratamentos (Fig. 7C; 7D).
O grupo de individuos do tratamento CAF (40%) apresentou coordenada negativa alta
representando menores valores para as variaveis NF, AC, EUA, Ci, A/Ci, TAL, MST e
AFT (Fig. 7C). As varidveis EUA e A/Ci estdo correlacionadas com o CP2,
representando valores elevados no plano para o grupo de individuos do tratamento RCP
8.5 (40%). O grupo de individuos do tratamento CAF (80%) explica grande parte da
variabilidade total dos resultados de A (Fig. 7C).
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Figura 7. Andlise dos componentes principais dos ecotipos tolerante a sombra e
tolerantes ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do nos tratamentos: FAA (40%),
FAA (80%), RCP 8,5(40%). RCP 4,5 (80%), RCP 8,5 (40%) e RCP 8,5 (80%). A, B
Mapa fatorial de individuos e C, D Mapa fatorial de variaveis. Em que: SH = altura do
caule, NL = nimero de foliolos, TDM = massa seca total, TLA = area foliar total, RGR
= taxa de crescimento relativa, NAR = taxa de assimilacdo liquida, A = taxa de
assimilacdo liquida de CO,, gs = condutancia estomatica, E = taxa de transpiracdo, Ci =
concentragdo de carbono intracelular, A/Ci = eficiéncia de carboxilagdo, WUE =
eficiéncia de uso da agua (Siglas em inglés)

7.4.  Potencial hidrico foliar (¥w)

Os cenarios climaticos RCP 4.5 e 8.5 nédo influenciaramna no ¥w das plantas
dos dois ecotipos em relacdo ao cenario climatido da FAA. Nos trés cenarios climaticos,
os dois ecotipos apresentaram baixos valores de ¥w (Fig. 8A; 8B).

A disponibilidade de agua no substratro mostrou efeito mais expressivo nas
plantas sob restricdo hidrica (40% de umidade do substrato) em todos 0s cenarios, como
indicado pelos valores de ¥w mais negativos comparado a 80% de umidade do
substrato (Fig. 8A; 8B). O cenario onde as plantas dos dois ecotipos apresentaram
valores de Pw mais negativos foi o RCP 8.5, indicando ser um o cenario mais
estressante para as plantas (Fig. 8A; 8B).

Nas plantas do ecotipo tolerante a sombra submetida a 80% de umidade néo foi

observada diferenca significativa nos valores de Pw entre os cenarios avaliados (Fig.
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8A). Por outro lado, nas plantas do ecotipo tolerante ao sol cultivadas sob 80% de
umidade do substrato o Pw alcangou valores mais negativos no cenario RCP 8.5.
Quando submetidas a 40% de umidade do substrato, 0 Pw das plantas de todos os

cenarios estudados foi ainda mais negativo, principalmente no RCP 8.5 (Fig. 8B).
7.5.  Crop water stress index (CWSI)

Os resultados de CWSI, um indicador de condic¢des de estresse hidrico e térmico
nos dois ecotipos no decorrer do dia pode ser observado na Figura 8. Nos horérios
avaliados (10, 12 e 15h00min), os valores de CWSI mantiveram-se abaixo de 0,7. Os
valores mais altos de CWSI ocorreram nas plantas sob 40% de umidade do substrato.
Por outro lado, as plantas dos dois ecotipos conduzidas em substrato com 80% de
umidade, os valores de CWSI foram mais baixos nos trés horérios analisados.

Observa-se que os dois ecotipos apresentaram comportamentos diferenciado em
relacdo as respostas de CWSI. As plantas do ecotipo tolerante a sombra sob restricdo
hidrica (40% umidade do substrato) apresentaram valores mais altos em RCP 4.5 as
10h00min e 12h00min seguido de decréscimo as 15h00min (Fig. 8C, 8E, 8G).

As plantas do ecotipo tolerante ao sol tratadas com 40% de umidade do substrato
apresentaram os maiores valores de CWSI no cenario RCP 4.5 nos trés horéarios

avaliados, mantendo os valores préximos a 0,5 (Fig. 8D, 8F, 8H).
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Figura 8. Valores de potencial hidrico (¥w) e Crop water stress index (CWSI) em plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos
90 dias de exposicdo aos trés cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80 e 40% da capacidade de retencdo de agua).
Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05). As diferencas estatisticas entre os cenarios climaticos sao
representadas por letras maiusculas (letras maidsculas para 80% e maiusculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retencdo de &gua) e entre os niveis
de umidade dentro de cada cenario por letras mindsculas. Os valores representam médias * erro padrdo (n = 5)
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7.6. Fluorescéncia da clorofila a

Os cenarios climaticos e a umidade do substrato influenciaram a F./Fy, no
ecotipo tolerante a sombra (Fig. 9A) em que menores valores ocorreram no cenério RCP
8.5, especialmente em plantas conduzidas em substrato com 40% de umidade.

Nas plantas do ecotipo tolerante a sombra, ndo foi constatada diferenca
significativa entre as plantas do cenéario atual da FAA e RCP 4.5, independentemente da
disponibilidade hidrica no substrato (Fig. 9A).

A F./Fn nas plantas do ecotipo tolerante ao sol ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (cenarios climaticos e % de umidade no substrato)
(Fig. 9B). As plantas dos dois ecotipos cultivadas com 80% de umidade do substrato
apresentaram os maiores valores de Plags e F\/Fo nos cenarios RCP 4.5 e 8.5 (Fig. 9C;
9D). Nos cenarios climéaticos RCP 4.5 e 8.5, as plantas dos dois ecotipos sob 40% de
umidade do substrato, apresentaram os maiores valores de DIy/RC, ET¢/RC, TRo/RC,
ABS/RC, Vj, Vi e My (Fig. 9C; 9D). No cenario atual da FAA, as plantas dos dois
ecotipos cultivadas com 40% de umidade do substrato apresetaram, de maneira geral

valores inferiores na maioria das variaveis da fluorescéncia da clorofila a (Fig. 9C; 9D).
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Figura 9. Parametros de fluorescéncia transitoria em plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢cdo em trés
cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade do substrato (80e 40% da capacidade de retencdo de agua). Letras diferentes representam
diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05). As diferencas estatisticas entre os cenarios climaticos séo representadas por letras maiusculas
(letras maiusculas para 80% e maiusculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retencdo de agua) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario
por letras minusculas. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5) e ns = ndo significativo
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7.7.  Analise de componentes principais

Os dados de CWSI e da fluorescéncia da clorofila a foram dimensionados nos
dois primeiros componentes principais que representam 66.83% das informagdes dos
resultados do ecotipo tolerante a sombra (Fig. 10A; 10C) e 68.86% dos resultados do
ecotipo tolerante ao sol (Fig. 10B; 10D). Por essa abordagem € possivel observar como
os dois ecotipos responderam semelhantemente dentro de cada cenario climéatico em
relagdo a aos valores de umidade dosubstrato (Fig. 10).

