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Resumo

A variabilidade fenotipica observada em diferentes microclimas possibilita
estratégias que garantem a sobrevivéncia das espécies em diferentes cenarios.
Os atributos funcionais permitem avaliar a aclimatacdo das espécies, e suas
alteracdes refletem mudancas especificas de diferentes grupos filogenéticos as
pressdes ambientais. As mudancas climaticas alteram os indices de
precipitacdo, luz e temperatura, tornando essencial entender as respostas das
plantas para prever seus impactos. A Illha Grande, com sua diversidade de
habitats, serve como modelo ideal para estudar a variabilidade funcional. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar os atributos morfolégicos e
anatémicos de espécies de diferentes familias ocorrentes na Mata Atlantica na
Ilha Grande, desenvolvidas em ambientes com microclimas contrastantes, para
identificar as estratégias aclimatativas convergentes. O estudo foi realizado na
llha Grande, no municipio de Angra dos Reis (RJ), em uma floresta ombrofila
submontana, identificada como floresta, e uma restinga antropizada e
reestabelecida, denominada de restinga. Foram coletadas variaveis
edafoclimaticas das duas areas. Cinco espécies foram coletadas: Erythroxylum
pulchrum A.St.-Hil. (Erythroxylaceae), Nectandra membranacea (Sw.) Griseb.
(Lauraceae), Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), tanto na area de
floresta como na restinga, Stachytarpheta speciosa (Verbenaceae), apenas na
area de restinga, e Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae), apenas na area
de floresta. Fragmentos foliares foram coletados de adultos saudaveis para
analises morfoanatdmicas e para avaliar a perda da eficiéncia fotoquimica da
fotossintese em consequéncia da desidratacdo foliar. Os dados foram
analisados estatisticamente no software R. A lamina foliar das espécies de
restinga desenvolveram cuticula mais espessa, maior densidade de tricomas e
ajustes que podem influenciar a regulacdo da transpiracdo, promovendo a
resisténcia a perda de agua. Nos individuos de floresta, a maior area foliar e o
maior tamanho dos estdmatos sugerem estratégias voltadas a captacéao de luz
e eficiéncia fotossintética. Na analise histoquimica, alcaloides, compostos
fendlicos e proteinas totais foram mais abundantes nos individuos de restinga.
Embora as espécies coocorrentes apresentem diversas caracteristicas em
comum, os atributos avaliados ndo as distinguem em grupos distintos. Por outro
lado, as espécies exclusivas demonstraram ajustes anatdmicos e fisiologicos
especificos. A restinga, com condi¢fes mais limitantes, favoreceu espécies com
atributos focados em defesa e economia de recursos, mas com uma limitacao
fisioldgica na resisténcia a seca. A floresta, com condicdes menos restritivas,
adota uma estratégia focada no crescimento e eficiéncia fotossintética. Este
estudo evidenciou como espécies de diferentes familias da Mata Atlantica na llha
Grande ajustam seus atributos foliares diante de microclimas contrastantes,
revelando estratégias aclimatativas distintas e, por vezes, convergentes. As
analises revelaram um trade-off entre crescimento e defesa, com espécies de
restinga investindo mais em protecdo e aquelas de floresta priorizando o
crescimento. A diferenciagdo entre espécies coocorrentes e exclusivas
evidenciou a influéncia da plasticidade fenotipica, da especializacdo ecoldgica e
da filogenia nas estratégias aclimatativas.



Palavras-chave: aclimatagéo, atributos funcionais, microclimas contrastantes,
mudancas climaticas, variabilidade fenotipica.



Abstract

The phenotypic variability observed across different microclimates enables
strategies that ensure species survival under varying scenarios. Functional traits
allow for the evaluation of species acclimation, and their changes reflect specific
responses of different phylogenetic groups to environmental pressures. Climate
change alters precipitation, light, and temperature patterns, making it essential to
understand plant responses to better predict its impacts. llha Grande, with its
diverse habitats, serves as an ideal model for studying functional variability. In
this context, the objective of this study was to analyze the morphological and
anatomical traits of species from different families occurring in the Atlantic Forest
on llha Grande, developed under contrasting microclimatic conditions, to identify
convergent acclimatory strategies. The study was conducted on llha Grande, in
the municipality of Angra dos Reis (RJ), in a submontane ombrophilous forest,
referred to as "forest,” and in a reestablished anthropized Restinga, referred to
as "Restinga." Edaphoclimatic variables were collected from both areas. Five
species were selected: Erythroxylum pulchrum A.St.-Hil. (Erythroxylaceae),
Nectandra membranacea (Sw.) Griseb. (Lauraceae), and Tapirira guianensis
Aubl. (Anacardiaceae), all found in both the forest and Restinga areas;
Stachytarpheta speciosa (Verbenaceae), found only in the Restinga area; and
Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae), observed only in the forest area. Leaf
fragments were collected from healthy adult individuals for morphoanatomical
analyses and to assess the loss of photochemical efficiency of photosynthesis
due to leaf dehydration. The data were statistically analyzed using R software.
The leaf blades of the Restinga species developed a thicker cuticle, a higher
trichome density, and adjustments that may influence transpiration regulation,
promoting resistance to water loss. In the forest individuals, the larger leaf area
and greater stomatal size suggest strategies geared towards light capture and
photosynthetic efficiency. In histochemical analyses, alkaloids, phenolic
compounds, and total proteins were more abundant in the Restinga individuals.
Although co-occurring species shared several characteristics, the evaluated traits
did not separate them into distinct groups, with exclusive species exhibiting
specific anatomical and physiological adjustments. The Restinga, characterized
by more limiting conditions, favored species with traits focused on defense and
resource conservation, but with physiological limitations regarding drought
resistance. The forest, with less restrictive conditions, supported a strategy
focused on growth and photosynthetic efficiency. This study highlighted how
species from different families in the Atlantic Forest on Ilha Grande adjust their
leaf traits under contrasting microclimatic conditions, revealing distinct and, at
times, convergent acclimatory strategies. The analyses demonstrated a trade-off
between growth and defense, with Restinga species investing more in protection
and forest species prioritizing growth. The differentiation between co-occurring
and exclusive species underscored the influence of phenotypic plasticity,
ecological specialization, and phylogeny on acclimatory strategies.

