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RESUMO GERAL

ALMEIDA, SABRINA EMANUELLA DA SILVA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, maio
de 2021. Resisténcia do xilema a seca ou retardo da dessecacio: determinantes da mortalidade vegetal
associada ao embolismo em espécies representativas da Amazonia. Orientadora: Dra. Fernanda dos Santos
Farnese. Coorientadores: Dr. Paulo E. Menezes Silva e Dr. Sebastido Carvalho V. Filho

A Amazonia ¢ a maior floresta tropical do mundo, com ampla diversidade de espécies endémicas e abriga
cerca de 7.000 espécies de arvores. No entanto, esse dominio brasileiro tem sofrido uma série de pressoes
ambientais que coloca em risco toda a sua biodiversidade, como desmatamento, incé€ndios e alteracdes
climaticas. Com efeito, aumento na mortalidade de arvores tem sido observado na Amazonia nos ultimos
anos devido a ocorréncia de secadas e, considerando que as espécies desse dominio evoluiram em um
ambiente com ampla disponibilidade hidrica ao longo de todo o ano, ¢ possivel que elas apresentem alta
sensibilidade a esses estresse, principalmente como consequéncia da ocorréncia de embolismo. O presente
estudo visou avaliar os principais determinantes da mortalidade vegetal em espécies representativas da
Amazonia, avaliando como o balango entre a tolerancia do xilema ao embolismo, a conservagédo e o acimulo
de agua influenciam no tempo para a mortalidade associada a falha hidraulica. Para isso, espécies do
dominio Amazonia foram obtidas em viveiro e cultivadas em casa de vegetagdo durante 4 meses, sendo
entdo utilizadas para determinacdo das trocas gasosas, vulnerabilidade do xilema ao embolismo, parametros
de conservacdo de agua (potencial hidrico de fechamento estomatico, transpiracdo até o fechamento
estomatico, transpiragdo residual nas folhas e na casca, caracterizag@o cuticular e estomatica) e pardmetros
de armazenamento de agua (contetido de agua no caule, na raiz e na folha, contetido de agua total, saldo
hidrico, caracteristicas da madeira e suculéncia foliar). Observou-se que as plantas analisadas apresentam
baixa tolerancia do xilema ao embolismo e que o balango entre tolerdncia do xilema, acimulo de agua e
conservagdo de agua foi essencial para retardar a falha hidraulica catastrofica associada a mortalidade. A
importancia relativa de cada fator, no entanto, variou de acordo com a espécie, sendo que o cacau, a planta
que demorou mais tempo para morrer, se distinguiu das demais por acumular mais agua e apresentar maior
margem de seguranga hidraulica. A dependéncia do acumulo de dgua para retardar a mortalidade, em
detrimento da tolerancia do xilema, pode refletir o ambiente onde essas espécies evoluiram. No entanto,
convém ressaltar que a 4gua acumulada consegue retardar a mortalidade apenas por um curto periodo de
tempo, de forma que os dados sugerem o risco de aumento na mortalidade dessas espécies caso os eventos
de seca se tornem mais constantes na regido Amazonica. Esses resultados tem grandes implicacdes para
programas de reflorestamento com plantas jovens e também para compreender a dindmica de regeneragdo

natural das florestas.

Palavras-chave: Transpiragdo residual; Acimulo de agua; Cavitagdo; Funcionamento estomatico;

Anatomia.



GENERAL ABSTRACT

ALMEIDA, SABRINA EMANUELLA DA SILVA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, maio
de 2021. Xylem resistance to drought or delayed desiccation: determinants of plant mortality associated
with embolism in representative species of Amazon Rainforest. Orientadora: Dra. Fernanda dos Santos
Farnese. Coorientadores: Dr. Paulo E. Menezes Silva e Dr. Sebastido Carvalho V. Filho

The Amazon Rainforest is the largest tropical forest in the world, with a wide diversity of endemic species
and home to around 7.000 species of trees. However, this Brazilian domain has suffered several
environmental pressures that put its entire biodiversity at risk, such as deforestation, fires, and climate
change. Increases in tree mortality have been observed in the Amazon in recent years due to the occurrence
of droughts. Considering that the species of this domain evolved in an environment with wide water
availability throughout the year, it is possible that they may present high sensitivity to drought, mainly as a
consequence of the occurrence of embolism. The present study aimed to evaluate the main determinants of
plant mortality in representative species of the Amazon Rainforest, evaluating how the balance between
xylem tolerance to embolism, and water conservation and accumulation determine the time for mortality
associated with hydraulic failure. For this, species from the Amazon domain were cultivated in a greenhouse
for 4 months, and then used to determine gas exchange, xylem vulnerability to embolism, water
conservation traits (water potential inducing stomatal closure, transpiration until stomatal closure, residual
transpiration in leaves and bark, cuticular and stomatal characterization) and water storage traits (stem, root
and leaf water content, total water content, water balance, wood characteristics, and leaf succulence). It was
observed that the analyzed plants have low xylem tolerance to embolism and that the balance between
xylem tolerance, water accumulation, and water conservation was essential to delay the catastrophic
hydraulic failure associated with drought-induced mortality. The relative importance of each factor,
however, varied according to the species, with cocoa, the plant that died last, distinguished from the others
by accumulating more water and presenting a greater hydraulic safety margin. This dependence on water
accumulation to delay mortality, at the expense of xylem tolerance, may reflect the environment in which
these species evolved. However, it should be noted that water accumulation can only delay mortality for a
short period of time. In this way, the data suggest that Amazon trees species will face a risk of increased
mortality if drought events become more frequent and intense. These results have major implications for
reforestation programs and also for understanding the natural regeneration dynamics of forests.

Keywords: Residual transpiration; Water accumulation; Cavitation; Stomata; Anatomy.
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1.INTRODUCAO

As florestas tropicais sdo importantes nucleos de biodiversidade mundiais e sdo componentes chave
do ciclo global de carbono. A Amazonia, que abriga quase 7.000 espécies de arvores, armazena cerca de
150-200 Pg de carbono e responde por aproximadamente 12% do sequestro de carbono da atmosfera, ¢
uma das maiores e mais importantes florestas tropicais do mundo (Gomes et al., 2019; Esquivel-Muelbert
et al., 2020). No entanto, apesar da sua importancia para a biodiversidade e para ciclos biogeoquimicos
mundiais, a Amazodnia tem sofrido uma série de pressdes ambientais que coloca em risco a conservagao
das espécies ¢ a estrutura do ecossistema, como desmatamento, incéndios e alteragdes climaticas (Brando
etal., 2020; Ellwanger et al., 2020; Staal et al., 2020). Este dominio vem sofrendo aumentos na mortalidade
de arvores nos ultimos anos, provavelmente como consequéncia da elevagdo da temperatura e da ocorréncia
cada vez mais frequente de secas (Hubau et al., 2020). E ¢ justamente a mortalidade, muito mais do que a
produtividade, que controla a distribui¢do espacial das espécies, impactando fortemente o sequestro de
carbono ao longo do tempo (Esquivel-Muelbert et al., 2020). O quadro de mortalidade vegetal na Amazonia
tende a se agravar nos proximos anos, uma vez que os modelos recentes de previsdes climaticas apontam
para redugdes de até 45% na precipitagdo desta regido até o fim do século (IPCC, 2014). Isso podera
ocasionar ondas de substitui¢do de espécies, visto que os episodios de secas tém causado perda gradual da
resiliéncia das florestas tropicais e mortalidade generalizada de arvores ao redor do globo (Choat et al.,

2018).

Os mecanismos fisioldgicos subjacentes a mortalidade de arvores induzida pela seca tém sido
estudados extensivamente visando reduzir a perda de biodiversidade e de servicos ecossistémicos
decorrentes dos eventos de restricdo hidrica cada vez mais frequentes (Choat et al., 2018; Aleixo et al.,
2019; Kono et al., 2019; Esquivel-Muelbert et al., 2020). Evidéncias recentes sugerem que a falha
hidraulica é provavelmente o principal determinante da morte vegetal durante episodios de déficit hidrico
(Choat et al., 2018; De Sousa et al., 2019; Cardoso et al., 2020). De fato, as plantas precisam continuamente
absorver e transportar agua através do xilema para repor a agua que foi perdida através da transpiragdo. A
reducdo na disponibilidade hidrica, no entanto, aumenta consideravelmente a tensdo nos vasos do xilema e,
quando essas tensdes excedem um limiar critico, pode ocorrer a nucleagdo de bolhas de ar com consequente
quebra da coluna d’agua (cavitagdo). Essas bolhas de ar se expandem rapidamente e bloqueiam o fluxo de
agua através do conduto (embolismo), limitando assim a capacidade de repor a agua perdida pelas
superficies transpirantes (Islam et al., 2019). O embolismo gera, portanto, um quadro de extrema
dessecacdo nos tecidos vegetais, podendo rapidamente evoluir para a morte da planta (Islam et al., 2019;
Kleinetal., 2019; Zhu et al., 2018).

