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RESUMO

Entender como as florestas estdo respondendo aos efeitos extremos de secas e
cheias, em ambientes hidroldgicos contrastantes, e como isso pode afetar no
processo fotossintético € de suma importancia, ja que esses efeitos podem influenciar
na alteracdo em larga escala de sua estrutura e composicéo. Diante do exposto, este
estudo tem como objetivo responder as seguintes perguntas: as estimativas de
Vcmax para arvores no baixio e no platb usando o método “one-point” sdo
consistentes com as estimativas das curvas A-Ci completas? Existe diferenca de
Vcmax entre platbé e baixio e como a luz co-varia com essas diferencas? Ha diferenca
na densidade de venacdo entre baixio e plat6? 4) A densidade de venacdo esta
associada a capacidade fotossintética de espécies de baixio e platd? As variaveis
operacionais principais para a estimativa da capacidade maxima fotossintética séo o
Vcmax, que descreve a capacidade maxima de carboxilagdo da enzima
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e o Jmax, que € a taxa maxima
de transporte de elétrons. O Vcmax é ajustado a partir das condicfes de luz saturante
(A) em diferentes concentracdes de CO: no interior dos espacos aéreos foliares (Ci),
conhecido como curva A-Ci. Além da curva A-Ci, usamos o método “one-point”, que
propde a estimativa de Vcmax com apenas uma medida, feita separadamente, a 400
pumol CO: mol?! antes do inicio da curva A-Ci. E a densidade de venagéo é um dos
parametros bases anatdémicos-morfolégicos para a capacidade fotossintética, medida
pelo comprimento total de veias por unidade de area foliar. Em resposta a primeira
pergunta, foi evidenciado que o Vcmax estimado através do método “one-point” prevé
de forma acurada o Vcmax calculado pelo método tradicional da curva A-Ci dos dois
ambientes (p<0.001, R?=0.88). E para a segunda pergunta, ndo ha diferenca de
Vcmax entre platd e baixio. Sendo significativa a interacdo entre luz e ambiente (p =
0.003, r2z= 0.051). A terceira pergunta, ndo ha diferenca no VLA entre baixio e platd (p
= 0.83; R2= 0.002). E por fim, em resposta a quarta pergunta, existe uma interacéo
entre o ambiente hidrolégico e o VLA, afetando o Vcmax (p = 0.002, r2= 0.56).
Concluindo que as interacdes de tragos fisiologicos e anatdbmicos mostram a

manifestacéo da plasticidade das plantas em resposta ao ambiente local.

Palavras-chave: Capacidade fotossintética (Vcmax), método “one-point”, densidade

de venacéo, gradientes hidrologicos.
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1. Introducéao

A forma como a floresta vem respondendo ao aumento dos eventos extremos,
como as secas e as cheias, em decorréncia das mudancas climaticas, é de
importancia global (Zhang et al.,, 2017; Xu et al., 2020). Esses eventos extremos
podem ter efeitos negativos nas florestas principalmente na alteracdo em larga escala
de sua estrutura e composicdo (Muelbert et al., 2018). O aumento da temperatura
(Allen et al., 2010), as mudancas dos padrdes de chuva e a intensidade dos eventos
de seca (Erfanian et al., 2017) estdo se tornando as principais causas das mudancas

na dindmica e funcéo da vegetacdao florestal (Brienen et al., 2015; Hubau et al., 2020).

As florestas tropicais sdo grandes reservatorios de carbono, em patrticular, o
Brasil apresenta uma estimativa de carbono estocado chegando a 123 (Mg C/ha™) em
areas com mais de 30% de cobertura florestal (Saatchi et al., 2011). O carbono é
usado na fotossintese, que desempenha um papel crucial na mitigacdo dos efeitos
das mudancas climéticas, (Taiz e Zeiger, 2017; Liang e Huang, 2023). A fotossintese
€ um processo bioldgico fundamental realizado pelas plantas, no qual a luz solar é
convertida em energia quimica (Taiz e Zeiger, 2017). Essa energia € utilizada para
transformar CO2 e agua (H20) em glicose (CeH1206) e oxigénio (O2) (Taiz e Zeiger,
2017). Esse O2 € liberado para a atmosfera, contribuindo para a producéo do oxigénio
qgue respiramos e equilibrio ambiental (Hubau et al., 2020). Portanto, as florestas
tropicais sdo essenciais para a regulagem dos niveis de carbono na atmosfera,

contribuindo para a estabilidade do clima global (Hubau et al., 2020).

Vérios fatores ambientais podem afetar a fotossintese (Taiz e Zeiger, 2017). A
intensidade e a duragdo da luz afetam diretamente as clorofilas nas células das
plantas, que absorvem a luz para impulsionar a conversédo de CO, e agua em glicose
e oxigénio (Taiz e Zeiger, 2017). Outro fator, € o proprio didéxido de carbono, ja que a
concentragdo de CO, atmosférico influencia diretamente a taxa de assimilagdo de
carbono pelas plantas (Taiz e Zeiger, 2017). A temperatura também é um fator
ambiental que afeta a fotossintese, por influenciar na velocidade das reacdes
bioquimicas (Taiz e Zeiger, 2017). Temperaturas extremas, muito altas ou muito
baixas, podem inibir as reacdes metabolicas. A falta de nutrientes ou um desequilibrio
nutricional pode prejudicar a producdo de clorofila e outras moléculas importantes

para a fotossintese. Desta forma, nutrientes também séo fatores que podem afetar a
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fotossintese, visto que nutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio sao essenciais
para o crescimento das plantas (Sinha e Tandon, 2020). Outro fator € a 4gua, que é
absorvida pelas raizes das plantas e transportada até as folhas. A disponibilidade de
agua é um dos fatores criticos que afetam o desempenho das plantas, ao afetar a
turgidez das células vegetais, que esta diretamente ligada ao funcionamento dos
estbmatos. A falta de dgua pode limitar a abertura dos estdématos, reduzindo assim a
entrada de CO, e consequentemente influenciando no processo fotossintético (Taiz e
Zeiger, 2017).