No ecotipo tolerante a sombra, na primeira dimensdo, o grupo de individuos
caracterizado por uma coordenada forte no eixo, indica valores elevados para as
variaveis RDM, LDM, SDM e Plags, € 0 grupo de individuos com coordenada negativa
no eixo, indica valores elevados para as variaveis CWSla e CWSIb (Fig. 10A; 10C).

Na segunda dimensdo, as coordenadas positivas estdo relacionadas aos valores
mais elevados de CWSlc, e as coordenadas negativas relacionadas aos valores mais
baixos de LWP e F,/Fy, (Fig 10A; 10C).

No ecotipo tolerante ao sol, na primeira dimensdo, o grupo de individuos
caracterizado por uma coordenada forte no eixo, indica valores elevados para as
varidveis SDM, LDM e Plags € valores mais baixos para as variaveis CWSla e CWSIb
(Fig. 10B; 10D).

O grupo de individuos com coordenada negativa no eixo sdo relacionados a
valores elevados de CWSla e CWSIb, além de baixos valores de SDM, LDM, Plags €
Fv/Fm (Fig. 10B; 10D).
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Figura 10. Andlise de componentes principais de variaveis ecofisiolégicas em plantas
dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata nos respectivos
tratamentos: A) FAA (80%), B) FAA (40%), C) RCP 4.5 (80%), D) RCP 4.5 (40%), E)
RCP 8.5 (80%) e F) RCP 8.5 (40%). A,B) Mapa fatorial das variaveis e C,D) mapa
fatorial dos individuos. Em que: LDM = leaf dry mass, SDM = stem dry mass, RDM =
root dry mass, LWP = leaf water potential, CWSIa = crop water stress index 10h00min
horas, CWSIb = crop water stress index 12h00min horas, CWSIc = crop water stress
index 15h00min horas, FV.FM = rendimento quantico e Plags = indice de desempenho
potencial do PSII (Siglas em inglés).

7.8.  Polimeros de parede celular

Os teores de celulose e lignina do caule dos dois ecotipos apresentaram
diferenca entre todos os tratamentos (cendrios climéaticos e umidades do substrato) (Fig.
11A; 11B; 11E; 11F). Os teores das hemiceluloses do caule dos dois ecotipos nao
apresentaram diferenga significativa entre os cenarios climaticos e umidades do
substrato (Fig. 11C; 11D). O toer de umidade do substrato estimulou o aumento no
teorde celulose e lignina nas plantas dos dois ecotipos, principalmente nos cenarios
FAA e RCP 8.5.

Dentro do cenério atual (FAA), as plantas do ecotipo tolerante a sombra,
cultivadas com 80% de umidade no substrato apresentaram maiores teores de celulose e
lignina (Fig. 11A; 11E). Além disso, nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5, as plantas
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cultivadas com 40% de umidade no substrato obtiveram maior teor de celulose que as
do cenério atual da FAA (Fig. 11A). Por outro lado, para o teor de lignina entre os
niveis de umidade no substrato no cenario RCP 4.5 ndo houve diferenca significativa
(Fig 11E).

As plantas do ecotipo tolerante ao sol cultivadas no cenario atual da FAA em
40% de umidade do substrato apresentaram maior teor de celulose no caule comparado
aos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5, diferentemente das plantas com 80% de umidade no
substrato, pois estas obtiveram maiores teores de celulose do caule nos cenarios FAA e
RCP 4.5 (Fig. 11B). Além disso, no cenario RCP 4.5, ndo foi observado diferencas nos
teores de celulose do caule entre os niveis de umidade do subtrato. As plantas
conduzidas no cenédrio RCP 8.5 mostraram 0s menores teores de celulose no caule
independentemente do nivel de umidade no substrato.

Em relacdo a lignina, as plantas do ecotipo tolerante ao sol conduzidas nos
cenarios FAA e RCP 8.5 obtiveram o mesmo comportamento independentemente do
nivel de umidade do substrato (Fig. 11F). Por outro lado, no cenario RCP 4.5, as plantas
obtiveram menores teores de lignina sem variacdo entre os teores de umidade no

substrato.
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Figura 11. Teores dos polimeros de parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina) do
caule das plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos
90 dias de exposicao aos trés cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) e em dois niveis
de umidade do substrato (80e 40% da capacidade de retencdo de agua). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p<0,05). As
diferencas estatisticas entre os cenarios sdo representadas por letras maiusculas (letras
mailsculas para 80% e mailsculas em negrito/itdlico para 40% da capacidade de
retencdo de agua) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario por letras
minusculas. Os valores representam médias + erro padrdo (n = 5)

7.9. Carboidratos ndo estruturais

Os cenarios de mudancas climaticas RCP 4.5 e 8.5 alteraram significativamente
os teores dos agUcares soltveis nas folhas, caule e raizes das plantas dos dois ecotipos
(Fig. 12). De forma geral, observa-se maiores teores de acUcares soluveis no ecotipo
tolerante a sombra, principalmente nas plantas cultivadas em substrato com 40% de
umidade, independentemente do cenario climatico. O ecotipo tolerante ao sol
apresentou 0s maiores teores de acucares solUveis nas raizes, independentemete do

cenario e umidade do substrato (Fig. 12).
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Figura 12. Teores de acUcaressoluvéis em folhas, caules e raizes das plantas dos
ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata aos 90 dias de exposi¢éo
aos trés cenarios climaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5) e dois niveis de umidade no substrato
(80 e 40% da capacidade de retencdo de agua). Letras diferentes representam diferencgas
significativas entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05). As diferengas estatisticas entre os
cenarios sdo representadas por letras mailsculas (letras maiulsculas para 80% e
mailsculas em negrito/italico para 40% da capacidade de retencdo de agua) e entre 0s
niveis de umidade dentro de cada cenario por letras minusculas. Os valores representam
médias * erro padrdo (n =5)

As respostas de glicose, frutose e sacarose mostraram variagdes entre 0s ecotipos
e entre os 6rgdos vegetativos (Fig. 13). Nota-se que o ecotipo tolerante a sombra
acumulou maiores valores de glicose no caule de plantas conduzidas em substratos com
80% de umidade e submetidas nos cenarios climaticos FAA e RCP 4.5. Por outro lado,
as plantas conduzidas em substrato com 40% de umidade obtiveram maiores valores de
glicose em folhas e submetidas nos cenarios climaticos RCP 4.5 e 8.5.