Keywords: acclimation, climate change, contrasting microclimates, functional
traits, phenotypic variability.



INTRODUCAO

Compreender a variabilidade, tanto intraespecifica quanto interespecifica,
€ essencial para entender como 0s organismos respondem e se ajustam a
variadas condicdes ambientais. A variacdo intraespecifica nos atributos
funcionais das espécies é particularmente importante, pois fornece um leque de
estratégias aclimatativas que, quando favorecidas por pressdes ambientais,
permitem a espécie persistir e se reproduzir em uma ampla gama de cenarios
ambientais (Pritzkow et al., 2020). Assim, analisar a variabilidade funcional das
espécies emerge como um componente fundamental para entender os
mecanismos que garantem sua capacidade de manutencdo e a continuidade
diante de desafios ambientais em constante mudanca.

As variacbes ambientais impactam significativamente as plantas,
induzindo alteracdes estruturais e fisioldgicas que afetam seu crescimento e
desenvolvimento (Andrianasolo, et al., 2016; Zargar et al. 2017; Barroso Neto et
al., 2018; 2021; Zarei, 2022). Compreender essas alteracdes é essencial para
avaliar as respostas das plantas as mudancgas climaticas, tema amplamente
investigado por diversos autores (Simioni et al., 2017; Pireda et al., 2019; 2020;
Bezerra et al., 2020; Li et al., 2021; Wagg et al., 2021; Oliveira et al., 2023).

Dentre os parametros utilizados para avaliar a resposta das plantas a
alteracbes no ambiente, os atributos funcionais sdo um dos mais utilizados
(Pireda et al., 2020; Simioni et al., 2020, Oliveira et al., 2023). Estes atributos séo
caracteristicas fenotipicas que se mostram determinantes na selecdo do
ambiente onde a planta conseguira se estabelecer, enquanto sua plasticidade
definird o grau de restricdo ou flexibilidade diante das condi¢cdes ambientais
(Xavier et al., 2023). No contexto dessas mudancas ambientais, os fatores
abidticos sdo um dos responsaveis pelas alteracdes nos atributos funcionais,
visto que diferentes disponibilidades de recursos em um ambiente
desencadeiam diversas estratégias ecologicas das plantas para sua
sobrevivéncia (Vitoria et al., 2019).

O estudo dos atributos funcionais revela como diferentes grupos
filogenéticos desenvolveram caracteristicas especificas ao longo de sua historia
evolutiva, influenciando a aclimatagcdo das espécies diante das mudancas

climéaticas (Cianciaruso et al., 2009). Pressbes ambientais e competicao

24



limitaram as combinagbes de atributos mantidas, resultando na estrutura
funcional atual e na possivel convergéncia adaptativa entre grupos distintos
(Cianciaruso et al., 2009; Diaz et al., 2016). Tais convergéncias podem ser
observadas em plantas de grupos filogenéticos distintos que, quando expostas
a condicbes ambientais similares, como solos pobres, alta incidéncia de luz e
baixa disponibilidade hidrica, desenvolvem adapta¢cdes funcionais semelhantes,
como a reducéo da area foliar especifica e 0 aumento da lignificacéo dos tecidos
foliares (Diaz et al., 2016).

Outro parametro utilizado para avaliar a resposta das plantas a alteracoes
no ambiente sdo as estruturas secretoras, sendo amplamente presentes entre
diferentes familias, desempenhando um papel essencial na interagcdo das
plantas com o ambiente e com outros organismos (Fahn, 1979). Por serem
imdveis, as plantas as utilizam para produzir metabdlitos que auxiliam na defesa
contra estresses, sejam eles abidticos, como limitacdes na disponibilidade de
agua, luz, e nutrientes, como bioticos, gerados por herbivoros e patdgenos, além
de atrair polinizadores (Fahn, 1988). Presentes em diversos 0rgaos vegetais,
estas variam em localizacao e na producdo de metabdlitos secundarios (Fahn,
1979; Evert, 2013). Os metabdlitos secundarios fazem uma interface quimica
entre a planta e o ambiente a qual esta inserida, auxiliando em seu crescimento,
sobrevivéncia e reproducao (Yamane et al., 2010; Tresmondi et al., 2015).
Estudos recentes tém demonstrado uma conexdo entre 0s metabdlitos
produzidos pelas estruturas secretoras das plantas e o ambiente onde estas se
desenvolvem (Ramawat & Goyal, 2020), permitindo estabelecer uma associagéo
direta entre as caracteristicas secretoras das plantas e sua sobrevivéncia em

diferentes ambientes.