Desta forma, a variagdo na disponibilidade hidrica do solo entre ambientes
hidrologicos contrastantes, pode desempenhar um papel importante na regulacdo da
atividade fotossintética. Essa relacdo com a mudanca de ambiente hidrologico é
fundamental para entender como as plantas respondem as mudancas nas condicdes
ambientais, e como elas podem se adaptar a diferentes regimes de umidade do solo.
Dentro de um mesmo macroclima as plantas podem estar em contato com &aguas
subterrdneas, como em areas de baixio e solos mais Umidos onde ha lencol freético
raso, enquanto areas mais distantes dessa fonte, como nas encostas e platés, ha
menor disponibilidade hidrica (Pacific et al., 2011; Schietti et al., 2014). Desta forma,
estudar a capacidade fotossintética entre ambientes hidrolégicos contrastantes na
Amazobnia é uma forma de entender como as plantas poderdo responder as
mudancas de disponibilidade hidrica e suas caracteristicas funcionais (Rius et al.,
2023).

Gradientes hidrolégicos podem ser criados pela variacdo topografica em
escala local, que afeta as condicbes de drenagem do solo e distancia ao lencol
freatico. As espécies variam em seus nichos ao longo destes gradientes hidrologicos,
havendo mudancas na sua distribuicdo desde as areas mais altas e bem drenadas -
os platds, até as areas mais baixas e com alagamento sazonal - os baixios, nas
florestas da Amazénia central (Schietti et al., 2014). Essa troca de espécies de um
ambiente para o outro é associada a uma mudanca significativa na composi¢do de
espécies, que afeta as caracteristicas funcionais da floresta (Cosme et al., 2017;
Bittencourt et al., 2022). Embora a maioria das espécies seja generalista e esteja
amplamente distribuida em diferentes ambientes, pode haver ajuste intraespecifico

nas caracteristicas funcionais (Garcia et al., 2021).
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Diante do exposto, dentre os fatores ambientais que podem limitar a
fotossintese, como luz, CO,, temperatura e nutrientes, este estudo avaliou a interacéo
entre ambientes hidrolégicos contrastantes e luz, como fator para determinar a
atividade fotossintética das plantas. A combinacdo de luz intensa com alta
disponibilidade de agua pode ser ideal para a fotossintese (Taiz e Zeiger, 2017). Em
contraste, ambientes com baixa disponibilidade tanto de agua quanto de luz podem

limitar severamente a capacidade fotossintética das plantas.

A interpretacdo precisa dos parametros frequentemente medidos na
fotossintese, como condutancia estomatica (gs), concentracéo interna de CO, (Ci),
consumo de CO,, fluorescéncia da clorofila, transpiracdo e potencial hidrico da folha
(Taiz e Zeiger, 2017), sdo a base para o entendimento e predicdo das respostas das
florestas as mudancgas climéticas (Rogers, 2014). As variaveis operacionais principais
para a estimativa da capacidade maxima fotossintética sdo o Vcmax, que descreve a
capacidade maxima de carboxilaggo da enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) e o Jmax, a taxa méaxima de transporte de elétrons
(Caemmerer, 2000). Estas variaveis sdo cruciais para a modelagem da fotossintese,
por ajudarem a entender as limitacdes bioquimicas e fisioldgicas do processo
(Caemmerer, 2000). Esses parametros sdo tradicionalmente estimados através do
modelo adaptado de Farquhar, von Caemmerer e Berry (1980), e geralmente
ajustados a partir da relacdo entre a intensidade de luz (A) ao longo de diferentes

concentracbes de CO: no interior dos espacos aéreos foliares (Ci), conhecida como
curva A-Ci (Burnett et al., 2019).

Apesar da coleta de dados da curva A-Ci ser considerada simples, ainda assim
demanda bastante tempo, levando em média de 40 minutos a 1 hora para uma curva
completa (Dubois et al., 2007). Isso limita o nUmero de curvas que podem ser feitas
por dia e consequentemente o numero de plantas que podem ser medidas. Portanto,
em funcdo dessa demora, 0 numero de espécies para as quais as medidas podem ser
feitas acaba sendo limitado também. Uma alternativa da curva A-Ci é o método
‘one-point”, que propde a estimativa da capacidade maxima de carboxilagdo da
enzima Rubisco (Vcmax), derivada de uma medida rapida de “um ponto” (Kauwe et
al., 2016). O método “one-point” propde a estimativa de Vcmax com apenas uma
medida, separadamente da curva A-Ci, medido a 400 ymol CO, mol?! (Kauwe et al.,

2016). Além da vantagem das medicOes rapidas de trocas gasosas em comparacao a
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curva A-Ci tradicional, esse método também pode ser usado expandindo
consideravelmente o escopo do conjunto de dados atuais, com implicacbes
interessantes para parametrizar tipos funcionais de plantas e quantificar os fatores
ambientais da variacao de Vcmax (Kauwe et al., 2016).

Os autores do estudo original, que propuseram o0 método “one-point”,
encontraram uma forte correlacdo entre o Vcmax estimado e ajustado (r2 de 0,98 e
erro quadratico médio de 8,19 umol m™2 s™1) quando a respiracdo diurna (Rdia) era
conhecida, que diminuiu (r> de 0,95 e erro quadratico médio de 17,1 ymol m=2 s™)
quando Rdia foi estimada como uma porcentagem fixa (1,5%) de Vcmax (Kauwe et
al., 2016). A suposicdo do método “one-point” € de que a fotossintese sob CO:
ambiente e condi¢des de irradiancia saturada € limitada pela carboxilacdo da enzima
Rubisco (Wilson et al., 2000). Desta forma, o Vcmax “one-point” pode ser estimado a

partir da porcao limitada por carboxilacdo da curva A-Ci (Kauwe et al., 2016).

Embora as estimativas de Vcmax pelo método "one-point” sejam um reflexo
dos valores de Vcmax obtidos das curvas A-Ci completas e tradicionalmente usadas,
ainda ha a necessidade de mais tentativas de uso do método em uma variedade
maior de espécies e em diferentes ambientes (Kauwe et al., 2016). Em uma das
avaliacbes, foram estudadas 6 espécies, sendo duas medidas em campo
(Arctagrostis latifolia e Quercus coccinea) e 4 cultivadas em estufa (Helianthus
annuus, Phaseolus vulgaris, Populus canadensis e Raphanus sativus), medidas sob
condicdo padrédo de luz saturante e CO, (400 umol mol-1) e permitindo tempo para
aclimatacado a irradiancia de saturacdo antes da medicdo. Este estudo concluiu que o
método de um ponto subestimou significativamente Vcmax em quatro das seis
espécies (Burnett et al., 2019). As medidas de capacidade fotossintética sdo de suma
importancia para entender padrées da ecologia e o funcionamento da floresta. Um
desses padrdes ecologicos ainda ndo bem compreendido é a capacidade
fotossintética em espécies de ambientes hidroldgicos contrastantes. Uma das lacunas

gue este estudo tentara sanar.