O ecotipo tolerante ao sol acumulou maiores valores de glicose nas raizes de
plantas conduzidas em substratos com 80% de umidade e submetidas nos cenérios

climaticos FAA e RCP 4.5 (Fig. 13). Enquanto as plantas conduzidas em substrato com
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40% de umidade obtiveram maiores valores de glicose em raizes de plantas submetidas
ao cenério climatico RCP 4.5.

Em relacdo a alocacdo dos carboidratros ndo estruturais (agucares sollveis e
amido), encontramos interacdo entre os cenarios climaticos e o nivel de umidade no
substrato para todas as varidveis analisadas, exceto para o amido nas folhas do ecotipo
tolerante a sombra (Fig. 13; Tab. S5; S6).

O amido foi o carboidrato mais representativo nos 6rgaos vegetativos dos dois
ecotipos (Fig. 13). As plantas dos dois ecotipos cultivadas nos cenarios RCP 4.5 e 8.5
mostraram maior acimulo de amido, principalmente nas raizes, quando sob influéncia
de 40% de umidade do substrato (Fig. 13). No cenario atual (FAA), observamos
maiores teores de amido nas raizes das plantas do ecotipo tolerante ao sol quando
cultivadas com 40% de umidade no substrato e nas plantas do ecotipo tolerante a
sombra sob 80% de umidade no substrato (Fig. 13).

Em relacdo aos acUcares sollveis, a sacarose se concentrou nos 0rgaos
vegetativos das plantas dos dois ecotipos nos cendarios simulados, com reflexo no
acumulo de acuUcares soluveis (Fig. 12; 13). Maiores teores de glicose e frutose foram
observados nas plantas dos dois ecotipos nos cenarios RCP 4.5 e 8.5, especialmente
com 40% de umidade no substrato (Fig. 13). Nos cenarios RCP 4.5 e 8.5, a ordem
decrescente de acimulo de amido das plantas do ecotipo tolerante a sombra foi raiz >
caule > folha, independentemente do nivel de 4gua no substrato. No cenario RCP 8.5, a
ordem decrescente de acumulo de amido nas plantas do ecotipo tolerante ao sol em 40%
de umidade no substrato foi raiz > caule > folha enquanto no cenario RCP 4.5, as
plantas do mesmo ecotipo foi caule > raiz > folha, independentemente das condicdes
hidricas do substrato (Fig. 13).
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Figura 13. Teores de carboidratos ndo estruturais (amido, glicose, sacarose e frutose em
folhas, caules e raizes das plantas dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante so sol de
P. echinata aos 90 dias de exposicdo em trés cenarios climéaticos (FAA, RCP 4.5 e 8.5)
e dois niveis de umidade no substrato (80 e 40% da capacidade de retencdo de agua).
Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, P <
0,05). As diferencas estatisticas entre 0s cenarios Sao representadas por letras
mailsculas (letras mailsculas para 80% e mailsculas em negrito/italico para 40% da
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capacidade de retencdo de agua) e entre os niveis de umidade dentro de cada cenario por
letras mindsculas. Os valores representam médias * erro padrao (n = 5)

7.10. Analise de componentes principais

Os dois primeiros componentes representam 65.72% das informacbes dos
resultados do ecotipo tolerante a sombra (Fig. 14A; 14B) e 61.80% dos resultados do
ecotipo tolerante ao sol (Fig. 14C; 14D).

No ecotipo tolerante a sombra, na primeira dimensdo, o grupo de individuos
caracterizado por uma coordenada forte no eixo, indica valores elevados para as
variaveis Gfolha, Ffolha, Sfolha, Fcaule e Scaule (Fig. 14A; 14B). Na segunda
dimensdo, o grupo de individuos com coordenada negativa no eixo esta relacionado
com valores mais altos da variavel Hem. O grupo de individuos com coordenadas
positivas indicam valores mais altos das variaveis Araiz, Graiz, Fraiz, Sraiz (Fig. 14A;
14B).

As plantas do ecotipo tolerante a sombra apresentou os maiores valores das
varidveis Gcaule, Fcaule, Scaule, Ffolha e Gfolha no tratamento RCP 8.5 (40%). Nos
tratamentos RCP 4.5 (80%) e FAA (40%) sdo observados os maiores valores da
variavel Hem e nos tratamentos RCP 8.5 (80%), RCP 4.5 (40%) e FAA (80%) os
maiores valores das variaveis Araiz, Sraiz, Fraiz, Graiz (Fig. 14A; 14B).

No ecotipo tolerante ao sol, na primeira dimensdo, o grupo de individuos
caracterizado por uma coordenada forte no eixo, indica valores elevados para as
variaveis Fraiz, Graiz e Sraiz, e valores mais baixos para as variaveis Ffolha, Gfolha e
Sfolha (Fig. 14C; 14D). Na segunda dimensdo, as coordenadas negativas Ss&o
relacionadas aos valores mais altos de Araiz, Sfolha e Gfolha, e baixos valores de Graiz
e Fraiz (Fig 14C; 14D).