Nesse sentido, compreender a relacdo entre estrutura secretora e
ambiente torna-se especialmente relevante em regides tropicais, onde a
diversidade de condigbes ambientais favorece o surgimento de diferentes
estratégias adaptativas, se mostrando como as regibes com maior
biodiversidade do planeta (Gaston, 2000). Um exemplo desta regido € a Mata
Atlantica, a segunda maior floresta tropical da América do Sul (Marques & Grelle,
2021). Este bioma exibe diversas fitofisionomias marcadas por alta

heterogeneidade de clima, 4gua e solo, sendo reconhecida como um dos
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hotspots mundiais de biodiversidade (SOS Mata Atlantica, 2019). Essa variacao
ambiental cria condicbes que favorecem a coexisténcia de diferentes
mecanismos de aclimatacdo, permitindo que algumas espécies consigam se
estabelecer simultaneamente em diferentes fitofisionomias (Pireda et al., 2020;
Castelar et al., 2022, 2023; Xavier et al., 2023).

Essa riqueza ecoldgica, no entanto, encontra-se sob crescente ameaca
devido as mudancas climaticas globais, intensificadas por atividades antropicas.
A acdo humana tem provocado alteracdes nos niveis de precipitacéao,
disponibilidade de luz e temperatura (Dusenge, et al., 2019; Barroso Neto et al.,
2021; Wagg et al., 2021), intensificando eventos climaticos extremos, que estdo
se tornando cada vez mais frequentes. Essas mudangas impactam os padrdes
de chuvas e influenciam diretamente a qualidade do solo (Silva et al., 2017,
Syam et al., 2024). As projec¢Oes realizadas por De Moraes et al. (2023) indicam
uma reducao de 2% a 3% na precipitacéo e apontam para uma alta probabilidade
de avanco da desertificacdo na regido Sudeste do Brasil até o final do século.

Diante das crescentes alteracfes impostas pelas mudancas climaticas,
compreender as respostas fisioldgicas das plantas se torna essencial para
prever sua resiliéncia frente a cenarios de estresse ambiental mais frequentes e
intensos. A eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, utilizada para avaliar a
capacidade de aclimatacdo das espécies a variagbes em fatores como
disponibilidade hidrica, luminosidade e temperatura (Guidi & Degl’Innocenti,
2012; Mielke et al., 2023), reflete uma estratégia funcional de protecdo do
aparato fotossintético e de regulacdo da perda de &gua, frequentemente
ajustadas conforme as condicdes do ambiente. Assim, a analise de parametros
fisioldgicos, especialmente quando associada a caracteristicas morfoldgicas,
anatdbmicas e quimicas, oferece subsidios valiosos para investigacdes que
comparam espécies em ambientes com diferentes graus de conservacao e
pressdes ambientais.

O estudo de plantas em ambientes contrastantes ajuda a prever suas
respostas as mudancgas climaticas, sendo um tema amplamente investigado
(Rabelo et al., 2012, 2013; Campbell et al., 2018; Pireda et al., 2019, 2020;
Bezerra et al., 2020; Costa et al., 2020). Entre estes ambientes, ilhas naturais

sdo sistemas modelos ideias, devido ao isolamento geografico e alta
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heterogeneidade abidtica, resultante de variacGes altitudinais e climaticas
(Kueffer & Fernandez-Palacios, 2010). A Ilha Grande, localizada no municipio de
Angra dos Reis, no Rio de Janeiro, € uma das principais areas de preservagao
da Mata Atlantica, abrangendo cerca de 19.300 hectares (Aradjo & Oliveira,
1988). A maior parte de sua extensao territorial é classificada como area de
protecdo ambiental, devido a importancia ecolégica das diversas espécies que
habitam a regido (Esbérard et al., 2006). A llha apresenta uma grande
diversidade de fitofisionomias, que variam de Restinga a Florestas Ombrofilas,
resultando em uma heterogeneidade ambiental, favorecendo diferentes formas
de vida e biodiversidade (Callado et al., 2009). Embora grande parte do territorio
seja destinada a preservacao, algumas areas passaram por intensos processos
de antropizacdo, onde atualmente é possivel observar a vegetacdo se
recuperando nesses locais. Essas areas oferecem um importante contexto para
estudos sobre sucesséo vegetacional e a selecdo de espécies em ambientes
degradados (Castelar et al., 2023).