Visto que o entendimento de trocas gasosas € essencial para o ciclo do
carbono e para a manutencdo do equilibrio atmosférico de oxigénio e didéxido de
carbono, o 6rgao principal a ser estudado € a folha (Taiz e Zeiger, 2017). As folhas

possuem uma grande diversidade na estrutura e anatomia entre e dentro das
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espécies (Sack e Scoffoni, 2013). A densidade de venacdo foliar € um dos
parametros-base anatdémicos-morfologicos para a capacidade fotossintética, sendo
uma métrica que representa o comprimento total de veias por unidade de &rea foliar
(Sack et al., 2012). As nervuras foliares suprem o mesofilo com agua que evapora
quando os estdmatos estdo abertos, permitindo a absorcdo de CO:2 para a
fotossintese (Sack & Holbrook, 2010). A variacdo na condutancia hidraulica da folha e
a disponibilidade hidrica séo caracteristicas influenciadas diretamente pela densidade
de venacdo (Prado, 2013). A densidade de venacdo é uma variavel quantificavel,
filogeneticamente dependente, que tende a ser influenciada por diversos fatores,
como disponibilidade hidrica, temperatura e incidéncia de luz (Roth-Nebelsick et al.,
2001). Estudos indicam que a densidade de venacdo foliar tende a ser maior em
espécies localizadas em ambientes com pouca disponibilidade hidrica e com alta
luminosidade quando comparada com espécies que se encontram em ambientes

sombreados ou com uma disponibilidade hidrica maior (Sack e Scoffoni, 2013).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo responder as seguintes
perguntas: 1) As estimativas de Vcmax para arvores no baixio e no platd usando o
método “one-point” sdo consistentes com as estimativas das curvas A-Ci completas?
2) Existe diferenca de Vcmax entre platd e baixio e como a luz afeta essas
diferencas? 3) Ha diferenca na densidade de venacdo entre baixio e plat6? 4) A
densidade de venacdo esta associada a capacidade fotossintética de espécies de

baixio e platd?

A hipo6tese para a primeira pergunta € que ha consisténcia nas estimativas de
Vcmax de espécies em diferentes ambientes hidrolégicos, a partir do uso do método
“one-point”. A hipétese da segunda pergunta € que ha diferenca de Vcmax entre platd
e baixio, que € modulada pela luz disponivel entre os ambientes. A hip6tese para a
terceira pergunta é que ha diferenca na densidade de venacéo entre as espécies de
baixio e platd. Para a quarta pergunta, a hipétese é que ha relacdo entre Vcmax e
densidade de venacdo no ambiente em que a agua pode ser um fator limitante (platd),

com base nas expectativas tedéricas de (Sack e Scoffoni, 2013).

2. Material e métodos
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2.1 Area de estudo e selecéo das espécies

O estudo foi desenvolvido na Reserva Florestal Ducke (RFD), localizada 26 km
a noroeste de Manaus, estado do Amazonas (02° 55’ S, 59° 58’ W). A temperatura
meédia anual é de 28°C, a umidade relativa de 75-86%, a precipitacdo anual varia de
1.750 a 2.500 mm (Satyamurty et al., 2010). A RFD é um sitio de Pesquisas
Ecolégicas de Longa Duragédo (PELD) com uma area de 10.000 hectares. A Reserva
possui um sistema de drenagem formado por cursos d’agua que vao de menos de 1
m até 10 m de largura (Schietti et al., 2014) e apresenta relevo com caracteristicas
bastante irregulares, em funcdo da hidrografia da area. Em areas mais altas (platd), o
solo é caracterizado como argiloso, e o lencol freatico € profundo. J& nas regides mais
baixas (baixio) o solo é predominantemente arenoso (Chauvel et al., 1987) e o lencol
freatico superficial (Schietti et al., 2014). A vegetacdo da regido é caracterizada como
floresta tropical umida densa de terra-firme (Ribeiro et al., 1999; Satyamurty et al.,
2010).

Projecio Geografica Lat-Long
Datum planimétrico WGS 82
Ediglo: Rafael Rabelo

=)
e Data: 22/11/2016
-

Figura 1. Ao lado direito, localizacdo da Reserva Ducke, Manaus, Brasil. A esquerda,
o sistema de grade da RFD com as 72 parcelas permanentes. Fonte: Adaptado de
ppbio.inpa.gov.br, acesso em 13 de julho de 2022.
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2.2 Delineamento amostral

A selecéo das espécies foi feita com base na abundancia da Reserva Florestal
Ducke. Foram escolhidas espécies com um maior numero de individuos, variando
entre os ambientes hidrologicos contrastantes. A distribuicAo de abundancia das
espécies foi obtida a partir dos inventarios de 72 parcelas de 1 ha distribuidas pela
reserva. As espécies selecionadas apresentam associacdo com um dos ambientes
hidrologicos, i.e., sdo “especialistas” ou sdo generalistas que ocupam todo o gradiente
hidrolégico. Foram selecionadas 26 espécies, distribuidas em 20 géneros e 19
familias (Tabela 1), distribuidas entre os ambientes hidrolégicos contrastantes da
RFD, sendo 28 individuos em platés e 38 em baixios, totalizando N=66 individuos. Os
individuos selecionados para este estudo sdo de sub-bosque, com até 3 metros de

altura.

O critério de escolha da folha onde foram medidas as trocas gasosas e foram
feitas as coletas para densidade de venacdo, baseou-se sempre em folhas
visualmente maduras e apresentando bom estado fitossanitario, completamente
expandidas e localizadas no terco médio da copa das plantas. As medidas de trocas
gasosas e densidade de venacéao foram feitas ha mesma folha, sendo uma folha por

individuo.