Um dos parametros mais utilizados na determinag@o da vulnerabilidade ao embolismo ¢ o Psg. O
Psy consiste no valor de potencial hidrico no qual 50% da condutividade hidraulica ¢ perdida (Choatet al.,

2012; Trueba et al., 2017). Essa variavel tem sido apontada e comumente utilizada como um dos principais
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indices de mortalidade em comunidades vegetais submetidas a seca (Choat et al., 2012; Barigah et al., 2013;
Cardoso et al., 2020). Outros pardmetros importantes sdo o P2 e o Pss, 0s quais representam o ponto inicial
de entrada de ar nos vasos do xilema (P;2) e o ponto no qual o potencial hidrico ndo pode mais ser
recuperado em angiospermas, desencadeando a morte da planta (Pss) (Choat et al., 2013; Urli et al., 2013).
Em adicdo as propriedades hidraulicas do xilema, a margem de seguranca hidraulica também ¢ crucial para
entender a vulnerabilidade de uma comunidade vegetal a restri¢do hidrica, ja que indica o quio préximo
do Pso diferentes 6rgdos de uma planta operam, sendo que, quanto mais proximo de Pso, mais vulneravel é
o orgdo vegetal. Esse tipo de informagdo permite a otimizagdo de programas de manejo florestal,
principalmente porque boa parte das comunidades florestais operam em uma margem estreita de seguranca
hidraulica, sendo extremamente vulneraveis aos extremos climaticos (Choat et al., 2012).

Além dos aspectos relacionados diretamente com a vulnerabilidade do xilema ao embolismo, tragos
funcionais envolvidos na conservagdo de agua, por meio de redugdes na transpira¢do ou incrementos no
armazenamento hidrico nos tecidos, também influenciam o tempo desprendido até que as plantas atinjam
o potencial hidrico letal durante secas severas (Blackman et al., 2016; Choat et al., 2018). Nesse aspecto,
os estdmatos assumem papel central, uma vez que essas estruturas controlam a perda de agua através da
transpiracdo. Assim, uma das primeiras respostas das plantas ao estresse hidrico ¢ justamente o fechamento
estomatico, o que diminui consideravelmente a perda de dgua para a atmosfera e influéncia o grau de
hidratacdo vegetal. Ja foi sugerido, inclusive, que existe um limite de potencial hidrico no qual o
fechamento estomatico deve ocorrer para evitar a morte rapida em condic¢des de seca (Martin-StPaul et al.,
2017). Cabe ressaltar, no entanto, que mesmo apos o fechamento estomatico as plantas continuam perdendo
agua para a atmosfera, em maior ou em menor escala, através da cuticula e de estdmatos incompletamente
fechados (transpiragdo residual - greqfrres) (Machado et al., 2021) e através das lenticelas do caule
(condutancia da casca ao vapor d’agua - gpark). Estudos recentes demonstraram que a perda de dgua em
decorréncia de greafres (Machado et al., 2021) e gpark (Wolfe, 2020), embora representem uma pequena
fracdo da perda de dgua quando comparada aquela proveniente dos estomatos, pode impactar a
sobrevivéncia vegetal em condicdes de restri¢ao hidrica. Apesar disso, no entanto, essas caracteristicas sdo
consideravelmente menos estudadas do que a condutincia estomatica (gs) e o efeito integrado de greafres,
Zhark © gs sobre a morte de plantas durante a seca ou ainda ndo ¢ conhecido.

A dinamica de desidratacdo e morte dos tecidos vegetais durante o déficit hidrico também pode ser
influenciada pela capacidade de armazenamento de dgua no corpo da planta (Zieminska et al., 2020),
sobretudo quando os solos estao muito secos (Blackman et al., 2016; Choat et al, 2018). A d4gua armazenada
nas plantas pode contribuir para a dindmica de transporte de agua e, sobretudo, para evitar a falha hidraulica
em plantas sob restricdo hidrica, tamponando variagdes no potencial hidrico (Scholz et al., 2011). A

contribuicdo da dgua armazenada no caule para o balango hidrico didrio de uma arvore varia de 5 até 50%
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(Zieminska et al., 2020), podendo influenciar significativamente na sobrevivéncia das espécies (Blackman
etal., 2016). Folhas e raizes também podem agir como compartimentos de armazenamento de 4gua, embora
sejam substancialmente menos estudadas que o caule. No caso da folha, a 4gua pode ser armazenada na
epiderme, no mesofilo ou, ainda, em células especializadas e estd positivamente correlacionada com a
condutividade hidraulica da folha (Scholz et al., 2011). De forma similar, as raizes também podem
funcionar como fonte de recursos hidricos para o caule ¢ para a folha e, embora normalmente esse 6rgdo
seja negligenciado nos estudos a partir da premissa de que sua contribui¢do seria pequena em comparagao
com outros o6rgaos, em estudos realizados no Cerrado brasileiro observou-se que a quantidade de agua
armazenada pela raiz pode ser igual ou superior a encontrada no caule (Domec et al., 2009; Scholz et al.,
2007).

Tragos funcionais das plantas, como a transpiracao residual ou a capacidade de armazenar agua nos
tecidos, se correlacionam com o ambiente fisico onde essas espécies evoluiram e sdo importantes para
determinar a performance vegetal em condi¢cdes normais e em condicdes de estresse (Li et al., 2018). A
especificidade de determinados habitats cria um padrdo de conservantismo de caracteres como resultado
de um trade-off necessario para proteger fungdes vitais contra extremos ambientais (Crisp e Cook, 2012).
Existe, por exemplo, um trade-off entre caracteres hidraulicos que determinam o Pso e caracteristicas que
maximizam a aquisi¢do de carbono, sendo que espécies que crescem rapidamente, com altas taxas
fotossintéticas e alta condutividade hidraulica, tendem a apresentar alto geaf.res € Xilema mais susceptiveis
a falha hidraulica (Blackman et al., 2019; Machado et al., 2021). Plantas de ambientes muito secos, por
outro lado, tendem a investir recursos em um xilema mais tolerante ao embolismo. Dessa forma, tracos
funcionais que determinam a disponibilidade e o uso de agua pelas plantas influenciam fortemente a
distribuicdo de espécies ao longo de gradientes ambientais de disponibilidade hidrica (Li et al., 2018) e,
por isso, espera-se que eventos de mortalidade vegetal decorrentes da seca sejam mais intensos em florestas
tropicais umidas, nas quais a precipitacdo ocorre de forma mais abundante e mais constante ao longo de
todo 0 ano (Allen et al., 2017). Os diversos fatores envolvidos no tempo para a mortalidade vegetal sdo,
portanto, complexos e grande parte do nosso conhecimento provém da modelagem de dados, havendo
ainda a caréncia de evidéncias empiricas (McDowell et al., 2018).

Identificar os mecanismos e os tragos funcionais que determinam a sobrevivéncia de espécies
expostas ao déficit hidrico € essencial para compreender ¢ predizer o impacto das mudangas climaticas
sobre a biodiversidade vegetal. Apesar disso, no entanto, ainda ndo se conhece a extensdo com a qual a
combinagdo de fatores isolados, como a tolerdncia ao embolismo e a capacidade de armazenamento de
agua, influenciam de forma conjunta a mortalidade das plantas, sobretudo em dominios vegetacionais de
maior extensdo, como ¢ o caso da Amazodnia. Neste estudo, nds analisamos as conexdes gerais entre
armazenamento, conservacdo, transporte de agua e tolerancia ao embolismo e o seu impacto na
determinacdo do tempo para a morte vegetal, identificando caracteres fisiologicos e morfoanatdémicos
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subjacentes a cada um desses processos. Para isso, utilizamos espécies vegetais arboreas representativas da
Amazonia, tendo em vista tanto a maior vulnerabilidade potencial deste dominio as mudancas climaticas
quanto a sua importancia para a conservagdo da biodiversidade global. As espécies foram escolhidas com
base na sua distribuicao (restritas ao dominio Amazonia ou dominios com regimes hidricos semelhantes),
abundancia e relevancia ecologica e/ou economica. O estudo testou a hipotese de que caracteres envolvidos
com no armazenamento ¢ na conservagdo de dgua nos tecidos vegetais, como um fechamento estomatico
precoce e baixa transpiracao residual, seriam capazes tamponar alteracdes no potencial hidrico e, dessa

forma, retardar a morte vegetal, enquanto a tolerancia do xilema ao embolismo teria um efeito marginal.