As plantas do ecotipo tolerante ao sol apresentaram 0s maiores valores das
variaveis Gfolha e Lig nos tratamentos FAA (40%) e RCP 8.5 (40%). Nos tratamentos
RCP 4.5 (40%) e FAA (80%) sdo observados os valores mais altos das variaveis Fraiz,
Graiz, Sraiz e Hem. O tratamento RCP 4.5 (80%) apresentou os maiores valores das

variaveis Gcaule, Fcaule, Scaule e Cel (Fig. 14C; 14D).
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Figura 14. Andlise de componentes principais de variaveis ecofisiol6gicas em plantas
dos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata dos respectivos
tratamentos: A) FAA (80%), B) FAA (40%), C) RCP 4.5 (80%), D) RCP 4.5 (40%), E)
RCP 8.5 (80%) e F) RCP 8.5 (40%). A,B) Mapa fatorial das variaveis e dos individuos
do ecotipo tolerante a sombra. C.D) Mapa fatorial das variaveis e dos individuos do
ecotipo tolerante ao sol. Em que: Cel — teor de celulose do caule, Hem — teor de
hemicelulose do caule, Lig — teor de lignina do caule, Afolha — teor de amido da folha,
Acaule — teor de amido do caule, Araiz — teor de amido da raiz, Gfolha — teor glicose da
folha, Gcaule — teor de glicose do caule, Graiz — teor de glicose da raiz, Ffolha — teor de
frutose da folha, Fcaule — teor de frutose do caule, Fraiz — teor de frutose da raiz, Sfolha
— teor de sacarose da folha, Scaule — teor de sacarose do caule e Sraiz — teor de sacarose
daraiz
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8. DISCUSSAO

8.1.  Crescimento

Considerando que as espécies de sombra se desenvolvem em locais frescos e
umidos e as espécies de sol em locais quentes e secos (FINEGAN, 1984), era esperado
um menor crescimento do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) nos cenarios de
mudancas climéticas (RCP 4.5 e 8.5) com maior temperatura, DPV e menor umidade do
substrato em relacdo ao ecotipo folha média (tolerante ao sol).

O aumento da [CO;] em RCP 4.5 e 8.5 estimulou o crescimento das plantas dos
dois ecotipos de P. echinata, independentemente da umidade do substrato. Nossos
resultados revelaram que nos cenérios de mudancas climaticas, em elevada [CO;], as
variaveis de crescimento altura, nimero de foli6lulos, area foliar, taxa de assimilagéo
liquida, taxa de crescimento e massa seca totoal dos dois ecotipos aumentaram,
independentemente da umidade disponivel no substrato. Esses resultados revelam que o
CO, possui capacidade de atuar na mitigacdo e correcdo de possiveis impactos
negativos no crescimento dos ecotipos de P. echinata nessas novas condicOes
ambientais. Em espécies com via metabdlica Cs, 0 crescimento pode estimulado pela
elevacdo da concentracdao de CO, ao diminuir as perdas de carbono pela fotorrespiracédo
(WELLER et al., 2019).

O habito heliéfilo do ecotipo tolerante ao sol, bem adaptado a ambientes mais
secos e quentes (POORTER et al., 2010; ROSSATO; KOLB, 2010; GAMA et al.,
2020), resultou no maior crescimento inicial dessas plantas nos cenarios de mudancas
climaticas (RCP 4.5 e RCP 8.5). O ecotipo tolerante a sombra, mesmo sendo adaptado a
ambientes mais umidos e frescos (POORTER et al., 2010; ROSSATO; KOLB, 2010;
GAMA et al., 2020), apresentou maior crescimento inicial nos cenarios de mudancas
climaticas com aumentos na concentracdo de CO, e temperatura (RCP 4.5 e RCP 8.5),
independentemente da umidade disponivel no substrato.

Em condicGes de elevada [CO;], as plantas do ecotipo tolerante a sombra
investiu mais em area foliar, emitindo um maior nimero de foliolulos do que as plantas
do ecotipo tolerante ao sol. Essas mudancas na producdo de area foliar e
consequentemete na producdo de biomassa em plantas cultivadas em elevada [CO,] séo
ajustes morfoldgicos de adaptacdo importantes das plantas, sobretudo para tolerar

condi¢des ambientais adversas.

8.2.  Trocas gasosas



77

Os aumentos nas taxas de assimilagdo de CO, (A), observados nas plantas dos
ecotipos de P. echinata, cultivadas em elevada [CO,], segue o padrdo encontrado para
as espécies pioneiras e ndo pioneiras (AINSWORTH; ROGERS, 2007; ARENQUE et
al., 2014; AVILA et al., 2020; MARCAL et al., 2021). Os resultados mostram um efeito
fertilizante do CO; nas trocas gasosas dos dois ecotipos, melhorando a fotossintese nos
cenarios de mudancas climéaticas RCP 4.5 e RCP 8.5. O aumento da [CO,] beneficiou a
fotossintese das plantas, justamente por aumentar a atividade de carboxilacdo da
RuBisCO nessas novas condi¢Ges ambientais (LEAKEY et al., 2009).

De acordo com Avila et al. (2020), o aumento de A e da area foliar em elevada
[CO,], aumenta a capacidade da fonte de assimilados, melhorando a eficiéncia
fotossintética das plantas, resultando em maior producdo e acumulo biomassa. Este
efeito benéfico no crescimento das plantas sob elevada concentracdo de CO, ocorre em
funcdo da reducdo das perdas de carbono pela fotorrespiracdo, melhorando a eficiéncia
fotossintética (WELLER et al., 2019). Este resultado mostra que o CO, atmosférico
possui capacidade de atuar na mitigacdo de possiveis impactos negativos no
crescimento das plantas sob o efeito das mudancas climaticas futuras.

As plantas dos dois ecotipos cultivadas em RCP 4.5 e 8.5 reduziram a gs e E,
resultados também encnotratos por Arenque et al. (2014) e Cai et al. (2018). Além
disso, sob menor umidade no substrato, as plantas fecharam parcialmente os estdmatos
provocando reducdes na gs como resposta preventiva para manter as outras atividades
fisioldgicas, como por exemplo a A e E, principalmente em condicdes de déficit hidrico
(SINCLAIR et al., 2018).

A menor abertura estoméatica mostrada em plantas cultivadas em elevada [CO]
reduz as perdas de agua por transpiracdo, mas ndo compromete C; (ZHOU et al., 2020).
A maior [CO,] fez com que as plantas dos dois ecotipos acumulassem mais C;, mesmo
quando cultivadas em menor disponibilidade de dgua no substrato. A maior C;nos dois
ecotipos cultivadas em elevada [CO,] nos cenadrios RCP 4.5 e 8.5 aumentou A/C;,
indicando que ndo houve grandes limitagdes em A e gs, em nem na atividade de
carboxilacdo da RuBisCO (MENDES et al., 2017).