Das 26 espécies selecionadas, foram utilizadas 12 para coleta anatémica de
densidade de venacéao (Tabela 1), sendo 3 especialistas de baixio, 3 especialistas de
platd e 3 generalistas. Para cada espécie, foram analisados pelo menos 3 individuos,

totalizando N=36 individuos.

Tabela 1. Lista de espécies utilizadas neste estudo para trocas gasosas e analise de
densidade de venacdo. Estas espécies estdo entre as de maior abundancia na
Reserva Florestal Ducke (RSD), com base no inventério florestal de 72 parcelas de 1
ha. N de espécies para trocas gasosas = 26; N de individuos para trocas gasosas =
66. N de espécies para densidade de venagédo = 12; N de individuos para densidade
de venacéo = 36.
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Trocas

Gasosas Venagao
N Ambiente Ambiente
Familia Género Espécies N por Preferéncia coleta
por espécie espécie
. Brosimum parinarioides 2 3 Generalista Plato
Moraceae Brosimum
Brosimum rubescens 3 3 Plato Plato
Combretaceae Buchenavia Buchenavia grandis 1 Generalista Baixio
Caryocaraceae Caryocar Caryocar glabrum 4 Generalista Plato
Chrysophyllu .
Chrysophyllum sanguinolentum . .
Sapotaceae m ysophyliu gul Y 3 3 Generalista Baixio
Euphorbiaceae Conceveiba Conceveiba guianensis 2 3 Generalista Plato
Melastomataceae Ecclinusa Ecclinusa guianensis 1 Generalista Platd
Apocynaceae Couma Couma guianensis 4 Generalista Baixio
Eperua duckeana 3 3 Baixio Baixio
Fabaceae Eperua
Eperua glabriflora 2 Generalista Baixio
Lecythidaceae Eschweilera Eschweilera coriacea 3 Plato Plato
Goupiaceae Goupia Goupia glabra 2 Generalista Plato
Euphorbiaceae Hevea Hevea guianensis 2 Generalista Baixio
Lecythidaceae Lecythis Lecythis prancei 1 Platd Platd
Chrysobalanacea Licania Licania heteromorpha R R
e 3 Plato Plato
Manilkara Manilkara bidentata 3 3 Plato Platoé
Micropholis guyanensis 3 3 Generalista Plato
Sapotaceae Micropholis guyanensis spp.
Micropholis Duckeana 1 Generalista Baixio
Micropholis guyanensis spp.
Guyanensis 2 Generalista Plato
Osteophloeu
Myristicaceae m Osteophloeum platyspermum 4 Generalista Baixio
Urticaceae Pourouma Pourouma ovata 4 Baixio Baixio
. Protium apiculatum 3 Plato Plato
Burseraceae Protium
Protium hebetatum 1 Generalista Platd
Malvaceae Scleronema Scleronema micranthum 3 3 Generalista Baixio
Myristicaceae Virola Virola pavonis 3 3 Baixio Baixio
Virola venosa 3 3 Plato Plato

2.3 Trocas gasosas

As medidas para obtencdo do Vcmax (capacidade maxima de carboxilacdo da
enzima Rubisco), através da curva A-Ci e do método “one-point”, foram realizadas
com o IRGA (infra-red gas analyser) portatil LI- 6400XT (Li-Cor Inc.), no periodo entre
08 e 14 horas. As curvas A-Ci foram feitas seguindo os passos de concentracdes de
CO, de 400, 300, 200, 100, 50, 400, 500, 600, 800, 1000 e 1200 umol -1, o fluxo a
500 pmol s-1, condi¢des de luz saturante PAR 1000 pu mol e temperatura a 31°C. Na

mesma folha em que foram realizadas as medidas da curva A-Ci, apds a aclimatacéo,
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antes de iniciar as medidas da curva, foi marcado o ponto utilizado para estimar o

"one-point”, na concentragcédo de 400 pmol mol-1 de CO,.

Apéds a coleta do primeiro ponto, iniciou-se a curva A-Ci, seguindo o padrao
tradicionalmente usado. Vale ressaltar que o protocolo para a padronizacédo PAR 1000
i mol foi feito através de curvas de luz, de acordo com os parametros descritos por
Posada, Lechowicz e Kitajima (2009), que se baseiam na estabilidade das condi¢des
saturantes de luz, ja que a fotossintese necessita de luz para ocorrer e a intensidade
luminosa ideal pode variar dependendo do ambiente, temperatura e umidade, para a
folha (Taiz e Zeiger, 2017). E o tempo de estabilidade tende a variar entre espécies e

ambiente, de acordo com cada planta.

Em conjunto com as curvas de luz foram feitas as fotos hemisféricas. As fotos
foram realizadas usando uma camera Canon EOS (Electro-Optical System), utilizando
uma lente olho de peixe (fisheye) com um angulo de visdo de 180 graus. As fotos
foram analisadas pelo software Gap Light Analyzer (GLA), com intuito de avaliar a
estrutura do dossel e a distribui¢cao de luz por individuo, na dindmica do ecossistema.

2.4 Densidade de venacéao

Foi coletada uma folha por individuo, em seguida as folhas foram transportadas
até o laboratério base na RFD, onde foram feitos cortes de 1 cm? da lamina foliar,
entre a borda e a nervura central. Para cada folha, foram feitos de 3 a 4 cortes, com o
intuito de guardar amostras extra. Em seguida, as amostras foram fixadas e
armazenadas em FAA (50 ml de formalina 37%, 50 ml de &cido acético e 900 ml de
alcool 70%) e transportadas até o laboratério de Ecologia Vegetal do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazbnia, INPA — V8.

Para o processo de diafanizacdo, seguimos o protocolo padrdo usado na
anatomia foliar (Gardner 1975), adaptado pelo laboratério de Ecologia Vegetal do
INPA. As amostras foram diafanizadas em solugéo de hipoclorito de sédio a 10%, (10
g de NaOH / 100 ml de agua destilada), em estufa a 60°C, por um periodo entre 8 e
15 dias, variando entre cada espécie. A adaptacao feita foi com base no periodo de
diafanizacdo e na concentracdo da solucdo, como por exemplo, alguns individuos das
espécies Eperua duckeana, Virola venosa, Manilkara bidentata e Micropholis

guyanensis, precisaram de uma concentracdo de 12,5% de hipoclorito de sodio e
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levaram entre 18 e 20 dias para diafanizar totalmente. Apos a diafanizacdo, as
amostras foram clarificadas em hipoclorito de sodio 5%, desidratadas em série
alcodlica de 30, 50, 70 e 96%, coradas com safranina alcoolizada (Kraus; Arduin,
1997) e montadas em laminas para obtencéo das fotografias, através da lupa LEICA
S8APO, camera LEICA DMC2900, com escala de ampliacdo de 2.0 mm (2x).