2.0BJETIVOS
2.1. Gerais

Caracterizar os principais determinantes da mortalidade associada a falha hidraulica em espécies
arboreas nativas da Amazodnia, a fim de avaliar os potenciais riscos para protecdo, conservacao € manejo
das espécies analisadas (e de espécies com caracteristicas morfoanatdmicas e fisiologicas semelhantes)

advindos da seca.

2.2. Especificos
. Avaliar as trocas gasosas e as relagdes hidricas em espécies da flora da Amazodnia;
. Verificar a tolerancia a cavitagdo em cinco espécies da Amazonia, analisando o Psg, Pss e margem

de seguranca hidraulica;

. Caracterizar o impacto da respiragdo residual de folhas e caules sobre o tempo para falha hidraulica
letal em cinco espécies da Amazodnia;

. Analisar a influéncia do conteudo de agua no tempo para falha hidraulica letal em espécies
representativa da flora amazonica;

. Correlacionar a transpiragdo residual e o armazenamento de 4gua com caracteristicas

morfoanatomicas e fisiologicas das plantas.

3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no laboratério de Metabolismo Vegetal e
Ecotoxicologia do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia ¢ Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde
(17°48'18.33" de latitude sul e 50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m de altitude). Para a realizagdo do

experimento, foram utilizadas cinco espécies arboreas representativas da Amazonia, com cinco repeticdes
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cada (Tabela 1, Fig. 1). Todas as espécies utilizadas foram produzidas a partir de sementes coletadas na
mata nativa e todas ocorrem apenas no dominio Amazdnia, em fitofisionomias nas quais a agua ¢ abundante
ao longo de todo o ano (Flora do Brasil, 2020). A tnica exceg¢do foi o Theobroma cacao, que também ocorre
na Mata Atlantica, um bioma que tem caracteristicas semelhantes & Amazonia no que concerne a
precipitacdo. As espécies da Amazonia foram gentilmente doadas pelo viveiro florestal Cidadao localizado
na cidade Rolim de Moura - RO (Latitude: 11°43'48" Sul, Longitude: 61° 46' 47" Oeste). Para a preparagéo
do solo utilizou-se solo e areia ndo cultivada na propor¢ao de 3:1 (150 quilos (kg) de solo e 50 quilos (kg)
de area), contendo 10 quilos (kg) de substrato vegetal (Bioplant), 5 quilos (kg) de palha de arroz queimada,
em seguida, as mudas foram selecionadas de acordo com a idade e tamanho e transplantadas para vasos
com capacidade de com 6 litros e adubadas de acordo com a andlise de solo e laudo de recomendagdo. Os
vasos contendo as mudas permaneceram em casa de vegetagao coberta com sombrite de 50% de incidéncia
solar. As plantas foram irrigadas diariamente para que o solo fosse mantido em capacidade de campo por

um periodo de 120 dias (quatro meses). As plantas foram entdo utilizadas nas analises descritas a seguir.

Tabela 1 — Lista de espécies da utilizadas no estudo.

Nome . Dominios
Nome cientifico . .
popular Fitogeograficos
Andiroba Carapa guianensis Amazonia
Amazonia e Mata
Cacau Theobroma cacao o
atlantica
Theobroma e
Cupuagu . Amazonia
grandiflorum
Itatiba Mezilaurus itauba Amazonia
Seringueira  Hevea brasiliensis Amazonia
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Figura 1 — Espécies nativas do dominio Amazdnica sob condicdes irrigadas. Carapa guianensis (A);
Theobroma cacao (B); Theobroma grandiflorum (C); Mezilaurus itauba (D); Hevea brasiliensis (E); Mudas
no saquinho casa de vegetacdo (F); Preparagdo do solo (G); Espécies na casa de vegetagdo com sombrite
de 50% de incidéncia solar (H).

16



3.1. Trocas Gasosas
A taxa fotossintética liquida de carbono (4, pmol'm2s™!), a condutincia estomatica (gs,
mmol'm >s') e a taxa transpiratoria (£, mmol'm >:s ') foram determinadas em sistema aberto, sob luz
saturante (1.000 umol m™ s ') e pressdo parcial de CO2 de 40 Pa. As andlises foram realizadas entre as
08:00 e 11:00 horas da manha, em plantas irrigadas e mantidas em capacidade de campo. Foi utilizado
um analisador de gases a infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., 610 Nebraska, EUA), equipado com uma

fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6400-02B, 611 LI-COR).

3.2. Condutividade hidraulica da planta (Kpiunr)

A condutividade hidraulica da planta foi avaliada em plantas mantidas em 100% de capacidade de
campo, seguindo a metodologia proposta por Stiller et al., (2003). Para isso, a transpiragdo diaria (Eq) foi
calculada nas plantas pelo método gravimétrico (Silva et al., 2013) e, em seguida, dividida pelo gradiente
entre o potencial hidrico do solo e o potencial hidrico da folha, de acordo com a férmula abaixo:

Kplam =Eq/ (“Psolo - “Pfolha)

3.3. Determinacao da tolerancia a cavitacio, avaliacio da dinimica de fechamento estomatico e da
perda de agua associada ao processo

Para determinagdo da cavitacdo e da dinamica de fechamento estomatico durante o processo de
desidratacdo foliar, plantas de cada espécie foram retiradas do solo, tiveram suas raizes lavadas e foram
entdo colocadas em bancada, a fim de simular dessecagdo gradual causada por eventos de restricao hidrica.
O caule cada planta foi monitorada continuamente para verificar a ocorréncia de cavitacdo seguindo o
método de transmiss@o da luz Optica, proposto por Brodribb et al. (2016). Nesse método, a cavitacdo ¢é
detectada pelo monitoramento de alteracdes na transmissdo de luz através dos vasos do xilema, através da
utilizacdo de CaviCams. Foram retiradas uma foto a cada 4 minutos durante 7 dias, a fim de permitir a
visualizacdo dos eventos de cavitacdo em tempo real nos vasos do xilema durante a desidratacdo da planta.
As imagens obtidas através da Cavicam (aproximadamente 5.000 fotos por espécie) foram processadas ¢
analisadas usando o programa Image J e utilizadas para a determinacao do Ps, Pss ¢ do tempo desprendido
até que cada planta atingisse o Pss (TPgs0) (Brodribb et al. 2017).

Concomitantemente com a analise da cavita¢do, a condutancia estomatica ¢ a transpiragdo foliar
foram monitoradas desde o inicio da retirada da planta do solo até o completo fechamento estomatico,
utilizando-se um Analisador de Gases a Infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., 610 Nebraska, EUA), A
primeira medida da condutancia estomatica foi feita antes da planta ser exposta ao processo de dessecagao
na bancada e o valor obtido foi considerado como a condutividade estomatica maxima. Em seguida, a

condutividade estomatica e o potencial hidrico foram monitorados continuamente até que os estomatos
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estivessem completamente fechados. Dessa forma foi possivel estabelecer uma relagdo entre o tempo gasto
para o completo fechamento estomatico e o inicio da cavitacdo. A transpiracdo também foi acompanhada
desde o inicio da desidratacdo até o completo fechamento estomatico e, posteriormente, foi normalizada
pela area foliar total da planta, a fim de determinar a quantidade de agua desprendida pela copa até o
fechamento estomatico. A area foliar total foi calculada por meio da medida de cada folha individualmente,
segundo proposto por Pereira et al. (2009).

A diferenga entre o potencial hidrico no qual ocorreu o fechamento estomatico e o Psy foi definido
como a margem de seguranga hidraulica (MSHso) e a diferencga entre o potencial hidrico no qual ocorreu o
fechamento estomatico e o Pss foi definido como a margem de seguranca hidraulica para mortalidade

(MSHss), segundo proposto por Martin-StPaul et al. (2017).