Nas espécies de plantas com metabolismo fotossintético C3, aumentos na [CO,]
podem causar aumento da EUA (CERNUSAK, 2018). Os dois ecotipos de P. echinata
apresentaram aumentos da EUA a medida que aumentou a [CO,] nos cenarios de

mudancas climéticas (RCP 4.5 e 8.5), comparadas ao cenario climético atual (FAA).
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8.3. Potencial hidrico foliar, crop water stress index e fluorescéncia transiente da

clorofila a

Os resultados mostraram como as condigdes climéaticas de cenarios futuros
podem influenciar na ecofisiologia de plantas tolerante a sombra e tolerante ao sol. O
YW de antemanha representa um importante indicador de estresse hidrico, pois as
medicdes sdo realizadas antes do nascer do sol e as plantas se encontram em maxima
turgescéncia (DING et al., 2014).

As plantas tolerantes a sombra apresentaram pequena variacdo no ¥w nos
cenarios de mudancas climaticas estudados, mantiveram valores menos negativos, sem
sinais de estresse hidrico, caracterizado pelo desequilibrio entre a disponibilidade de
agua no substrato e a demanda evaporativa (TARDIEU et al., 2011). Indicando que a
agua disponivel para as plantas foi suficiente para manter o ¥w em equilibrio para
regular a turgescéncia celular e do ajuste osmotico (BLAYA-ROS et al., 2021),
mantendo as plantas em condicbes fisiologicas adequadas para se adaptarem
principalmente com uma menor quantidade de &gua disponivel no substrato nos
cenarios com aumentos da [CO,], temperatura e DPV.

O indice de estresse hidrico CWSI, mostrou ser um bom indicador de estresse
hidrico nos ecotipos tolerante a sombra e tolerante ao sol de P. echinata, apesar de
raramente ser utilizado em arbéreas (TESTI et al., 2008). A menor umidade no substrato
afetou o CWSI nas plantas dos cenarios climaticos RCP 4.5 e 8.5, indicando que o
processo de troca de calor nas folhas foi intensificando. Vale ressaltar que o CWSI é um
indice que indica o nivel de estresse hidrico e que varia dentro de uma faixa de valores
entre 0 e 1, sendo que valores proximos de 1 indicam que as plantas estdo totalmente
estressadas, e proximos de 0, que as plantas estdo bem hidratadas (VAZQUEZ, 2013).
Alguns autores consideram valores de CWSI acima de 0,7 como indicativo de sinais
estressantes nas plantas, (BELLVERT et al., 2014; MATESE et al., 2018).

A temperatura da folha estd diretamente relacionada com a abertura e
fechamento estomatico. Isso pode elevar os indices de CWSI sob menor umidade do
substrato, dependendo da sensibilidade da espécie ao aumento da [CO,], temperatura e
DPV (POU et al., 2014; GARCIA-TEJERO et al., 2016).

Amaral et al. (2021) trabalhando com uma espécie de subbosque nativa da
amazonica, observaram que condigdes de limitacdo hidrica (substrato com 40% de

umidade) no substrato obteve resultados elevados de CWSI. Nesse aspecto, percebe-se
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que os ecotipos de pau-brasil obtiveram os processos de dissipacdo de calor e
resfriamento das folhas afetado ao longo do dia, mantendo valores de CWSI de baixo a
moderados, possivelmente por aumentar a dissipacéo de calor nas folhas e intensificar o
resfriamento, regulando as trocas de calor em condicdes estressantes. Essas alteracfes
sdo fundamentais para garantir que o0s ecotipos alcancassem maior desempenho
fotossintético nos cenérios de mudancas climaticas em funcdo da disponibilidade
hidrica, mantendo o status hidrico normal e aumentando o crescimento, principalmente
nas horas mais quentes do dia.

Os parametros do teste-JIP relacionados a cinética da fluorescéncia transiente da
clorofila a, mostram eficiéncia na deteccdo de condicOes estressantes por identificar
danos fotoinibitérios que afetam o desempenho fotossintético, coletando um conjunto
de dados nas propriedades fisioldgicas e fotoquimicas das plantas (STRASSER et al.,
2000).

As plantas dos dois ecotipos conduzidas em elevada [CO,] nos cenérios de
mudancas climéticas (RCP 4.5 e 8.5) apresentaram os maiores valores de desempenho
da atividade funcional do PSII, desempenho fotoquimico e fixacdo de CO, dessas
plantas. A reducdo de F./Fn, do ecotipo tolerante a sombra em 40% de umidade do
substrato pode estar relacionada ao aumento da dissipacdo de energia térmica de seu
PSII (ADAMS et al., 2013).

Em condicBes de menor umidade no substrato, a linearidade entre o desempenho
fotossintético e a taxa de transporte de elétrons € invéalida, devido ao fechamento
estomatico provocado pelo aumento da demanda atmosférica e menor umidade do
substrato (STOCKER et al., 2018).

Com o aumento dos niveis de CO, nos cenarios de mudancas climaticas (RCP
4.5 e 8.5), as plantas dos dois ecotipos de pau-brasil expressaram maior atividade de
carboxilacdo (figura 6) e transporte de elétrons (figura 9), influenciando positivamente o
desempenho fotossintético e a fixagdo de carbono.

8.4. Carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede celular

A interacdo do CO, com a menor umidade do ar combinado com o aquecimento
pode ter gerado respostas positivas no crescimento das plantas dos dois ecotipos. Os
ajustes de crescimento dos dois ecotipos de P. echinata, crescendo em condigdes
temperaturas altas associadas a restricdo hidrica no substrato, podem esta relacionado

com a atividade dos polissacarideos e enzimas da parede celular. Geralmente, as
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alteracdes morfoldgicas de plantas crescendo sob déficit hidrico sdo resultados das
modifica¢Oes na parede celular, e para tolerar essas condi¢fes algumas espécies sofrem
alterac6es no metabolismo de polimeros de parede celular (LEGALL et al., 2015).