Para cada individuo foi feita uma lamina e em cada lamina foram tiradas trés
fotos, cada uma em um ponto, no sentido diagonal da amostra, em resolugdo de com
escala de ampliacdo de 2.0 mm (2x), com objetivo de posteriormente ser feito a
medicdo de area e comprimento da venacéao foliar, para obtencdo da média dessas

trés medicoes.

Apoés a obtencdo das fotografias, foram feitos os calculos de comprimento de
veias e area da amostra foliar, através do software RhizoVision Explorer - Interactive
software for generalized root image analysis designed for everyone (Version 2.0.3),
com o objetivo de calcular o VLA — vein length per area (mm mm™2), por meio da
férmula VLA= (comprimento de veia/area). Apos a obtencdo dos valores, fizemos a

média das trés |laminas e obtivemos a média de VLA para cada individuo.
2.5 Fotos hemisféricas

As fotos foram feitas nos ambientes hidrolégicos contrastantes (baixio e plat6),
sendo de uma a trés fotos por individuo. Para avaliar a disponibilidade luminosa nos
dois ambientes. Os horarios de coleta foram entre 1 hora depois do amanhecer até 1
hora antes do entardecer para evitar a incidéncia direta de iluminacdo em éareas de
clareira, evitando a superestimacao da abertura do dossel nas fotos. O primeiro ponto
determinando a orientacdo geogréafica (norte); e o segundo ponto localizado no

azimute oposto ao inicial (o inicial sendo 0° norte e o segundo ponto a 180° ao sul).

A camera fotografica sempre posicionada sobre o suporte/tripé, orientada para
o Norte Geografico (ponto inicial) e nivelada para obter a fotografia (Galvani e Lima,
2014). A camera sempre posicionada abaixo do dossel, focando na localizacdo dos
individuos de sub-bosque analisados. A camera utilizada foi uma Canon EOS
(Electro-Optical System), utilizando uma lente olho de peixe (fisheye) com um angulo
de visdo de 180 graus. Ao final, foi utilizada apenas a melhor foto dentre as trés. E

analisadas pelo software Gap Light Analyzer (GLA). O software otimiza as analises
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gerais e o calculo utilizado para avaliar a estrutura do dossel e a distribuicdo de luz

por individuo, foi com base na porcentagem de luz (%).
2.6 Andlise de dados

2.6.1 Obtencao dos valores de Vcmax pela curva A-Ci

As analises foram conduzidas para cada individuo usando a formula padrdo
para curva A-Ci de Bernacchi et al., (2001), quando A é limitado pela Rubisco, o
Vcmax pode ser expresso da seguinte forma:

_ Vc,maxci
Ci+K.(1+O/K,)

Ve

Onde Vc é velocidade de carboxilacdo liquida e max € a taxa maxima de carboxilacédo
da enzima Rubisco, Ci é a taxa de assimilagdo de CO,, O € a concentracao de
oxigénio, e Kc e Ko sdo as constantes de Michaelis-Menten para CO, e O,

carboxilacao e oxigenacao, respectivamente (Farquhar et al., 1980).

2.6.2 Obtencao dos valores de Vcmax pelo método one-point

Os valores de Vcmax extraidos pelo método “one-point” utilizaram apenas a
medicdo de um ponto feita na concentragcdo de 400 pmol mol-1 de CO,. O Vcmax
estimado através do método “one-point” foi calculado com base na equacao 3 de
Kauwe et al., 2016.

f’ Asat

" cmax =
G-I _ )
(_m 0.015

Onde V~cmax é estimado a partir da porgéo limitada pela carboxilagdo da curva de

resposta fotossintética ao CO., Asat € a taxa de assimilagdo de CO: saturada, Ci é a

taxa de assimilacdo de CO., [* (gama estrela) é a taxa de assimilagdo de CO: em
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relacdo a concentracao interna de CO:, e 0.015 é referente ao Rdia, estimada como

uma porcentagem fixa (1,5%) de Vcmax.

Sendo Km a constante de Michaelis-Menten, dada por:
0,
Ko

Onde a temperatura para a constante de Michaelis para CO2 é Kc (umol mol -1), a
constante de Michaelis para Oz € Ko (mmol mol -1), Oi refere-se as concentracdes
intercelulares de O2 e o0 ponto de compensacdo de CO2 é I* (umol mol -1) (Bernacchi
et al., 2001; Crous et al., 2013; Kauwe et al., 2016).

2.7 Andlise estatistica

Para responder a primeira pergunta, que avalia a relacédo entre os valores de
Vcmax (capacidade méxima de carboxilagdo da enzima Rubisco) extraido da curva
A-Ci tradicional e o Vcmax estimado pelo método “one-point”, foi realizada uma
andlise de regressao linear simples, (vcmax curva ~ vcmax one-point), usando os
valores de “one-point” como variavel preditora. Com objetivo de complementar a
primeira pergunta deste estudo, analisando como a relagéo entre Vcmax estimado
pelo método “one-point” e o método tradicional varia entre os ambientes hidroldgicos
contrastantes de baixio e platd, foi realizado também uma anélise de regressao linear

(vcmax curva ~ vcmax one-point * ambiente).

Para responder a segunda pergunta, se existe diferenca de Vcmax entre platé
e baixio e como a luz afeta a variacdo entre os ambientes, foi feita uma ANCOVA
(vemax curva ~ luz* ambiente). E uma andlise de regressao linear (vcmax curva ~
ambiente hidrolégico + luz), para entender interagdo entre os ambientes de baixio e
platd. Como complemento desta pergunta, foi testado o efeito da interacdo entre
preferéncia por habitat e ambiente de coleta. Testando o Vcmax e Jmax, (vcmax ~
ambiente de coleta), (jmax ~ ambiente de coleta); (vcmax ~ preferéncia por habitat),
(jmax ~ preferéncia por habitat). E por fim, foi feita também a raz&o entre essas duas

variaveis operacionais (Jmax/Vcmax). Através da analise da razdo entre Jmax e
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Vcmax € possivel avaliar a eficiéncia com que a luz € convertida em carbono fixado

durante a fotossintese (Taiz e Zeiger, 2017).