3.4. Determinacio dos vazamentos de agua apos o fechamento estomatico e dos caracteres anatomicos
associados ao processo
3.4.1. Transpiracdo residual da folha (gieaf-res)

Para determinagdo a transpiracdo residual da folha (gieqfres) fo1 avaliado a espessura foliar e em
seguida, uma pequena por¢ao da regido do peciolo foi colocada em parafina derretida. Posteriormente, as
folhas foram colocadas em sacos (zip-lock) € permaneceram em ambiente escuro por 2 horas para garantir
o total fechamento estomatico. Em seguida, foram removidas dos sacos plasticos, e colocadas em bandejas
de aluminio. A cera de parafina foi utilizada para fechar regido do peciolo das folhas, afim de permitir a
transpiracdo minima apenas através da cuticula. A cada 5 minutos o material foi pesado em balanca de
precisdo, onde a perda de agua das folhas foi medida constantemente até atingir gleqtres. Além disso, a
temperatura foi registrada durante as medic¢des e os dados foram tabulados até chegar a linearidade de
todas as medigdes. As pesagens foram interrompidas apds a obtencdo de pelo menos 3 pontos lineares

(Brodribb et al., 2014). Os valores obtidos para geqf.res foram normalizados pela area foliar total da planta.

3.4.2. Transpiragao residual do caule (gpark)

As taxas de transpiracdo residual em caules (gsa«) foi determinada através do monitoramento da perda
de agua nesses orgaos. Para isso, foram retirados 4 fragmentos do caule em diferentes regides ao longo de
todo o caule, em seguida foi adicionada parafina derretida em ambas as extremidades para evitar a perda
de agua. Os fragmentos foram entdo colocados em BOD com temperatura e umidade constantes (25° graus
e 30%, respectivamente). Posteriormente, os fragmentos foram pesados em intervalos de tempo regulares
(a cada 20 min). O tempo e os pesos foram anotados constantemente até a perda de peso ficar linear. Os

valores obtidos para grark foram normalizados pela area total de casca das plantas.
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3.4.3. Determinagdo da espessura da cuticula

Para a determinacdo da espessura da cuticula foi feito um corte transversal da nervura central do
limbo foliar utilizando um micrétomo de mesa. Em seguida, os cortes foram retirados de cada amostra e
colocados em frascos contendo solugdo de hipoclorito de sodio a 30% (agua sanitaria). Apds o0 processo
de clarificacdo o material foi lavado em 4gua destilada e em seguida, foi utilizado o corante Sudan III
(para coloragdo de compostos lipidicos). Apds a coloragdo, os cortes anatomicos foram fotografados
utilizando o fotomicroscopio na objetiva de 100 pm. Afim, de evitar as medi¢cdes da nervura central mais
grossa, a espessura da cuticula adaxial (EC sdaxiar) € abaxial (EC spaxiar) foram medidas em varios pontos
diferentes a longa nervura central do limbo foliar, para fazer as medi¢des utilizou-se como auxilio o
software ImagelJ. A espessura da cuticula total (EC 1), foi expressa utilizado os valores das médias entre

as espécies (Gotsch et al., 2010).

3.4.4. Caracterizacdo estomdtica
A técnica de impressdo da epiderme foi utilizada para determinar a densidade estomadtica e o
tamanho dos estomatos (McDonald, 1977). As impressdes epidérmicas das folhas foram realizadas
aplicando-se cola instantinea (Super Bonder®) em laminas e pressionando ambas as faces da epiderme
contra a cola por alguns instantes. Em seguida, as laminas foram fotografadas utilizando-se o
fotomicroscopio nas objetivas de 100 e 200 pm. Posteriormente, a medi¢do da densidade estomatica e

tamanho dos estomatos foram analisadas utilizando-se o software ImagelJ.

3.5. Acumulo de agua pelas plantas e avaliacio de caracteres funcionais da madeira e das folhas
3.5.1 Conteudo de agua na copa, na raiz e no caule
O conteudo de agua nas folhas, no caule e na raiz foram calculados pela diferenga entre a massa

fresca e a massa seca de cada 6rgdo, normalizados pela area de cada um.

3.5.2. Densidade da madeira

Para determinar a densidade da madeira (Dmadeira) utilizou-se o método de deslocamento de
agua, com isso a densidade foi calculada através da estimativa do peso fresco e do volume final do tecido.
Para isso, trés segmentos terminais do caule foram cortados e medidos com auxilio de uma fita métrica o
comprimento do caule e o didmetro de suas duas extremidades. Uma navalha foi utilizada para separar a
porgdo porgdes externa e interna da casca e medula, posteriormente esse material foi pesado com o auxilio
de uma balanga de precisdo para obtencao do peso fresco do caule e casca. Desse modo, o volume final
do caule foi estimado mergulhando um dos fragmentos do caule em uma proveta com agua destilada
apoiada em balanca digital de precisdao (= 0,0001 g), por cerca de 10 segundos, onde o mesmo

procedimento foi utilizado para a casca. Em seguida, as amostras foram secas em uma estufa com 70°C
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até a obteng@o de peso constante, por um periodo de 48 horas, assim a densidade da madeira (Dmadeira)
foi calculada através da massa seca do tecido/volume do tecido com o uso da seguinte formula: D = massa

seca do caule/volume do caule (Bucci et al., 2012; Bucci et al., 2013; Silva et al., 2013).

3.5.3 Densidade, perimetro e tamanho dos vasos do xilema

Para caracterizagdo da estrutura macroscopica da madeira as amostras foram cortadas em blocos
circulares de aproximadamente 2 cm de comprimento e preservadas em alcool etilico 70% antes dos
cortes. Posteriormente, as amostras foram preparadas no micrétomo de acordo com o tamanho da
madeira e cortadas nos planos (transversais) ou divididas (radial e tangencial) de blocos circulares, assim
representando trés planos: transversal, radial e tangencial para cada amostra. Em seguida, os cortes
histologicos foram colocados em dgua com glicerina por varias horas, para amolecimento do tecido, em
seguida as amostras passaram por clarificagdo e colora¢do usando o corante azul de toluidina, apds a
coloracdo e desidratacdo os cortes foram montados entre ldmina e laminula em balsamo de Canada.
Depois de preparar laminas permanentes, as imagens foram obtidas utilizando o fotomicroscopio. Em
seguida, para a caracterizacdo da madeira foi avaliado a quantidade de vasos xilematicos por area
quadrada e o perimetro de cada vaso xilematico na objetiva de 100 um e 200 pm respetivamente, ambas

as analises foram analisadas utilizando o programa ImageJ (Johansem, 1940; Ghimire et al., 2020).

Para analisar o tamanho dos vasos do xilema utilizou-se a técnica de maceragdo da madeira seguiu
Franklin (1945), conforme modificada por Kraus e Arduin (1997), onde pequenos fragmentos de madeira
foram retirados de cada amostra e colocados em frascos contendo uma solu¢do macerante de acidoacético
glacial e peroxido de hidrogénio (1:1) recém preparada. Os frascos foram entdo lacrados e colocados em
estufa a 60 ° C por 24 horas, ou até a completa dissociacdo das células. Em seguida, quando o material
ficou semitransparente foi entdo lavado em agua destilada, corado com Safranin a 1% (diluida em alcool
etilico 50%) por 24 horas e montado em laminas semipermanentes com glicerina 50%. A analise
quantitativa foi realizada com 20 laminas por individuo, para analisar o tamanho dos elementos de vasos
no total foram fotografados 90 elementos de vasos por espécie utilizando o fotomicroscopio na objetiva
de 100 um, tamanho dos elementos de vasos do xilema foram determinadas com a auxilio do software

Image].

3.5.4 Determinacdo da suculéncia da folha
Para determinag@o da suculéncia foliar, 5 folhas totalmente expandida de cada espécie foram
coletadas e imediatamente, acondicionada em saco plastico tipo “zip-lock”. Apo6s a coleta as folhas foram
hidratadas em baixa temperatura durante 24 horas na placa de reidratacdo foliar. Apos esse processo, o
peciolo das folhas foi cortado para obtengdo da massa foliar tirgida (MFT) é pesado com o auxilio de
uma balanca de precisdo. Posteriormente, as folhas foram fotografadas para determinacdo da area foliar
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usando o software (Imagel) e colocadas na estufa por 60 ° C por 24 horas até a obtengdo da massa seca
constante. A relagdo entre massa tirgida, massa seca e area foliar foram utilizadas para determinar a
suculéncia foliar (Rayner et al., 2016). Em seguida, a suculéncia foi calculada empregando-se a seguinte

formula:

Suculéncia foliar (g. m?) = massa trgida (g) — massa seca (g)

Area foliar (m?)

3.5.5 Anadlise Estatistica
Os parametros obtidos foram submetidos a analise de residuos pelo teste de Shapiro-Wilk
(normalidade, o = 0,05) e Bartlett (homogeneidade). Em seguida, os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste SNK (Student Newman Keuls) a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SISVAR 5.6

(DEX/UFLA).