Neste sentido, algumas perguntas guiam este trabalho, como: Quais sé&o
0s ajustes anatdbmicos e morfoldgicos da lamina foliar de espécies ocorrentes em
dois ambientes contrastantes da Ilha Grande? Quais 0s principais grupos de
metabdlitos presentes nas secre¢fes das estruturas secretoras dessas
espécies, e como esses compostos podem estar relacionados as condi¢des
ambientais em que as plantas se desenvolvem? Os atributos foliares
encontrados sao distribuidos nas familias ou s&o exclusivos? Essas
caracteristicas sdo consistentes em diferentes ambientes, ou é possivel observar
uma plasticidade?

A hipétese central deste estudo postula que as espécies, mesmo sendo
filogeneticamente diferentes, desenvolveram atributos funcionais semelhantes,
refletindo estratégias aclimatativas que favorecem sua sobrevivéncia nos
ambientes em que estdo inseridas. Espera-se que, ao comparar individuos de
areas de restinga com aqueles de ambientes florestais, seja observado um
conjunto diferente de estratégias, moldadas pelas condi¢des especificas de cada
ambiente.

Além disso, presume-se que as plantas em ambientes com menor
disponibilidade de recursos apresentem variacdes significativas em estruturas,

como maior quantidade de tricomas e cristais, cuticulas mais espessas, e menor
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area foliar, caracteristicas vistas como fundamentais para oferecer protecéo
contra uma série de desafios ambientais, incluindo dessecacdo, alta
disponibilidade de luz, herbivoria, dentre outras condi¢cdes. As estruturas
secretoras podem exibir variacbes em termos de quantidade ou tamanho,
influenciadas pelo ambiente em que a planta se encontra. Essa hipétese ressalta
a complexidade e a multifuncionalidade das caracteristicas relacionadas a sua
aclimatacéo, sugerindo que as plantas desenvolvem uma gama de mecanismos

estruturais e fisiolégicos para sobreviver em diferentes ambientes.
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OBJETIVO GERAL

Analisar os atributos foliares de espécies de diferentes familias ocorrentes
na Mata Atlantica na llha Grande, desenvolvidas em ambientes com microclimas

diferentes, para identificar as estratégias aclimatativas convergentes entre elas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar as caracteristicas morfolégicas das espécies nas duas areas,
avaliando seus atributos foliares;

e Descrever a estrutura anatbmica foliar das espécies, identificando as
estruturas secretoras presentes e 0S principais grupos de compostos
guimicos secretados;

e Comparar a ocorréncia de caracteristicas anatdmicas foliares em cada
area de estudo, buscando possiveis convergéncias que reflitam as condicdes
do ambiente em que se inserem;

e Analisar a variacdo intraespecifica e interespecifica das caracteristicas
anatbmicas da folha, a fim de identificar a existéncia de atributos que

favorecem a aclimatac&o das espécies nos ambientes que estao inseridas.
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METODOLOGIA

Area de Estudo

O estudo foi conduzido na llha Grande, localizada na costa sul do estado
do Rio de Janeiro, na Baia da llha Grande, municipio de Angra dos Reis
(23°04'31” - 23°13'36” S; 44°05'27” - 44°22'43” W), a aproximadamente 100 km
do centro da cidade do Rio de Janeiro e 250 km do centro da cidade de S&o
Paulo, no Brasil. O clima é tropical quente e umido, sem estacdo de seca
definida, assim como estabelecido por Koppen (Alvares et al. 2014). Possui uma
pluviosidade nao uniforme, podendo variar de 1.245 mm a até 4.531 mm, com
temperatura variando entre 20 °C e 26 °C, chegando a até 39 °C nos periodos
de verao e 15 °C no inverno (Salgado & Vasquez, 2009).

A preservacdo do patrimbénio genético de diversas espécies e sua
importancia ecoldgica levou a llha a ser designada, por lei, como area de
protecdo ambiental em quase toda a sua extensdo (Esberard et al., 2006). Nesta
area, encontra-se o Parque Estadual da llha Grande (PEIG), que em
reconhecimento a sua rigueza biologica, a UNESCO, em 2019, classificou a Ilha
Grande como parte do primeiro patriménio cultural e de biodiversidade do Brasil
(Callado et al., 2020).

Na llha, foram realizados estudos em duas areas com microclimas
diferentes (Figura 1, Figura 2). A primeira area, denominada como floresta, esta
localizada em uma fitofisionomia de Floresta Ombréfila Submontana,
caracterizada por uma vegetacao mais fechada e umida, favorecendo espécies
adaptadas a condi¢cdes de sub-bosque, estando mais afastada e elevada em
comparacao ao nivel do mar. A segunda area, denominada como restinga, esta
a 750m de distancia da area de floresta, e € um ambiente que passou por um
processo significativo de antropizagdo, mas que atualmente a vegetacao
restabelecida possui caracteristicas de uma restinga, com mata menos densa,
solo arenoso e influéncia marinha. As diferencas no microclima, disponibilidade
hidrica, composicéo floristica e estrutura da vegetacdo entre essas duas
fitofisionomias representam condi¢cdes ambientais contrastantes que influenciam

diretamente as estratégias aclimatativas observadas nas espécies estudadas.
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As diferencas edafoclimaticas entre as areas estéo listadas na Tabela 1 e Figura
1.