Em resposta a terceira pergunta, se ha diferenca na densidade de venacéo
(VLA) entre baixio e platd, foi feita uma andlise de regressdo simples para ambiente
de coleta (vla ~ ambiente de coleta) e para preferéncia por habitat (vla ~ preferéncia
por habitat). Para responder a quarta pergunta, se a densidade de venacdo (VLA)
esta associada a capacidade fotossintética de espécies de baixio e platd, inicialmente
foi feita uma analise de regressao simples (vcmax ~ vla). E analisando como a
coordenacao entre VLA e Vcmax € modulada pelos ambientes de baixio e platd, foi

realizada uma ANCOVA, (vcmax ~ vla * ambiente de coleta).

Todas as analises foram realizadas no ambiente estatistico R (R Core Team,
2023).

3. Resultados

Neste estudo, na primeira pergunta eu indaguei se as estimativas de Vcmax
para arvores no baixio e no platé usando o método “one-point” sdo consistentes com
as estimativas das curvas A-Ci completas. O resultado obtido revela que o Vcmax
estimado através do método “one-point” prevé de forma relativamente acurada o
Vcmax calculado pelo método tradicional para curvas A-Ci, para os individuos
analisados (p<0.001; R?=0.88, Figura 2), que incluem individuos de ambos os
ambientes hidrologicos contrastantes (baixio e platd). No entanto, existe uma
superestimativa dos valores de Vcmax pelo método “one-point” conforme os valores

aumentam.
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Figura 2. Relacdo entre Vcmax (capacidade maxima de carboxilacdo da enzima
Rubisco) estimado através do “método one-point” e o Vcmax tradicionalmente medido
pela curva A-Ci. Os pontos indicam os individuos (n= 66), a linha preta indica a linha

de tendéncia e a regido sombreada em cinza o erro padrao do modelo.

Complementando a primeira pergunta, os resultados obtidos separadamente
para os individuos de baixio e de platd, demonstraram que o ambiente de platé
apresentou um ajuste ligeiramente menor (p< 0.001, r2=0.87, Figura 3A), quando
comparado ao baixio (p<0.001, r>=0.90, Figura 3B). No entanto, existe uma
superestimativa dos valores de Vcmax pelo método “one-point” quando observamos a
linha de 1:1, para o baixio (Figura 3B).
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Figura 3. O Vcmax estimado através do método “one-point” e o Vcmax
tradicionalmente medido pela curva A-Ci, entre os ambientes. O grafico A indica a
relacdo para o ambiente de platd e o grafico B para baixio. Os pontos indicam os
individuos, sendo n=28 no platd e n=38 no baixio, a linha amarela no platd e azul no
baixio indicam a linha de tendéncia e a regido sombreada em cinza o erro padrao do

modelo, em ambos os gréficos.

23



Para a segunda pergunta, se h& diferenca de Vcmax entre platd e baixio e
como a luz afeta a variacdo entre os ambientes, as médias dos valores de Vcmax
calculados a partir do método de curva A-Ci ndo apresentaram diferenca significativa

de acordo com a preferéncia de habitat hidrolégico (p=0.91 e R?=0.008, Figura 4).
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Figura 4. Vcmax (capacidade méaxima de carboxilacdo da enzima Rubisco) dos
individuos localizados nos ambientes de platé e baixio, (n total = 66).

Para complementar a segunda pergunta, em relacdo a co-variacao da luz entre
0s ambientes, primeiramente analisando o efeito da luz. Ao analisar a variagéo da luz
entre os ambientes, os resultados mostram que hd uma interacdo entre esses dois
fatores (p = 0.003, r2= 0.051). H4A um aumento no Vcmax de acordo com 0 aumento
de luz nos baixios (p=0.02) (Figura 6), quando comparado ao platd (p=0.10).
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Figura 5. A taxa maxima de carboxilacdo da enzima Rubisco (Vcmax) e a
disponibilidade de luz, de acordo com os ambientes hidrologicos contrastantes (platé
e baixio). As linhas em azul indicam a relacdo para os individuos de baixio (n=38). As
linhas em vermelho indicam a relacéo para os individuos em platd (n=28). As regides

sombreadas indicam o erro padréo.

Em resposta a terceira pergunta, se ha diferenca na densidade de venacédo
(VLA) entre baixio e platd, as médias do comprimento de veias por area (VLA) ndo
apresentaram diferenca significativa entre os ambientes hidrolégicos contrastantes
(platd e baixio) (p = 0.83; R2= 0.002, Figura 7a). Também n&o houve diferenca entre
as médias de VLA de acordo com a preferéncia por habitat das espécies (p=0.99;
R?=0.86, Figura 7b). Apesar da auséncia de diferenca estatistica, nota-se que
individuos de espécies associadas ao platé tendem a ter maior VLA em seu ambiente
de preferéncia e o contrario para individuos de espécies associadas ao baixio (Figura
7b). A maior variagdo de VLA dos individuos de espécies associadas ao baixio é

puxada pelos individuos de Pourouma ovata, uma pioneira.
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Figura 6. Indicando o comprimento de veia por area (Vein Length per Area, VLA) dos
individuos localizados nos ambientes platd e baixio. Os pontos na vermelha, indicam
a média para cada ambiente (n total =22). No grafico b, vemos as comparacdes dos
individuos de acordo com a preferéncia de habitat das espécies.

Para finalizar, respondendo a quarta pergunta, se a densidade de venacgéo esta
associada a capacidade fotossintética de espécies de baixio e platd, foi observado
inicialmente uma relacdo positiva entre o comprimento de veias por area (VLA) e
Vcmax, para o conjunto de individuos dos dois ambientes hidrolégicos contrastantes
(p = 0.001; R2=0.403, Figura 7).
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Figura 7. Relacdo entre comprimento de veia por area (VLA) e a taxa maxima de
carboxilacdo da enzima Rubisco (Vcmax). Os pontos indicam os individuos (n total =

22), a linha preta indica a linha de tendéncia e a regido sombreada em cinza o erro
padrdo do modelo.