4. RESULTADOS

4.1 Trocas gasosas

Em condigdes bem irrigadas Carapa guianensis ¢ Hevea brasiliensis apresentaram as maiores

taxas de assimilacdo liquida de carbono (4) (Fig. 2A). Essa maior fixacdo de carbono foi consequéncia da
maior g e resultou em uma maior taxa transpiratoria (Fig. 2B e C). Theobroma grandiflorum, Theobroma
cacao e Mezilaurus itauba obtiveram baixas taxas de assimilacdo liquida de carbono e transpiratorias, e
menores valores de g observados no 7. cacao e na M. itauba. Em relagdo a condutividade hidraulica do

solo até as folhas (Kpian), apenas o T. grandiflorum e M. itauba apresentaram baixos valores, o que pode

ser um reflexo da menor taxa fotossintética nessas espécies (Fig. 2D).
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Figura 2 -Taxa de assimilagdo de carbono (4) (A), Condutancia estomatica (gs) (B), Taxa transpiratoria
(E) (C) e Condutividade hidraulica da planta (Kpun) nas espécies Carapa guianensis (barra verde),
Theobroma grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea brasiliensis (barra
azul) e Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo o
SNK (P <0,05).

4.2 Vulnerabilidade do xilema, conservacio de dgua e a mortalidade vegetal

Embora 7. cacao e M. itauba tenham apresentado os menores valores de g; (Fig. 2C), apenas os
estomatos de 7. cacao apresentaram sensibilidade elevada a seca, com o completo fechamento estomatico
ocorrendo em Wwgso = - 0.8 MP (Fig. 3A). Para as demais espécies o fechamento estomatico ocorreu apenas
em potenciais hidricos mais negativos, sendo o menor valor observado no 7. grandiflorum. E interessante
observar, no entanto, que os estomatos do 7. cacao ndo foram os primeiros a se fecharem, sendo que os
estomatos da M. itauba se fecharam de forma mais rapida (Fig. 3B). Dessa forma, o fechamento estomatico
em um potencial hidrico mais positivo ndo foi suficiente para impedir a perda de agua pelo 7. cacao. Com
efeito, o tempo desprendido até o completo fechamento estomatico, associado com a area foliar total (Fig.
3C), resultou em diferentes taxas de transpiragcdo até que gy fosse atingida (Egs700-¢50), COM 0s maiores

valores sendo observados para C. guianensis, T. cacao e T. grandiflorum (Fig. 3D).

Visando avaliar a influéncia do comportamento estomatico na mortalidade vegetal, os autores
acompanharam, concomitantemente com o fechamento estomatico, a ocorréncia de embolismo no caule

das plantas. Foi possivel constatar que, com excecdo da M. itauba, que foi mais vulneravel ao embolismo,
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as demais espécies ndo diferiram entre si em relacdo a tolerancia do xilema a seca (Fig. 4A e B), de forma
que o fechamento estomatico precoce foi responsavel pela maior MSHso e MSHss no 7. cacao (Fig. 4C e
D). O tempo até que a planta atingisse a falha hidraulica catastréfica, por sua vez, variou entre as espécies,

sendo maior para o 7. cacao, seguido pela C. guianensis (Fig. 4E).

Uma vez que Wwgso no 7. cacao apresentou valores mais positivos do que o de outras espécies, mas
o total de agua perdida através da transpiragdo até o fechamento estomatico foi maior, os autores analisaram
se outros mecanismos de perda de 4dgua teriam impacto no tempo desprendido até a mortalidade vegetal.
Em relac@o a gieafres, 0 T. cacao apresentou valores intermediarios em relacdo as demais espécies avaliadas,
sendo os maiores valores observados na C. guianensis e os menores para M. itauba (Fig. 5A), enquanto o
grark ndo foi diferente em nenhuma das espécies (Fig. 5B). O vazamento total, que consiste na soma das 3
principais fontes de perda de agua na planta (Egs100-g50 + Qieaf-res + gbark) fo1 maior na C. guianensis € menor
na M. itauba, com T. cacao, T. grandiflorum e H. brasiliensis apresentando valores intermediarios (Fig.

5C).
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Figura 3 - Potencial hidrico (-MPa) no qual ocorreu o fechamento estoméatico (¥yegs0) (A), Tempo
para atingir o fechamento estomatico (TPgso) (B), Area foliar total (AFT) (C) e Transpiragdo total até
o fechamento estomatico (E gs100-¢ 50) (D) nas espécies Carapa guianensis (barra verde), Theobroma
grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea brasiliensis (barra azul) e

Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo o SNK
(P=<0,05).
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Figura 4 - Potencial hidrico (-MPa) no qual as plantas perderam 50% da sua condutividade hidraulica (P50)
(A), Potencial hidrico (-MPa) no qual as plantas perderam 88% da sua condutividade hidraulica (P88) (B),
Margem de segurang¢a hidraulica até atingir o P50 (MSHso) (C), Margem de seguranga hidraulica para
mortalidade (MSHss) (D), e Tempo para atingir a falha hidraulica letal (TPss) (E) nas espécies Carapa
guianensis (barra verde), Theobroma grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela),
Hevea brasiliensis (barra azul) e Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo o SNK (P < 0,05).

24



-2
“

€ papns (MMolm )

.2)

-

»

— &

€ parc (MMolm

Cguianensis Tgrandiflorum  Teacao  Hbrasiliensis M itauba

C.guianensis Tgrandifloum Tcacao  Hbrasiliensis M. itauba

C
80 -

-2
)
3
L
(Y
=

—

40

Vaz . Total (mol m

Lo

0 T T T —
C.guaanensis Tgrandifiorum  Tcacao  Hbrasiiensis M wauba

Figura 5 - Transpiragdo residual da folha (gieatres) (A), Transpiragdo residual do caule (geax) (B) €
vazamento total (Vaz. total) (C) nas espécies Carapa guianensis (barra verde), Theobroma grandiflorum
(barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea brasiliensis (barra azul) e Mezilaurus itauba
(barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo o SNK (P < 0,05).

4.3 Caracterizacdo cuticular e estomdtica

Os parametros subjacentes a gleaf-res foram avaliados através da caracterizacdo da cuticula e dos
estomatos de cada uma das espécies aqui estudadas. Em relagdo a densidade estomatica, os menores valores
foram apresentados por M. itauba e H. brasiliensis, seguidas por C. guianensis, T. cacao e T. grandiflorum
(Fig 6A). O tamanho dos estdomatos, por sua vez, foi maior para a C. guianensis € menor no 7. cacao € no
T. grandiflorum, enquanto M. itauba e H. brasiliensis apresentaram valores intermediarios (Fig. 6B). A
espessura da cuticula variou consideravelmente dependendo da face foliar avaliada (Fig. 6C e D) e a maior

espessura total foi observada para M. itauba e C. guianensis (Fig. 6E).
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Figura 6 — Densidade estomatica (A), Tamanho dos estdmatos (B), Espessura da cuticula abaxial (C),
Espessura da cuticula adaxial (D) e Espessura da cuticula Total (E), nas espécies Carapa guianensis (barra
verde), Theobroma grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea brasiliensis
(barra azul) e Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
o SNK (P <0,05).