Dentre os fatores climéaticos, a disponibilidade de luz se destacou como a
variavel com maior diferenca entre as areas, sendo significativamente mais
elevada na restinga, que se deve a menor cobertura vegetal e o porte reduzido
dos individuos nesse ambiente, em comparacao a floresta.
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Figura 1 - Caracterizacéo das areas de estudo, com as diferentes condigdes climaticas e edaficas
das areas de floresta (A), e de restinga (B).
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do solo das areas de estudo.

Area
Eﬁja;irgl?:r:gﬁcdoz Restinga Floresta Valor de P
Média DP Média DP
Temperatura (°C) 24.29 1.61 23.34 0.50 0.2593
Umidade (%) 70.61 215 72.64 1.14 0.09732
Temperatura do solo (°C)) 25.29 143 23.44 156 0.08248
D‘Sp‘gg;,?g'{ﬁ_‘;’i_‘ff Luz 3.2603 5.0625 0.5683 0.8258 0.02966 *
Condutividade Elétrica 4749 55, 595.6742 13682031  463.2071 0.09633
(uS/cm)
Argila (g/dm?) 117.6224 70.6456 310.8687 72.9688 0.001166 *
silte (g/dm?) 103.3061 70.5378 180.8952 29.2786 0.01107 *
pH 4.88 0.10 479 0.20 0.1079
S.50* (mg/dm?) 2.8673 15781 6.7490 4.0991 0.05502
P (mg/dm?) 14.7551 17.5085 3.2565 12154 0.401
K (mmolc/dm?) 0.5745 0.0600 12314 0.0744 0.002141 *
Ca (mmolc/dm?) 48571 1.3701 12.0444 7.2409 0.002331 *
Mg (mmolc/dm?) 1.9949 0.4853 6.8174 2.4877 0.0005828 *
Al (mmolc/dm?) 5.8204 1.6169 7.1567 2.3813 0.2086
H.Al (mmolc/dm3) 37.1684 6.6835 59.6846 5.7629 0.0005828 *
Na (mmolc/dm3) 05878 0.0524 0.5539 0.2401 0.561
C (gldmd) 15.7510 1.6250 20.2618 25392 0.004079 *
MO (g/dm?) 27.1567 2.8002 34.9324 43781 0.004079 *
CTC (mg/dm?) 45.4337 6.7774 80.3316 9.4824 0.0005828 *
SB (mg/dm?) 8.0143 16476 20.6471 9.6614 0.002141 *
V (%) 18.3980 5.0427 24.8537 8.6278 0.09732
m (%) 42.5816 9.5071 29.2714 12.4857 0.05303
ISNa (%) 1.3265 0.3164 0.7762 0.2898 0.01393 *
Fe (mg/dm3) 72.7486 29.3845 118.5437 24.3191 0.01107 *
Cu (mg/dm?) 11218 1.1249 04157 0.3228 0.1282
Zn (mg/dm?) 4.8237 4.2892 25468 1.2552 0.9015
Mn (mg/dm3) 8.3733 3.4028 11.9393 3.9535 0.1282
B (mg/dm?) 02121 0.0396 0.2402 0.0547 0.4057

* Representa uma diferenga significativa com um intervalo de confianga de 95% (p); MO: Matéria organica; CTC:
Capacidade de troca catidnica a pH 7,0; SB: Soma de bases trocaveis; V: indice de saturacdo de bases; m: indice de
saturacéo de aluminio; ISNa: indice de saturacéo de sddio.

Algumas condic¢des edaficas variaram significativamente entre as areas.

O solo da area de floresta apresentou maior quantidade de argila e silte,
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conferindo maior capacidade de retencao de agua e potencial elétrico do que na
area de restinga (Figura 1A). Além disso, esta area apresentou valores médios
maiores de matéria organica, soma de bases trocaveis e de capacidade de troca
catibnica, que implicam em uma maior quantidade de ions disponiveis,
destacando K*, Ca2*, Mg?*, e Fe?*. O solo de restinga apresentou menor acidez
e maior concentracdo de Na* em comparacédo a area de floresta (Figura 1B).
Essas diferencas resultaram em composicOes vegetais distintas entre o0s

ambientes analisados.

Apos a selecdo dos ambientes, foram instaladas em cada uma das areas
de amostragens miniaturas de estacfes meteorologicas (Data loggers Perseptec
DHT1400) com sensores de temperatura e umidade relativa, que realizaram a
medicdo em intervalos de 2 horas durante o periodo de 1 ano. As determinacoes
dos parametros microclimaticos foram feitas mediante medicdes em pontos
distintos, com distancia média de 3 metros de um ponto para o outro. Com 0s
dados coletados, foi calculada a média absoluta de cada parametro
microclimatico.

Para a medicdo de variaveis ambientais, foi utilizado o radiémetro LI-250
acoplado a um sensor LI-190 para a disponibilidade de luz (umol m=2? s,
Termohigrometro Digital Impac THO1 para a temperatura (°C) e umidade do ar
(%), e o sensor de variaveis edaficas WET-150 para a condutividade elétrica
(uS/cm) e temperatura do solo (°C). Os valores obtidos para disponibilidade de
luz e varidveis do solo foram mensurados proximo de cada individuo
selecionado, sendo realizada a média absoluta por espécie.