Com a exposicdo a temperaturas altas constantes, as plantas sofrem
modificagcdes bioguimicas, alterando a sintese de polimeros da parede celular (MAKSIC
et al., 2022). Como os dois ecotipos ndo sofreram impactos negativos na composi¢éo da
parede celular, isso indica que a sintese de polimeros da parede celular ndo foi afetada
pelo estresse térmico em CO, elevado. Sob tais condicdes, independentemente das
variacdes da umidade atmosférica e do substrato, os teores de celulose, hemiceluloses e
lignina do caule ndo sofreram mudangas. Um importante mecanismo € a lignificacdo
dos tecidos capaz de aumentar a resisténcia e a rigidez da parede celular por incremento
de lignina associado ao acumulo de celulose e hemicelulose (BUCKERIDGE et al.,
2008), conferindo maior tolerdncia aos dois ecotipos nos cenarios de mudancas
climaticas por alocacéo de carbono estrutural.

Existe uma distingdo entre as classes de espécies pioneiras e ndo pioneiras em
relacdo aos reservatorios de carbono. As espécies pioneiras ou tolerantes ao sol
investem mais em reservatorios energéticos, devido ao crescimento inicial mais rapido,
enquanto as espécies nao pioneiras ou tolerantes a sombra, investem mais em
reservatorios estruturais, devido a taxa de crescimento inicial mais lenta (POORTER et
al., 2008, 2010).

Um fator que influenciou no acimulo de todos os componentes ecofisiologicos,
foi a disponibilidade hidrica, que elevou o teor de celulose no caule e maior alocacéo de
amido, glicose, frutose e sacarose nos 6rgaos vegetativos.

A alocacdo de carbono pode ser associada com a necessidade de ajuste osmotico,
que se relacionando diretamente com a biossintese de agucares solGveis em condicdes
ambientais estressantes, isso ocorre devido ao acimulo de solutos no citosol para
diminuir o potencial osmético, que mantem o potencial hidrico e o turgor das células em
condigdes normais (FILHO; SERAPHIN, 2001; CORDEIRO et al., 2017).

Para tolerar condig¢fes atmosféricas alteradas, algumas arboreas apresentam
mecanismos de tolerancia ao estresse a nivel bioquimico, envolvendo a alocagdo de
carboidratos ndo estruturais (MARTINEZ-VILALTA et. al., 2016). No paronama das
mudangas climaticas, a interagdo do CO, com temperatura, disponibilidade de agua no

solo, umidade do ar permite que algumas espécies modifiquem seu metabolismo com
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respostas positivas, ajustando 0s reservatdrios energéticos como mecanismos de
tolerancia ou aclimatagdo ao CO, (WALTER et al., 2015).

Os resultados desse estudo indicam que plantas tolerantes a sombra e ao sol de
P. echinata podem exibir maior crescimento em altura e producdo de biomassa em
condicdes climaticas de elevada concentracdo de CO, (580-936 ppm) combinado com
temperaturas mais altas (30-35°C) e maior demanda evaporativa (DPV: 1.2-2.4 KPa),
previstos para o final do seculo XXI para regido Sudeste de dominio da floresta

Atlantica, Brasil.

9. CONCLUSOES

Plantas dos ecotipos tolerantes a sombra e ao sol de P. echinata obtiveram maior
crescimento sob condices de aumento da [CO,], tolerando os cenérios de mudancas
climaticas (RCP 4.5 e 8.5), por meio de ajustes no crescimento e trocas gasosas. Os
resultados refutam as hipoteses gque o ecotipo tolerante a sombra seja mais vulneravel do
que o ecotipo tolerante ao sol nos cenarios de mudangas climaticas (RCP 4.5 e 8.5).

Existe uma tendéncia do ecotipo tolerante ao sol ser mais eficiente no uso da
agua com menor umidade no substrato, evidente com o aumento da eficiéncia do uso da
agua associada a eficiéncia de carboxilacdo e aumento da concentracao intracelular de
carbono. Os resultados indicam que nos proximos cem anos, em regifes quentes do
Brasil, é possivel que o aumento da [CO;] possa incrementar o crescimento dos dois
ecotipos de P. echinata, mesmo com deficiéncia hidrica do solo.

Os dois ecotipos ndo sofreram estresse hidrico nos cenarios de mudancas
climéaticas (RCP 4.5 e 8.5) mostrando que elevacdes na [CO,] podem melhorar o
desempenho fotossintético de suas plantas mesmo sob menor umidade do substrato,
indicando que nos proximos cem anos, regibes que apresentarem essas ambientais
poderdo ser propicias para a expansdo de populacdes dos ecotipos tolerante a sombra e
ao sol de P. echinata.

A disponibilidade hidrica apresentou maior influéncia nos teores de polimeros
de parede celular, em relagdo aos cenérios. Nas plantas dos dois ecotipos, o0 teor de
hemicelulose apresentou diferenca ndo significativa em todos cenérios. Nas plantas do
ecotipo tolerante ao sol cultivadas no cenario RCP 8.5, o teor de celulose sofreu
reducdes, independentemente da disponibilidade hidrica. Em relacdo as plantas
cultivadas no cenério atual, o teor de lignina dos dois ecotipos, em plantas cultivadas

nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5, ndo foi afetado pelas condic@es climaticas.
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A elevada [CO;] provavelmente tem um “efeito tampao” nos dois ecotipos,
aumentando o crescimento e a fotossintese, evitando reducdo na biomassa das plantas.
Essas respostas refletiram em maior mobilizacdo de carboidratos nos 6rgaos
vegetativos, principalmente amido e sacarose, nas plantas cultivadas sob restricdo
hidrica. Os resultados sugerem que as plantas dos dois ecotipos de P. echinata
responderdo positivamente as mudancas climéaticas, aumentando a alocacdo de
carboidratos em condi¢bes atmosféricas com elevada [CO;], favorecendo a realizagédo
de ajuste osmotico nessas condicoes.

Este estudo servira de suporte para alguns desafios relacionados ao cultivo de
pau-brasil em condigfes ambientais futuras, uma vez que 0s ecotipos, tolerante a
sombra e tolerante ao sol, melhoraram o desempenho fotossintético em condi¢des de

elevada [CO,], independentemente da temperatura, DPV e disponibilidade hidrica.