4.4 Acumulo de dgua pelas plantas

Os autores avaliaram se o conteudo de agua armazenado na copa (CACO, Fig. 7A), na raiz (CAR,
Fig. 7B) e no caule (CAC, Fig. 7C) foram diferentes entre as espécies. Enquanto C. guianensis apresentou
maior CACO, o T. cacao acumulou mais dgua no caule e na raiz, apresentando, por conseguinte, maior
acumulo de agua total (CAT, Fig 7D). Os menores valores de CAT foram observados na H. brasiliensis e M.
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itauba. A fim de determinar o balanco de 4gua nas plantas durante a desidratacdo, os autores calcularam o
saldo de agua total (SAT) e o saldo de 4gua no caule (SAC), aqui definidos, respectivamente, como a razao
entre 0 CAT e o vazamento total ((CAT/(Egs100-gs0 + Qieafres + goark)) € a razdo entre CAC e o vazamento
total (CAC/(Egs100-gs0 + Qieatres T Eoark). O caule foi isolado por ser o 6rgao que mais contribuiu com o CAT
e 0 6rgao mais comumente apontado na literatura como sendo importante para liberar 4gua para o restante
da planta T. cacao e M. itauba apresentaram os maiores valores de SAT, enquanto o maior SAC foi
observado apenas no 7. cacao (Fig. 7E e F).
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Figura 7 - Contetido de 4gua na copa (CACO) (A), naraiz (CAR) (B), no caule (CAC) (C), Contetido de dgua total
(CAT) (D), Saldo de agua total (SAT) (E) e Saldo de agua caule (SAT) (F) nas espécies Carapa guianensis
(barra verde), Theobroma grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea
brasiliensis (barra azul) e Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo o SNK (P <0,05).
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4.5 Determinantes do acumulo de dgua nas folhas e no caule

Caracteres das folhas e dos caules foram avaliados a fim de verificar a sua influéncia sobre a
quantidade de 4gua acumulada pelas espécies. Em relagdo ao caule, observou-se que o 7. cacao apresentou
a menor densidade da madeira, enquanto os maiores valores foram observados na M. itauba e na H.
brasiliensis (Fig. 8A). As caracteristicas anatOmicas da madeira variaram bastante entre as espécies
avaliadas, com a menor densidade de vasos na H. brasiliensis, seguida por T. cacao e M. itauba (Fig 8B).
Em relag@o ao comprimento e ao didmetro dos vasos (Fig. 8C e D), os maiores valores foram apresentados
pela H. brasiliensis. A suculéncia foliar, por outro lado, foi consideravelmente maior na C. guianensis,

enquanto o 7. cacao apresentou a menor suculéncia (Fig. 8E).
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Figura 8 - Densidade da madeira (A), Densidade do xilema (B), tamanho dos vasos do xilema (C), e
Perimetro dos vasos do xilema (D), Suculéncia foliar (E) nas espécies Carapa guianensis (barra verde),
Theobroma grandiflorum (barra marrom), Theobroma cacao (barra amarela), Hevea brasiliensis (barra
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azul) e Mezilaurus itauba (barra laranja). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo o
SNK (P <0,05).

y W Y %
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Figura 9 — Macerado de material caulinar apresentando fibras e vasos das espécies Carapa guianensis (A),
Theobroma grandiflorum (B), Theobroma cacao (C), Mezilaurus itauba (D), Hevea brasiliensis (E), Barra
de escala: 200 um e 100 pm.
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Hevea brasiliensis (1-]), Barra de escala: 200 um e 100 um.

5. DISCUSSAO

Diferentes modelos de mudangas climaticas preveem redug@o na precipitacao nas proximas décadas
em praticamente todo o territorio brasileiro, incluindo habitats que hoje apresentam alta pluviosidade, como
¢ o caso da Amazonia (Gomes et al., 2019). Caso essas previsdes se concretizem, a redugdo na precipitacdo
ird gerar um incremento sem precedentes na frequéncia e na intensidade de eventos de seca, o que pode
ocasionar a perda da resiliéncia do ecossistema e a substituicdo de espécies vegetais. Sendo o embolismo
um dos principais determinante da morte de espécies florestais expostas a seca (Choat et al., 2012) e diversos
autores tém se baseado na vulnerabilidade do xilema a cavitagao para predizer o grau de tolerancia de 6érgaos
vegetais ao déficit hidrico (Hochberg et al., 2017; Johnson et al., 2018; Cardoso et al., 2020). Neste estudo
nos avaliamos caracteres morfoanatdmicos e fisioldgicos que determinam o acimulo e a conservagao de
agua em cinco espécies da Amazdnia, bem como a vulnerabilidade do xilema ao embolismo e o tempo para
a mortalidade associada a falha hidraulica, objetivando fornecer uma visdo mais abrangente dos principais
determinantes da mortalidade vegetal. As espécies avaliadas apresentaram diferengas na tolerancia ao
embolismo e diferentes estratégias de armazenamento e conservacgdo de agua, o que culminou em variagdes
no tempo de desidratag@o decorrido até que cada espécie atingisse potenciais hidricos potencialmente letais.
Os resultados observados provavelmente tém correlagdo com o ambiente onde as espécies evoluiram e tem

grandes implicagdes no atual cendrio de alteracdes nos padrdes de precipitagao.

Fotossintese versus transpiracio: diferentes estratégias do uso da 4gua em plantas da Amazonia e

sua relacdo com a sensibilidade estomatica a desidrataciao

Plantas terrestres enfrentam constantemente um dilema entre a produg¢do de carboidrato ¢ a
manutengdo da hidratacdo dos tecidos vegetais, sendo os estdmatos essenciais na regulacdo dos dois
processos. Com efeito, os estdbmatos atuam como uma valvula que regula as trocas gasosas entre a folha e
a atmosfera, desempenhando um balango entre o fluxo de CO» para atividade fotossintética e a saida de
vapor d’agua durante a transpiracdo (Daszkowska-Golec e Szarejko, 2013). Dentre as plantas analisadas,
Carapa guianensis ¢ Hevea brasiliensis apresentaram as maiores taxas fotossintéticas e, conforme
esperado, apresentaram também maior gs (Fig. 2A-B), com consequentes altas taxas transpiratorias (Fig.
2C). Diversos estudos ja demonstraram que as taxas de gs e, consequentemente, de fotossintese, estdo
diretamente relacionadas com a capacidade de uma planta em transportar dgua das raizes até os tecidos
transpirantes, existindo uma correlacdo entre a condutividade hidraulica da planta ou da folha e as trocas
gasosas (Blackman et al., 2019; Siddiq et al., 2019; Zhu et al., 2021). Esse balango entre fotossintese e

transporte de agua mostrou-se parcialmente verdadeiro nesse trabalho, uma vez que, embora as plantas com
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maior assimila¢do liquida de carbono Hevea brasiliensis ¢ Carapa guianensis tenham efetivamente
apresentado maior Kpians, 0 Theobroma cacao também apresentou altas taxas de condutividade hidraulica,
a despeito da baixa assimilacdo de carbono e gs (Fig. 2D). J& foi observado que algumas plantas nao
apresentam correlacdo entre a condutividade hidraulica da folha e a fotossintese, sugerindo que algumas
espécies apresentam maior suprimento hidraulico do que € necessario para a assimilacdo de carbono (Yao
et al., 2020). Essa estratégia pode auxiliar a sobrevivéncia das plantas em condi¢des de privagado hidrica,
permitindo, por exemplo, que a planta se recupere rapidamente com eficiente transporte de agua apoés
eventos de seca ou permitindo transporte de agua de tecidos de armazenamento para as superficies

transpirantes, evitando assim a ocorréncia de embolismo.

O fechamento estomatico precoce, quando o potencial hidrico ainda esta alto, tem sido apontado
como uma estratégia importante para prevenir o desenvolvimento de tensdes muito negativas no xilema,
evitando assim a ocorréncia de cavitagdo. E interessante observar que Theobroma cacao foi uma das
espécies que apresentou menor gs em condicdes irrigadas e, quando exposta a desidratagdo, apresentou
também maior sensibilidade estomadtica, aqui definida como o potencial hidrico no qual o fechamento
estomatico ocorreu completamente (Wwgso = - 0.8 MP, Fig. 3A). Com efeito, Martin-StPaul et al. (2017)
observaram, por meio da modelagem de dados, que quando o fechamento estomatico ocorre precocemente,
antes da ocorréncia de embolismo em maior escala (Wwgo = Wi2), o tempo médio de sobrevivéncia das
plantas aumenta de forma substancial. Cabe ressaltar, no entanto, que embora o Wyweso tenha sido mais
positivo em 7. cacao do que nas outras espécies, o tempo decorrido desde o inicio da desidratacdo até o
completo fechamento estomatico foi maior em 7. cacao do que nas espécies Mezilaurus itauba ¢ Hevea
brasiliensis (Fig. 3B). Esse fator, associado a maior area foliar que ¢ caracteristica da espécie, resultou em
maior perda de dgua pelos estdmatos em 7. cacao até que Wwgso fosse atingido (Egs100-g50, Fig. 3D). Padrao
oposto foi apresentado M. itauba tanto o tempo para o fechamento estomatico quanto FEgsi00-gs0 foram
consideravelmente menores nessa espécie quando comparadas com 7. cacao e, mesmo assim, WPwgso foi
mais negativo. Essas observagodes, aparentemente contraintuitivas, levantam duas questdes principais, as
quais tentaremos responder nas secdes subsequentes: i) a maior sensibilidade estomatica de 7. cacao teve
algum efeito para retardar a falha hidraulica letal, visto que a maior sensibilidade nao resultou em menor
perda de agua? E ij) como a planta conseguiu manter maior potencial hidrico se a perda de agua foi maior

do que em outras espécies?