Amostras de solo a 30 centimetros de profundidade, proximos aos
individuos selecionados, foram coletadas com o auxilio de um trado holandés,
seguindo o protocolo estabelecido pela Empresa Brasileira Pesquisa
Agropecuéria (EMBRAPA) e foram analisadas pela Fundacdo Norte Fluminense
de Desenvolvimento Regional (FUNDENOR) em relacdo a porosidade, pH,
granulometria, indice de saturacdo do solo, umidade, quantidade de bases

trocaveis.

33



(A (B) FLORESTA
- Brasil B

Rio de Janeiro

llha Grande

0
Vila
Dois Rios

pods

Figura 2 - Localizacao e identificacdo da area de estudo. A — Mapa do Brasil destacando a regido
onde foi realizado o estudo; B — Comparac¢éo dos dois ambientes avaliados; C-F — Detalhes das
areas selecionadas, mostrando as diferencas de restinga e de floresta

Selecao das espécies

As espécies selecionadas para este estudo sdo nativas e apresentam
ampla representatividade em inventarios floristicos, fitossociol6gicos e
etnobotanicos previamente realizados na Ilha Grande (Aradjo & Oliveira, 1988;
Callado et al., 2009; Galvéao et al., 2009; Manéao, 2011; Rosa, 2013; Vianna Filho
et al., 2020). A definicdo das espécies de interesse foi feita com base nessas
referéncias e em visitas técnicas ao local, nas quais foram identificadas aquelas
distribuidas ao longo das areas de estudo. A partir dessa selecao, individuos
adultos, com aparéncia saudavel, foram escolhidos de forma aleatéria para

compor a amostragem, conforme listado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas e condicdo das espécies selecionadas para a coleta

Média
Familia Espécie Nome Area Habito Altura DAP
popular m)
RES 3,0 10,4
Erythroxylacea Erythroxylum . Cocio Arvore
e pulchrum A.St.-Hil. FOS 59 276
Nectandra Canela RES ) 3,6 10,3
Lauraceae membranacea branca Arvore
(Sw.) Griseb. FOS 6,7 36,3
. . . RES 53 11,6
Anacardiaceae Tapirira guianensis Pau- Arvore
Aubl. pombo FOS 45 51,7
Stachytarpheta
Verbenaceae speciosa Pohl ex RES Sube;rbust 0,7 -
Schauer
. Siparuna Negramin )
Siparunaceae . . FOS Arvore 18 20
guianensis Aubl. a

Erythroxylum pulchrum, conhecida popularmente como cocao,
pertencente a familia Erythroxylaceae, é uma espécie arbustiva ou subarbérea,
podendo atingir até 5 metros de altura (Santos et al.,, 1999). Nectandra
membranacea, conhecida popularmente como canela-preta, € uma espécie
arbérea nativa da familia Lauraceae, podendo atingir até 15 metros de altura.
Tradicionalmente, suas partes sao utilizadas na medicina popular devido ao seu
potencial terapéutico (Bustos-Rangel et al.,, 2023). Tapirira guianensis,
popularmente conhecida como pau-pombo, € uma espécie arbérea nativa da
familia Anacardiaceae, podendo atingir até 20 metros de altura. Muito comum
em florestas tropicais umidas, bordas de matas e areas em recuperacgao, essa
espécie se destaca por sua ampla distribuicdo e aplicacdes medicinais (Silva et
al., 2020). Estas trés espécies foram encontradas tanto na area de floresta como
na restinga.

Stachytarpheta speciosa € uma espécie da familia Verbenaceae que se
destaca por seu valor ornamental. As espécies pertencentes ao género
Stachytarpheta sdo herbaceas, podendo alcancar até 1 metro de altura, e séo

utilizadas em préticas tradicionais devido as suas propriedades anti-inflamatérias
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e antimicrobianas (Penido et al., 2006). No presente estudo, esta espécie foi
registrada exclusivamente na area de restinga.

Siparuna guianensis, popularmente conhecida como negramina ou
capitia, pertence a familia Siparunaceae e é uma espécie arbustiva ou arbérea
gue pode atingir até 6 metros de altura. Esta espécie € nativa das florestas
tropicais da América do Sul e pode ser encontrada em uma diversidade de
habitats (Santos et al., 2022). No presente estudo, esta espécie foi registrada
exclusivamente na area de floresta.

Nas areas selecionadas, os individuos foram identificados
individualmente, e anotando suas coordenadas em um GPS. Foram coletadas
amostras foliares de sete individuos de cada espécie, e amostras testemunhas
foram coletadas para deposito no Herbario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (HUENF).