10. MATERIAL SUPLEMENTAR
Tabela S1. Analise de variancia do ecotipo folha pequena (tolerantea a sombra) de

P. echinata aos 90 dias de exposic¢do aos cendrios climaticos e umidade do

substrato.
Ecotipo folha pequena (tolerante a sombra)
Cenario Umidade do
Variavel resposta climatico substrato  Interacdo CV/(%)
Altura do caule 8,08
F 47,78 249,91 512
P 0,000 0,000 0,013*
Massa seca total 11,45
F 7,83 70,83 4,02
P 0,002 0,000 0,031*
Numero de folidlulos 4,1
F 675,03 1398,32 155,69
P 0,000 0,000 0,000*
Area foliar total 12,67
F 16,81 87,58 2,51
P 0,000 0,000 0,102*
Taxa de crescimento relativo 6,88
F 8,13 86,82 4,11
P 0,002 0,000 0,029*
Taxa assimilatoria liquida 8,19
F 6,42 54,16 2,97
P 0,005 0,000 0,070*

Assimilagéo de CO; 12,64
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F 67,79 136,78 26,32
P 0,000 0,000 0,008*
Conduténcia estomética 17,62
F 73,39 86,85 0,405
P 0,000 0,000 0,671*
Transpiracao 17,28
F 62,43 110,67 0,737
P 0,000 0,000 0,488*
Concentracéo intercelular de C 11,81
F 30,39 69,97 7,12
P 0,000 0,000 0,003*
Eficiéncia de carboxilacédo 23,24
F 5,94 1,25 8,46
P 0,007 0,274 0,001*
Eficiéncia do uso da agua 13,95
F 150,23 21,43 9,63
P 0,000 0,001 0,008*

Todas as varidveis foram analisadas por ANOVA, considerando cendrio climatico, umidade no substrato
e a interacdo entre cendrio climatico e umidade no substrato como fatores fixos. * = significativo a 5% de
probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variagdo

Tabela S2. Andlise de variancia das varidveis ecofisiologicas do ecotipo folha média
(tolerantea ao sol) de P. echinata aos 90 dias de exposicdo aos cenarios climéticos e
umidade do substrato.

Ecotipo folha média (tolerante ao sol)

Cenario Umidade do
Variavel resposta climatico substrato  Interacdo CV(%)
Altura do caule 4,72
F 152,42 315,79 2,3
P 0,000 0,000 0,121*
Massa seca total 12,43
F 4,13 29,54 3,86
P 0,028 0,001 0,034*
Ndmero de foliélulos 7,91
F 74,44 200,56 28,28
P 0,005 0,000 0,004*
Area foliar total 15,56
F 5,15 40,08 2,11
P 0,013 0,002 0,144*
Taxa de crescimento relativo 7,58
F 3,23 26,71 2,85
P 0,057 0,002 0,077*
Taxa assimilatoria liquida 9,15
F 4,62 33,26 4,37
P 0,021 0,006 0,024*
Assimilagéo de CO; 14,96

F 86,19 63,41 2,29
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P 0,000 0,000 0,122*
Condutancia estomatica 19,5
F 1,38 51,75 2,03
P 0,271 0,000 0,152*
Transpiracao 16,2
F 0,43 36,62 1,64
P 0,638 0,000 0,214*
Concentracéo intercelular de C 12,22
F 98,82 167,54 48,05
P 0,002 0,002 0,004*
Eficiéncia de carboxilagéo 16,57
F 4,54 1,21 9,64
P 0,021 0,283 0,008*
Eficiéncia do uso da 4gua 19,46
F 27,39 8,46 4,94
P 0,000 0,007 0,015*

Todas as varidveis foram analisadas por ANOVA, considerando cendrio climatico, umidade no substrato
e a interacdo entre cendrio climatico e umidade no substrato como fatores fixos. * = significativo a 5% de
probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variagdo

A
n
{
M

Figura S1. Porcentual da variancia explicada pelos componentes principais: A) ecotipo
folha pequena (tolerante a sombra) e B) ecotipo folha média (tolerante ao sol).

Tabela S3. Andlise de variancia das variaveis ecofisioldgicas do ecotipo folha
pequena (tolerante a sombra) de P. echinata aos 90 dias de exposi¢ao aos cenarios
climaticos e umidade do substrato.

Ecotipo folha pequena (tolerante a sombra)
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Cenario Umidade do
Variavel resposta climatico substrato Interacdo CV(%)
P 10.25
F 12.20 41.74 2.07
P 0.00 0.00 0.17*
CWSla 10.00
F 53.53 170.47 16.76
P 0.00 0.00 0.00*
CWSIb 4.88
F 22.15 43.12 66.82
P 0.90 0.20 0.03*
CWsSilc 9.75
F 162.14 8.42 3.95
P 0.00 0.01 0.04*
Fu/Fm 11.67
F 4.83 4.07 1.73*
P 0.02 0.06 0.22
Fu/Fo 21.56
F 7.67 6.01 2.91
P 0.00 0.03 0.09*
Plags 35.79
F 12.52 7.67 8.50
P 0.00 0.01 0.00
DIo/RC 44,19
F 3.27 2.66 1.16
P 0.07 0.12 0.34
ETo/RC 6.22
F 4.05 2.16 1.46
P 0.04 0.16 0.27
TRo/RC 14.56
F 6.46 6.42 1.73
P 0.01 0.02 0.21
ABS/RC 23.70
F 6.54 6.11 1.89
P 0.01 0.03 0.19
v 7.79
F 11.65 3.25 3.77
P 0.00 0.09 0.05
Vi 9.31
F 4.42 1.22 1.93
P 0.02 0.00 0.14
Mo 24.23
F 7.38 4.83 1.99
P 0.00 0.04 0.17

Todas as variaveis foram analisadas por ANOVA, considerando cendrio climético, umidade no substrato
e a interacdo entre cendrio climatico e umidade no substrato como fatores fixos. * = significativo a 5% de
probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variagcdo



86

Tabela S4. Analise de variancia das variaveis ecofisioldgicas do ecotipo folha média
(tolerante ao sol) de P. echinata aos 90 dias de exposi¢do aos cendarios climaticos e
umidade do substrato.