A maior sensibilidade estomatica é capaz de retardar a ocorréncia de falha hidraulica letal?

Visando avaliar se a maior sensibilidade do estdmato de 7. cacao foi eficaz em retardar a morte
desencadeada por falha hidraulica, os autores acompanharam, concomitantemente com o fechamento

estomatico, a ocorréncia embolismo no caule das plantas. Foi possivel constatar que, embora a maioria das
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espécies com excecdo da M. itauba ndo diferissem entre si em relagdo a tolerancia do xilema a seca (Fig.
4A e B), o fechamento estomatico precoce foi responsavel pela maior MSHgs em 7. cacao (Fig. 4D), planta
que também apresentou o maior tempo gasto para atingir Pss (Fig. 4E); M. itauba, por outro lado, embora
apresentasse Pgs mais positivo, ndo diferiu em relagdo ao tempo para a mortalidade em relagdo a H.
brasiliensis ou T. grandiflorum. Esses resultados refor¢am a observacao feita por Martin-StPaul et al. (2017)
de que a resisténcia ao embolismo per se tem apenas um impacto marginal na sobrevivéncia em condi¢des
de seca, sendo insuficiente para aumentar a sobrevivéncia a menos que venha acompanhada de outros
fatores, como um fechamento estomatico precoce (Martin-StPaul et al., 2017). Dessa forma, embora os
parametros de Pso e Pss sejam importantes para caracterizar a ocorréncia de embolismo, isoladamente eles
ndo sdo eficazes para predizer quando a falha hidraulica ird ocorrer e, portanto, devem ser utilizados em

conjunto com outros tragos funcionais.

Para todas as espécies, com excecdo da M. itauba, o Wwgso foi muito superior ao Psg, reforcando os
resultados encontrados por outros estudos que mostram que o completo fechamento estomatico ocorre
muito antes do surgimento de embolismo no xilema (Brodribb et al., 2013; Hochberg et al., 2017; Choat et
al., 2018; Creek et al., 2020). Dessa forma, ndo ha nenhuma incongruéncia na observacdo de que o 7. cacao
foi a planta que demorou maior periodo para fechar os estomatos e, ainda assim, manteve baixos niveis de
embolismo por varias horas apés o inicio da desidratagdo. E curioso, no entanto, o fato de que essa espécie
conseguiu manter um potencial hidrico mais positivo e demorou mais tempo para atingir Pgs mesmo com
maior perda de dgua pelos estomatos abertos (Fig. 3D; 4E). Para aprofundar nessa questdo, os autores
estimaram o impacto de Gieaf-res € Zrark Na conservacdo de dgua na planta. O grearres cOnsiste a perda de agua
que ocorre antes e apos o fechamento estomatico através das células da epiderme e da cuticula e representa
uma fonte inevitavel de perda de dgua para a atmosfera, com grande impacto nas estratégias de uso e
conservagao de agua entre as espécies (Martin-St Paul et al., 2017). O gjeqs.res representa, portanto, um trago
determinante para a sobrevivéncia das plantas em condi¢des de déficit hidrico, sendo que espécies que
apresentam menor transpiracao residual tendem a apresentar maior hidratagdo dos tecidos quando expostas
a seca (Brodribb et al., 2014; Machado et al., 2021). De forma similar, a perda de vapor d’agua pela casca
(grark), conquanto seja raramente avaliada, também representa um vazamento constante de d4gua, mesmo
quando a transpiracdo estomatica cessa. Cabe considerar, portanto, que embora gieqfres € Zpark contribuam
com uma perda de dgua muito pequena para a atmosfera quando gs ¢ alta, em plantas submetidas a seca
esses “vazamentos” estdo associados a aumentos na mortalidade (Wolfe et al., 2020). Em relacao a gieqf-res,
o T. cacao apresentou valores intermediarios quando comparado as demais espécies avaliadas (Fig. 5A),
sendo 0 Maior gleqsres Observado em C. guianensis € o menor na M. itauba e H. brasiliensis. A perda de
vapor d’agua pela casca (Fig. 5B), por sua vez, ndo diferiu entre nenhuma as espécies. Como resultado, o
T. cacao apresentou vazamento intermediario de 4gua em comparagcdo com as outras espécies estudadas

(Fig. 5C).
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A M. itauba foi a unica espécie que diferiu do padrio largamente observado de que o fechamento
estomatico ocorre antes do inicio do embolismo (Hochberg et al., 2017; Choat et al., 2018; Creek et al.,
2020). Nessa espécie, os estdmatos se fecharam apenas quando o embolismo ja havia se propagado pela
planta, com Wyweso proximo a Pso (Fig. 3A; 4A). Mesmo assim, e mesmo com o xilema dessa planta sendo
mais vulneravel ao embolismo (Fig. 4B), o tempo para mortalidade na M. itauba nao diferiu de T.
grandiflorum e H. brasiliensis, espécies que fecharam o estomato de forma mais precoce e que tiveram Pss
mais negativo. E provavel, portanto, que na M. itauba o menor vazamento total, em associagio com outros
fatores, como possiveis reservas internas de agua, tenham contribuido para retardar a mortalidade em

comparagdo com as outras plantas.

Considerando que ndo foram observadas alteragdes no geark €ntre as espécies, os autores avaliaram
apenas os fatores normalmente apontados como sendo determinantes de geqrres, avaliando a espessura da
cuticula e as caracteristicas estomaticas. De acordo com Machado et al. (2021), vazamentos de agua através
dos estomatos fechados tem um grande impacto em giearres € 30 maiores quanto maior for a densidade
estomatica e menor o tamanho dos estdmatos. Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo, ja
que M. itauba e H. brasiliensis foram as espécies que apresentaram menor greatres (Fig. 5A), também
apresentaram menor densidade estomatica e tamanho intermediario de estdmatos (Fig. 6A ¢ B). Em relacdo
a espessura da cuticula, por outro lado, ndo foi possivel observar um padrio claro. Tem sido hipotetizado
que cuticulas mais espessas seriam mais eficientes para evitar o vazamento de agua através da epiderme,
mas a C. guianensis, a despeito dos altos valores de gieqres, apresentou espessura da cuticula similar a de
M. itauba e H. brasiliensis (Fig. 6E). Varios outros estudos realizados com numerosas espécies também
ndo encontraram correlag@o entre a espessura da cuticula e a transpiragao residual (Sanchez et al., 2001; de
Dios et al., 2015; Jetter e Riederer, 2016; Machado et al., 2021), tendo sido apontado que a composigdo da
cuticula pode ser mais determinante do que a sua espessura para explicar variagdes em giearres (Bueno et al.,

2019; Machado et al., 2021).

Manutencio do potencial hidrico e retardo do embolismo: uma analise sobre o conteudo de agua

nas plantas

Em solos muito secos, quando a absorcdo de agua pelas raizes ndo ¢ mais possivel, o conteudo de
agua armazenado na planta pode representar um importante fator para a sobrevivéncia vegetal, uma vez que
a liberacdo da dgua armazenada auxilia a tamponar flutuagdes no potencial hidrico e retarda a ocorréncia
de embolismo (Lo Gullo e Salleo, 1992; Borchert ¢ Pockman, 2005; Schloz et al., 2011; Carrasco et al.,
2015). A extensdo com a qual a d4gua armazenada ¢ utilizada para repor a agua perdida pela planta varia
grandemente de acordo com a espécie vegetal (Zieminska et al., 2020). A analise de um grande niimero de
espécies, com valores varidveis de Psg e capacitancia, demonstrou que em plantas mais vulneraveis ao

embolismo (Ps¢ = -4 Mpa ou superior), as quais se assemelham as espécies aqui estudadas. A capacitancia
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tende a ser maior e, provavelmente, tem maior influéncia sobre a sobrevivéncia vegetal do que
caracteristicas estruturais do xilema que diretamente diminuem a vulnerabilidade ao embolismo (Schloz et
al., 2011). Até o momento, no entanto, relativamente poucos estudos consideram o armazenamento de agua

como um determinante da mortalidade em plantas submetidas a seca (Choat et al., 2018).