Analise Morfolbgica

Folhas totalmente expandidas e expostas ao sol de sete individuos de
cada espécie em cada area foram padronizadas quanto ao teor de clorofila com
o auxilio do medidor portatil SPAD-502, e entdo coletadas e armazenadas em
sacos plasticos para manter sua umidade. Para o calculo da area foliar (LA), dez
folhas de cada individuo foram coletadas e digitalizadas utilizando o software
Image-Pro Express 6.0. Discos de 0.5 cm de diametro do tergo mediano destas
folhas foram retirados e mensurados quanto a sua espessura (ESP-mm) com o
auxilio de um paquimetro digital (Stainless, Hardened). Apés, os discos foram
submetidos a hidratacdo por 24 h para determinacdo da massa saturada
(Msaturada) em balanca digital (AY220, Shimadzu). Em seguida, foram
colocados em estufa a 55 °C por 72 h e pesados para obtencdo da massa seca
(Mseca). A partir desses parametros foram calculados: o contetdo de agua na
folha (CRAF9 m2) = Msaturada — Mseca/Areadisco; massa foliar por unidade de
area (LMA9 m2) = Mseca/Areadisco (Kluge e Ting, 1978); e a densidade foliar
(DEN'M mm-3) = LMA/ESP (Witkowski e Lamont, 1991).

Eficiéncia Fotoquimica
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Cinco folhas de cada individuo foram coletadas, armazenadas mantendo
sua umidade, e levadas ao laboratério. Foi entdo calculada a perda da eficiéncia
fotoquimica da fotossintese em consequéncia da desidratacéo foliar (relacdo
Fv/Fm), utilizando um fluorimetro portatil (OS5p, Opti-Sciences, Hudson, NH,
USA) no tempo inicial em que as folhas estavam completamente hidratadas, e
apos 24 horas de desidratacéo, apos a adaptacéao das folhas ao escuro por pelo
menos 30 minutos. A variacao entre os dois tempos foi calculada subtraindo o

valor final com o inicial (A Fv/Fm).

Andalises Anatbmicas

Amostras da regido mediana de sete folhas completamente expandidas
foram fixadas a temperatura ambiente, em uma solucdo aquosa contendo
glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tamp&o cacodilato de Sédio 0,05 M em
pH 7,2 por 24 horas. As amostras foram desidratadas e infiltradas com Resina
sintética Historesina®. Posteriormente, as amostras foram seccionadas em
microtomo rotativo, nas espessuras de 5 uym. Os cortes histologicos foram
corados utilizando Azul de Toluidina O, montados em Entellan® e observados
sob microscopia oOptica (Axioplan ZEISS, Alemanha). Os seguintes parametros
foliares foram avaliados nas andlises anatbmicas: espessura da epiderme nas
faces adaxial e abaxial (em pm), do parénquima palicadico (em pm), do
parénquima lacunoso (em pum) e do mesofilo (em pm); comprimento dos
estdbmatos (em um); frequéncia/mm? de estomatos e de tricomas.

A densidade do padrdo de nervacdo foi mensurada a partir da
diafanizacdo de cinco fragmentos foliares por individuo seguindo o método
adaptado de Strittmatter (1973). O material fixado foi inserido em etanol 96% e
fervido em placa aquecedora por 10 minutos. Em seguida, o material foi
transferido para uma mistura de hidroxido de sodio 5% e etanol 96%, em uma
proporcao 1:1, e fervido em placa aquecedora de 5-10min, o tempo para ferver
pode variar de acordo com a consisténcia do material. Apos ferver, o material foi
lavado em agua corrente, depois em agua destilada e transferido para agua
sanitaria 50% até tornar-se transparente, o tempo para clarificar varia de acordo
com o material. Por fim, o material clarificado foi corado com Safranina, montado

em laminas semipermanentes e visualizado em microscépio Optico. As analises
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foram realizadas com o auxilio do microscopio Optico (Axioplan, ZEISS,
Alemanha) e as imagens foram obtidas com o auxilio de uma camera de video
Moticam Pro 282B(Hong Kong) acoplada ao mesmo microscopio.

Para a deteccdo de metabdlitos secundarios presentes na lamina foliar,
fragmentos foliares fixados em formaldeido, acido acético e alcool etilico (FAA)
foram seccionados a mao livre e realizados testes histoquimicos. Seccdes nao
expostas a reagentes especificos foram utilizadas como branco, e os reagentes
estdo expostos na Tabela 3. Os testes histoquimicos foram realizados mais de

cinco vezes, observados em um microscopio 6ptico em campo claro.

Tabela 3 - Reagentes utilizados para os testes histoquimicos

Reagentes Metabdlitos Autores
Cloreto Férrico 10% Substancias fendlicas (Johansen, 1940)
Sudan IV Lipidios totais (Pearse, 1980)
Vermelho de Ruténio Polissacarideos acidos (Johansen, 1940)
Lugol Amido (Johansen, 1940
Azul Brilhante de Coomassie Proteinas Totais (Fisher, 1968)
Reagente de Wagner Alcaloides (Furr & Mahlberg, 1891)

Para observacdo e mensuracdo das estruturas externas foliares, o
material foi fixado e desidratado, como descrito anteriormente. Em seguida, as
amostras foram secas pelo método do ponto critico utilizando o aparelho Bal-Tec
CPDO030. Apos esta etapa, os fragmentos foram colocados em fita adesiva de
carbono e cola de prata em suportes adequados. As amostras foram cobertas
com uma fina camada de ouro, aproximadamente 20 nm, utilizando o metalizador
Bal-Tec — SCDO050. A observacdo e imagens foram feitas no microscépio
eletrbnico de varredura (EVO 40, ZEISS, Alemanha), a uma aceleracdo de
voltagem variando até 25 kV.