Existe também uma interacdo entre o ambiente hidroldgico e o VLA afetando o
Vemax (p = 0.002, r2= 0.56). Ha um aumento no Vcmax de acordo com o aumento de

VLA nos baixios (p=0.009), mas esta relacdo nao € significativa no platé (p=0.389),
(Figura 8).
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Figura 8. Correlacdo entre comprimento de veia por area (VLA) e a taxa maxima de
carboxilacdo da enzima Rubisco (Vcmax) de acordo com os ambientes hidrolégicos
contrastantes (platdé e baixio). Os pontos em vermelho indicam a relacdo para os
individuos em platé (n =10). Os pontos e linhas em azul indicam a relacdo para os

individuos em baixio (n =12). A regido sombreada indica o erro padréo.
4. Discusséo

Neste estudo foi possivel examinar duas abordagens distintas para estimar a
taxa maxima de carboxilagdo da enzima Rubisco (Vcmax) em plantas. O Vcmax que
foi estimado através do método “one-point” de Kauwe et al., 2016 e o Vcmax
calculado pelo método tradicional da curva A-Ci de Farquhar et al., 1980. Baseada na
primeira pergunta, se as estimativas de Vcmax para arvores no baixio e no platd
usando o método “one-point” sdo consistentes com as estimativas das curvas A-Ci
completas. Para os individuos analisados, o método “one-point” apresentou alta
correlacdo com a curva completa A-Ci, considerando os ambientes hidrolégicos
contrastantes (Figura 2), sustentando a hipotese da consisténcia nas estimativas de
Vcmax de espécies em diferentes ambientes hidroldgicos, a partir do uso do método
“one-point”. No entanto, notamos uma superestimativa dos valores de Vcmax pelo
método “one-point” conforme os valores aumentam. Analisando separadamente, os

valores apresentaram um ajuste ligeiramente menor no platd (Figura 3A), quando
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comparado ao baixio (Figura 3B). E a superestimativa € mais forte no ambiente de
baixio. Diante do exposto, presumimos que a superestimativa demanda um
entendimento particular do método “one-point” para algumas espécies as quais sao
aplicadas, portanto, deve ser empregado com cuidado. O método de Farquhar et al.,
1980, é bem estabelecido na literatura e continua sendo uma ferramenta valiosa para
a determinacédo do Vcmax (Burnett et al., 2019). E o método “one-point” de Kauwe et
al., 2016 € uma técnica simplificada e precisa para estimar o Vcmax, baseado na
medicdo da taxa de assimilagdo de CO: sob condigcbes de luz saturante e

concentracéo de 400 pmol mol-1 de CO,.

Desta forma, ao comparar os valores estimados de Vcmax pelo “one-point”
com os valores de Vcmax de cada curva A-Ci completa verificou-se que 94% dos
valores de luz saturante medidos eram limitados pela enzima Rubisco. O que sustenta
a suposicdo fundamental da abordagem do método, de que Vcmax “one-point” pode
ser estimado a partir da porcao limitada por carboxilacado da curva A-Ci (Kauwe et al.,
2016). Em uma outra avaliacdo, foram estudadas 6 espécies, sendo duas medidas
em campo e 4 cultivadas em estufa. Este estudo concluiu que o método “one-point”
subestimou significativamente Vcmax em quatro das seis espécies (Burnett et al.,
2019). Diante do exposto, o método “one-point” fornece um meio robusto para
expandir os bancos de dados atuais de Vcmax medidos em campo, proporcionando
um novo potencial para melhorar os modelos de vegetacdo e quantificar os fatores
ambientais da variacdo de Vcmax. Embora o sucesso do método pode depender da
garantia de que a mensuracao de um ponto seja realizada em circunstancias em que
A esteja impregnado com RuBP e aclimatada a luminosidade com precisao especifica

variando entre as espécies.

Neste estudo eu ndo encontrei diferencas de Vcmax entre os ambientes
hidrolégicos de platbé e baixio (Figura 4). Respondendo assim, a segunda pergunta. O
Vcmax € uma variavel operacional que quantifica a eficiéncia fotossintética das
plantas. E pode variar entre espécies e entre gradientes ambientais (Ali et al., 2015;
Smith et al., 2019). Além de sofrer influéncia de fatores ambientais, como por exemplo
disponibilidade de luz, agua, nutrientes do solo e temperatura (Taiz e Zeiger, 2017).
Desta forma, a hipotese de que pode existir variacdo de Vcmax para platd e baixio, foi

respondida mostrando que ndo apresentou diferenca nos individuos analisados. Uma
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explicacdo para isto € que as plantas que crescem em diferentes ambientes podem
ter desenvolvido adaptacbes especificas para otimizar a fotossintese de acordo com
as condicdes do local. Em alguns casos, essas adaptacdes podem resultar em taxas
semelhantes de Vcmax, independentemente do ambiente. Além disso, pode haver
uma variagdo intrinseca nas taxas de Vcmax entre individuos da mesma espécie,
independentemente do ambiente. Essa variagdo pode ser influenciada por fatores
genéticos, fisiolégicos e outros fatores ndo ambientais. No entanto, em relacdo a luz
disponivel entre os ambientes, 0 ajuste encontrado nas analises, para a variacao da
luz entre os ambientes hidrolégicos, foi possivel identificar que tanto a luz quanto o
ambiente sdo significativos. A luz € essencial para a fotossintese, e a quantidade de
luz que atinge uma folha tem fortes efeitos na sua atividade fotossintética (Lawson &
Blatt, 2014; Matthews, Vialet-Chabrand, & Lawson, 2018). Diante do exposto,
encontrei uma interacdo entre luz e capacidade fotossintética. Entre os individuos
analisados nos dois ambientes, ha um aumento do Vcmax de acordo com o aumento
de luz no baixio, quando comparado ao platé (Figura 5). Levando em consideracao
que os individuos sao de subosque, 0 aumento de Vcmax em resposta ao aumento
de luz no baixio reflete a capacidade adaptativa das plantas para otimizar a
fotossintese em condi¢cdes de maior luminosidade. A fotossintese € um processo que
converte luz solar em energia quimica, na forma de carboidratos (Taiz e Zeiger, 2017).
Quando ha mais luz disponivel, as plantas tém acesso a uma maior quantidade de
energia para realizar a fotossintese. Essa adaptacdo é fundamental para que as

plantas maximizem a producéo de energia e nutrientes em ambientes especificos.