Ecotipo folha média (tolerante ao sol)

Cenario Umidade do
Variavel resposta climatico substrato Interacdo  CV(%)
P 19.6
F 3.05 39.94 2.67
P 0.08 0.00 0.11*
CWSla 9.91
F 37.73 485.56 8.12
P 0.00 0.00 0.05*
CWSIb 12.26
F 38.57 108.55 2.50
P 0.00 0.00 0.12*
CWSIc 9.02
F 19.63 89.28 138.49
P 0.14 0.06 0.00*
Fu/Fm 3.55
F 2.12 7.71 3.52
P 0.16 0.01 0.06*
Fu/Fo 10.97
F 2.22 8.07 4.07
P 0.15 0.01 0.04*
Plags 31.34
F 2.36 3.18 2.13
P 0.13 0.09 0.16
DIo/RC 24.44
F 1.59 7.25 2.39
P 0.24 0.01 0.13
ETo/RC 10.66
F 0.33 3.66 0.14
P 0.72 0.07 0.86
TRo/RC 10.43
F 0.91 5.32 1.23
P 0.42 0.03 0.32
ABS/RC 13.95
F 1.28 6.59 1.83
P 0.31 0.02 0.20
Vi 5.98
F 1.97 0.11 0.78
P 0.18 0.74 0.47
Vi 7.81
F 3.21 1.82 1.21
P 0.00 0.02 0.22
Mo 13.92
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F 1.53 3.62 1.42
P 0.25 0.08 0.27

Todas as variaveis foram analisadas por ANOVA, considerando cenario climatico, umidade no substrato
e a interagdo entre cendrio climatico e umidade no substrato como fatores fixos. * = significativo a 5% de
probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variacdo
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Figura S2. Porcentagem da variancia explicada pelos componentes principais:
A) ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) e B) ecotipo folha média
(tolerante ao sol) de P. echinata.

Tabela S5. Andlise de variancia dos carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede
celular do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra de P. echinata aos 90 dias de
exposicao aos cenarios climéaticos e umidade do substrato.

Ecotipo folha pequena (tolerante a sombra)

Cenério Umidade do
Variavel resposta climatico substrato  Interacdo CV/(%)
Celulose 19.45
F 0.21 0.00 6.17
P 0.80 0.97 0.00*
Hemicelulose 4.75
F 0.40 4.05 0.74
P 0.67 0.05 0.48*
Lignina 9.89
F 4.42 1.72 1.46
P 0.02 0.20 0.25*
Glicosefolha 11.95
F 109.55 288.94 301.9
P 0.00 0.00 0.00*

Glicosecaule 3.46



F
P
Glicoseraiz
F
P
Amidofolha
F
P
Amidocaule
F
P
Amidoraiz
F
P
Sacarosefolha
F
P
Sacarosecaule
F
P
Sacaroseraiz
F
P
Frutosefolha
F
P
Frutosecaule
F
P
Frutoseraiz
F
P
CSTfolha
F
P
CSTcaule
F
P
CSTraiz
F
P

162.53
0.00

7.16
0.00

2.50
0.12

27.87
0.03

17.67
0.00

78.15
0.01

220.40
0.00

6.87
0.01

992.21
0.00

224.66
0.00

102.68
0.00

19.32
0.01

315.78
0.00

3.45
0.06

10.59
0.06

43.56
0.00

0.34
0.56

37.91
0.04

5.84
0.03

330.29
0.00

115.23
0.01

49.24
0.00

792.39
0.00

238.19
0.00

455.16
0.00

31.41
0.15

139.73
0.00

572.32
0.00

88

140.64
0.00*
1.22
237.17
0.00*
42.19
0.95
0.41
16.92
12.01
0.01*
13.33
24.27
0.00*
12.23
86.34
0.00*
12.46
398.28
0.00*
22.07
48.92
0.00*
5.45
1050.36
0.00*
7.83
456.13
0.00*
4.58
794.81
0.00*
31.67
28.96
0.02*
9.99
575.64
0.00*
3.49
1494.21
0.00*

Todas as variaveis foram analisadas por ANOVA, considerando cendrio climatico, umidade no solo e a
interacdo entre cendrio climatico e umidade no solo como fatores fixos. * = significativo a 5% de

probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variagcdo
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Tabela S6. Analise de variancia dos carboidratos ndo estruturais e polimeros de parede
celular do ecotipo folha pequena (tolerante a sombra) de P. echinata 90 dias de
exposicao aos cenarios climaticos e umidade do substrato.

Ecotipo folha pequena (tolerante a sombra)

Cenario Umidade do
Variavel resposta climatico substrato Interacdo  CV(%)
Celulose 19.14
F 19.67 9.60 1.56
P 0.00 0.00 0.23*
Hemicelulose 5.18
F 2.23 0.07 0.13
P 0.13 0.79 0.88*
Lignina 15.7
F 417 2.14 0.32
P 0.02 0.15 0.72*
Glicosefolha 9.14
F 135.16 15.41 94.25
P 0.00 0.02 0.00*
Glicosecaule 5.37
F 176.11 35.77 276.96
P 0.00 0.06 0.00*
Glicoseraiz 4.68
F 880.16 13.38 486.28
P 0.00 0.03 0.00*
Amidofolha 45.06
F 2.86 0.00 6.58
P 0.09 0.94 0.01*
Amidocaule 13.96
F 146.16 20.22 8.44
P 0.00 0.00 0.00*
Amidoraiz 15.07
F 551 117.39 44.27
P 0.02 0.00 0.00*
Sacarosefolha 7.94
F 0.49 18.25 169.37
P 0.62 0.00 0.00*
Sacarosecaule 17.59
F 122.98 98.25 46.96
P 0.00 0.03 0.02*
Sacaroseraiz 19.45
F 23.56 0.03 38.06
P 0.00 0.85 0.00*
Frutosefolha 4.28
F 167.66 6.56 804.51
P 0.00 0.02 0.00*

Frutosecaule 6.45
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F 169.51 782.68 235.83
P 0.00 0.00 0.00*
Frutoseraiz 5.50
F 759.68 33.14 487.18
P 0.00 0.09 0.00*
CSTfolha 47.10
F 0.97 0.07 4.84
P 0.40 0.78 0.02*
CSTcaule 5.98
F 1021.85 955.31 411.32
P 0.00 0.00 0.00*
CSTraiz 4.74
F 400.58 6.12 636.32
P 0.00 0.02 0.00*

Todas as variaveis foram analisadas por ANOVA, considerando cendrio climéatico, umidade no solo e a
interacdo entre cenario climatico e umidade no solo como fatores fixos. * = significativo a 5% de
probabilidade; ns = ndo significativo; CV% = coeficiente de variagdo
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