Neste estudo, 7. cacao, a planta que apresentou maior tempo para atingir a falha hidraulica
catastrofica, apresentou o maior armazenamento de d4gua na planta (Fig. 7D), principalmente como resultado
do alto conteudo de agua na no caule (Fig. 7C). De forma similar a C. guianensis, espécie que também
atingiu Pss mais tardiamente, apresentou o segundo maior acumulo de agua, indicando um padrdo entre
contetido de agua acumulado pela planta e a sobrevivéncia vegetal. A existéncia desse reservatorio interno
de agua explica como o T. cacao conseguiu manter seus estomatos abertos por mais tempo e, ainda assim,
apresentar maior Wwgs0 € maior longevidade ap6s o inicio da desidratacdo. Cabe ressaltar, ainda, que embora
no presente trabalho ndo tenha sido possivel determinar diretamente a capacitincia, o conteudo de agua e a
densidade da madeira sdo os principais preditores deste processo (Zieminska et al., 2020). Dessa forma os
resultados obtidos indicam que o 7. cacao, além de acumular uma maior quantidade de dgua, também tem

maior capacitancia.

A quantidade e a importancia da agua acumulada pelas plantas para tamponar flutuagdes de potencial
hidrico aumenta com o tamanho da arvore (Phillips et al., 2003; Scholz et al., 2011). E possivel, portanto,
que em plantas adultas de 7. cacao a importancia do contetido de 4gua armazenado no caule seja ainda mais
determinante para retardar a ocorréncia de falha hidraulica. Neste estudo foram utilizadas mudas das plantas
da Amazonia e o resultados demonstram o potencial da 4gua armazenada para aumentar a sobrevivéncia de
plantas jovens, dados que tem grande impacto para o aprimoramento de projetos de reflorestamento vegetal
e também para entender os riscos de mortalidade aos quais as espécies estdo expostas durante processos de

regeneragdo natural das florestas.

A mortalidade vegetal ¢ um processo complexo e, dificilmente, pode ser explicada por um unico
parametro. Dessa forma, embora os processos responsaveis pela perda de agua pelas plantas (Egs100-g50, ileat:
res © @hark) N30 tenham, isoladamente, apresentado um padrdo claro que se relacione com o tempo para a
falha hidraulica, os autores avaliaram se as espécies diferiram entre si em relacdo a razdo entre quantidade
de 4gua acumulada (CAT ou CAC) e os vazamentos totais (Egs;00-gso + Zleafres T Zbark). Embora T. cacao e
M. itauba tenha apresentado maiores razdes entre quantidade de agua total e vazamentos totais (saldo total,
Fig 7E), apenas o T. cacao apresentou maior valor quando foi considerada a quantidade de 4gua no caule e
os vazamentos totais (saldo do caule, Fig. 7F). Esses dados explicam o tempo para falha hidraulica
catastrofica observado tanto no 7. cacao quanto na M. itauba. No caso do 7. cacao, esse dado soma-se a
outros aqui apresentados para explicar como a planta manteve a hidratacdo dos tecidos e apresentou maior
Yweso. Em relagdo a M. itauba, observa-se que essa espécie teve xilema mais vulneravel ao embolismo,

fechou os estomatos tardiamente e, ainda assim, o tempo para mortalidade associada a falha hidraulica foi
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o mesmo de outras plantas, como 7. grandiflorum ¢ H. brasiliensis. Ao contrario da T. grandiflorum ¢ H.
brasiliensis, no entanto, a M. itauba teve baixo vazamento total, o que permitiu conservar agua ap6os o
fechamento estomatico, e armazenou quantidades intermediarias de agua, fatores que, em conjunto,
resultaram em um saldo hidrico mais positivo e aumentaram a sobrevivéncia da espécie a despeito das
caracteristicas do xilema. Por conseguinte, os resultados indicam que ¢ o balanco entre processos de
tolerancia do xilema, conservacdo e acimulo de agua que, em conjunto, determinam a ocorréncia de falha

hidraulica e, portanto, o tempo para a mortalidade vegetal.

Uma vez que o contetido de 4gua nas plantas aparentemente foi um fator preponderante para retardar
a falha hidraulica catastrofica, os autores avaliaram tragos funcionais tradicionalmente apontados como
determinantes da quantidade de d4gua armazenada e/ou liberada pelos tecidos (Carrasco et al., 2015; Schloz
etal.,, 2011; Zieminska et al., 2020). O T. cacao foi a espécie que apresentou menor densidade da madeira
(Fig. 8A), caracteristica que tem sido associada tanto com o alto armazenamento de 4gua quanto com a alta
capacitancia (Simpson, 1993; Carrasco et al., 2015; Zieminska et al., 2020). Diferengas na densidade da
madeira est4 relacionado com diferengas anatomicas, sendo que o tamanho e o nimero dos elementos de
vaso sdo os principais determinantes e tendem a ser inversamente proporcionais a densidade (Leal et al.,
2011; Apgaua et al., 2015). Com efeito, o 7. cacao apresentou baixo numero de vasos por unidade de area
e vasos com diametros intermedidrios (densidade de vasos, Fig. 8 B e C), os quais provavelmente
contribuiram para o maior contetido de 4gua no caule dessa espécie. Em relagdo a folha, observou-se que a
C. guianensis, planta que apresentou maiores reservas de agua na copa, apresentou elevada suculéncia
foliar, caracteristica que favorece o armazenamento de agua (Fig. 8E). Com efeito, folhas com alta
suculéncia normalmente apresentam tecidos com células com paredes finas e grandes vactiolos, fatores que,

em conjunto, permitem que a célula armazene um maior conteudo hidrico. (Mantovani, 1999).

6. CONCLUSOES

Quando tomados em conjunto, os dados aqui apresentados permitem observar que o balango entre trés
diferentes fatores ¢ determinante para retardar a falha hidraulica catastrofica e, consequentemente, a morte
da planta: a resisténcia do xilema ao embolismo, o acimulo de agua e a conservagao de dgua. A importancia
relativa de cada fator, no entanto, varia de acordo com a espécie. Com efeito, o 7. cacao sobreviveu por
mais tempo que todas as outras espécies mesmo sem ter um menor Psp ou Pgs, mas acumulando mais agua,
0 que permitiu que os estdomatos fechassem em um potencial hidrico mais positivo, com consequente maior
margem de seguranga hidraulica; a M. itauba, por outro lado, apresentou um xilema mais vulneravel (maior
Pss) do que todas as outras espécies, mas seu tempo para mortalidade nao diferiu da H. brasiliensis ou do T.

grandiflorum, uma vez que essa planta conservou agua, por meio de baixos gieqfres € Qbark, € também
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acumulou agua em seus tecidos.

Nenhuma das espécies avaliadas apresentou um xilema altamente tolerante ao embolismo e € possivel
que isso seja um reflexo do ambiente onde essas plantas evoluiram. Com efeito, as cinco espécies aqui
avaliadas ocorrem em um ambiente onde ha alta disponibilidade hidrica durante todo o ano (Flora do Brasil,
2020) e, nesse tipo de ambiente, investir em tragos funcionais que maximizam a absor¢do, transporte ¢
acimulo de agua pode ser mais interessante do que investir em altera¢des estruturais que diminuem a
ocorréncia de embolismo, mas restringem a taxa de crescimento. Ao desacoplar transitoriamente a tensao
do xilema da série de resisténcias hidraulicas que existem para absorc¢do e transporte de dgua, o acimulo de
agua e a capacitancia mitigam a necessidade de investimento em recursos que aumentam a resisténcia a
embolia. Essa dependéncia do acimulo de agua para a sobrevivéncia talvez explique a restricdo da
distribuicdo dessas espécies aos dominios Amazdnia e Mata Atlantica e, a0 mesmo tempo, alerta para o
risco de morte e substitui¢do de espécies. De fato, a 4gua acumulada consegue retardar a mortalidade apenas
por um curto periodo de tempo e, apds o esgotamento das reservas, a sobrevivéncia ira depender,

principalmente, da tolerancia do xilema, colocando em risco plantas que s@o vulneraveis ao embolismo.

Os resultados aqui apontam, portanto, para uma grande dependéncia hidrica de espécies vegetais
representativas da Amazonia, o que pode explicar o aumento na mortalidade de arvores observada nesse
dominio devido a ocorréncia de eventos de seca nos ultimos anos e sugere o risco de extingdo e substituicdo
de espécies como consequéncia das mudangas climaticas. Além do mais, contribuem para a compreensao
dos principais processos envolvidos na morte de espécies arboreas de ambientes imidos e apresenta grande
importancia para a conservacgao da biodiversidade, uma vez que fornecem evidéncias que podem auxiliar
no desenvolvimento de politicas publicas voltadas para proteg¢do,conservacdo e manejo de ambientes

florestais em um cenario de mudangas climaticas futuras.
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