A variacdo de solo e drenagem ao longo de um gradiente hidrologico pode
refletir em diferentes caracteristicas morfolégicas, anatbmicas e fisiolégicas das
plantas, como por exemplo na condutdncia estomatica, nas trocas gasosas
(Bittencourt et al., 2022) e no comprimento de veias foliares (VLA) (Sack e Scoffoni,
2013). Neste estudo, constatamos que o VLA nao apresenta diferenca entre
ambientes contrastantes de baixio e platd, e, portanto, ndo confirmamos as
expectativas tedricas de maior densidade de vencéo (VLA) em ambientes com menor
disponibilidade hidrica (Sack e Scoffoni, 2013) para o conjunto dos dados. Entretanto,
observamos uma tendéncia a um maior VLA nas espécies especialistas de plato,
quando comparado as especialistas de baixio (Figura 6A). Isso pode estar associado

ao fato das espécies especialistas de platd, caracterizadas por lencol freatico
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profundo e reducdo da disponibilidade hidrica na estacdo seca, tenderem a
apresentar estratégias conservadoras de aquisicdo de recursos hidricos. Podendo ser
uma adaptacao para lidar com condi¢cdes especificas de seca e limitacdo hidrica. A
densidade de venacado foliar desempenha um papel crucial nas estratégias de
adaptacao das plantas a diferentes ambientes (Sack e Scoffoni, 2013). Ao longo do
tempo, as espécies que desenvolvem uma maior densidade de venacdo foliar em
resposta as condi¢des especificas de lencol freatico profundo e estacao seca, podem
ter uma vantagem evolutiva, aumentando suas chances de sobrevivéncia e

reproducdo em tais ambientes.

A compreensdo da coordenacdo entre 0s tragcos anatdomico e fisioldégico
representados pela densidade de venacao, que é avaliada pelo comprimento de veias
por area (VLA) e a capacidade maxima de carboxilagdo da enzima Rubisco (Vcmax),
permite entender uma das bases anatdomicas do funcionamento da fotossintese
(Brodribb et al., 2005). Constatamos inicialmente que ha uma relagdo positiva entre
VLA e Vcmax, para o conjunto de individuos das espécies analisadas nos dois
ambientes (Figura 7), mas a relacdo s6 se mantém no baixio, quando os ambientes
sdo avaliados separadamente (Figura 8). Este resultado esta em desacordo com a
hipétese de que Vcmax aumenta com a densidade de venacdo nas espécies
localizadas em ambiente em que a agua pode ser um fator limitante (plat6). A relagcéo
entre a densidade de venacado foliar e as condicbes do baixio pode ser uma
manifestacdo da plasticidade das plantas em resposta ao ambiente local. Visto que
plantas que colonizam areas Umidas podem desenvolver uma estrutura de folha que
favorece o aumento da captura eficiente de luz para a fotossintese (Taiz e Zeiger,
2013). Uma justificativa para as plantas dos baixios estarem apresentando maior
Vcmax conforme aumenta a densidade de venacdo, pode ser pelas estratégias
eficientes na utilizacdo de nutrientes, mesmo que algumas apresentem o VLA menor
que as do platé. Isso pode envolver a alocagéo de nitrogénio de forma mais eficaz nas
estruturas necessarias para a fotossintese, como cloroplastos. O platd € o ambiente
com maior disponibilidade de nutrientes (Blonder et al., 2011). Entdo, para o baixio, a

razdo para maior VLA pode estar relacionado na captacao de nutrientes.
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5. Conclusao

A aplicacdo do método "one-point" proporciona vastas oportunidades para
compreender os padrdes ecologicos e o funcionamento de florestas, especialmente
para estimativas da atividade fotossintética (Vcmax) em individuos de espécies
encontradas em ambientes hidrolégicos contrastantes. No entanto, é crucial exercer
cautela para garantir o sucesso adequado do método.Quanto a presenca de luz nos
ambientes de baixio e platd, ocorre uma interacdo entre a luminosidade e a
capacidade fotossintética.

Em sintese, estabelecendo uma correlagdo entre os parametros de capacidade
fotossintética e densidade de venacdo, buscamos compreender as relacdes
morfolégicas e ecofisiologicas de espécies vinculadas a distintos ambientes
hidrolégicos. Ao analisar VLA entre as areas de baixio e platd, ndo observamos
diferencas significativas. No entanto, a partir desses resultados, podemos concluir que
existe uma interacdo entre a densidade de venacdo e o ambiente, exercendo

influéncia sobre o Vcmax.
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8. Anexos

O Jmax (taxa méaxima de transporte de elétrons, uma das variaveis
operacionais representativas da taxa fotossintética, junto com o Vcmax), também nao
apresentou diferenca entre os individuos de platd e baixio (p=0.56, Figura 9A), nem
entre as médias dos individuos de acordo com sua preferéncia de habitat (p=0.86;
R=0.012 e p=0.87, R=0.015; Figura 9B).
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Figura 9. Jmax (taxa maxima de transporte de elétrons) dos individuos localizadas
nos ambientes platd e baixio e suas respectivas preferéncias por habita. Os pontos na
cor vermelha indicam a média para cada ambiente. Os pontos em verde sdo 0S
outliers, (n total = 66).

A razao entre Jmax e Vcmax (um indicador da eficiéncia da conversédo de luz
em Carbono fixado), apresentou uma diferenca marginal nas médias dos individuos
localizados em ambientes de platd (p=0.05; R?=0.008, Figura 10).
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Figura 10. Razéo entre Jmax (taxa maxima de transporte de elétrons) e Vcmax
(capacidade maxima de carboxilagdo da enzima Rubisco) dos individuos localizados
nos ambientes hidrolégicos contrastantes (platd e baixio). Os pontos na cor vermelha
indicam a média para cada ambiente. Os pontos em verde sdo os outliers, (n total =
66).
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