Apoés a aquisicdo das imagens pelas diferentes técnicas de microscopia,
a frequéncia de estruturas anatémicas foliares foram realizadas com auxilio do
software Image-Pro Express 6.0, que possibilitou a quantificacdo das estruturas
por unidade de area. Os dados de frequéncia foram expressos como nimero de
estruturas por milimetro quadrado (mm?2), a partir da média de contagens

realizadas em vinte e cinco campos de cada amostra.
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Analise de Dados

As andlises dos dados foram realizadas na linguagem R (R Core Team,
2024). Inicialmente, a normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene,
utilizando, respectivamente, os pacotes RVAideMemoire (Herver, 2023) e car
(Fox & Weisberg, 2019). A presenca de outliers foi verificada por meio de

boxplots gerados com o pacote stats, base do R.

Apés a verificacdo dos pressupostos, constatou-se que os dados
apresentavam distribuicdo ndo paramétrica. Assim, para as analises de variancia
pareadas, utilizou-se o teste de Mann-Whitney, disponivel no pacote stats,
seguido da estimativa do tamanho do efeito por meio dos ranks-biseriais,
calculados com o pacote effectsize (Ben-Shachar et al., 2020). Para as anélises
de variancia multiplas, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, também do pacote

stats.

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para comparar
as variaveis quantitativas entre areas e espécies. Para garantir a robustez da
analise, foram selecionadas as 10 variaveis que melhor explicam os
componentes da PCA, respeitando a recomendacdo de Hair et al. (1998),
segundo a qual deve haver, aproximadamente, cinco observacgdes por variavel
independente. A selecdo dessas variaveis e a construcdo da PCA foram

realizadas com o pacote factoextra (Kassambara & Mundt, 2020).

Para a construcdo dos clusters hierarquicos, primeiramente foi gerada
uma matriz de presenga e auséncia, a fim de identificar o compartilhamento de
atributos entre as espécies. As distancias entre as espécies foram calculadas
pelo método euclidiano, utilizando o pacote factoextra. O agrupamento foi
realizado com o método ward.D2, disponivel no pacote stats, e a visualizagéo do

dendrograma foi feita com o factoextra.
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Por fim, a matriz de correlacéo foi construida a partir dos coeficientes de
correlacdo de Spearman, calculados com o pacote corrplot (Taiyn & Simko,
2021).
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RESULTADOS
Descrigéo Anatdmica

A lamina foliar de Erythroxylum pulchrum apresenta epiderme
unisseriada, ocasionalmente com subdivisbes com secrecdo nas células
epidérmicas na face adaxial (Figura 3B), hipoestomaticas, com estdématos
paraciticos, cuticula espessa e tricomas tectores unicelulares, com formato
cbnico, e glandulares peltados na face abaxial (Figura 4A, B; Figura 5A, B). As
células epidérmicas dos individuos de floresta apresentaram paredes mais retas,
enquanto os individuos da area de restinga eram mais retas na face adaxial e
sinuosas na face abaxial. O mesofilo apresenta organizacéo dorsiventral, sendo
composto por uma Unica camada de parénquima palicadico e de cinco a oito
camadas de parénquima lacunoso, ambas contendo substancias no interior de
suas células (Figura 3A, B). Os feixes vasculares sdo colaterais e estdo
envolvidos por uma bainha de esclerénquima, com os individuos de restinga
apresentando maior tamanho do que os individuos de floresta. A nervura central
€ biconvexa, com a superficie adaxial menos proeminente comparada com a
superficie abaxial, com colénquima lamelar nas regides marginais (Figura 6A,
B). A regido cortical da nervura apresenta de trés a seis camadas de
esclerénquima, circundando o feixe vascular fechado, composto por xilema na
porcao interna e floema na porcao externa. O padrdo de nervacdo demonstrou
clara distingdo entre as nervuras quaternarias e as subsidiarias, sendo estas
tltimas mais abundantes (Figura 7A, B), formando aréolas de formato irregular.
Suas terminacdes livres ocorrem tanto de forma simples como ramificadas, sem

distincdo entre as areas.

A lamina foliar de Nectandra membranacea apresenta epiderme
unisseriada, com estématos paraciticos restritos a face abaxial, cuticulas pouco
espessas e tricomas tectores unisseriados com formato conico, e glandulares
peltados presentes em ambas as faces (Figura 4C, D; Figura 5C, D). As células
epidérmicas dos individuos da area de restinga apresentam paredes mais retas
na face adaxial e sinuosas na face abaxial comparadas com os individuos de
floresta, que apresentam paredes mais retas (Figura 3C, D). O mesofilo é
dorsiventral, composto por uma a duas camadas de parénquima palicadico e
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guatro a seis camadas de parénquima lacunoso, ambos contendo substancias
armazenadas no interior celular. Células oleiferas estdo distribuidas nos
parénquimas (Figura 3C, D; Figura 7C, D). Os feixes vasculares séo colaterais e
estdo envolvidos por uma bainha esclerenquimética, mais proeminente nos
individuos de restinga do que na floresta. Sua nervura central & biconvexa, com
a face abaxial dos individuos de restinga mais curvada, ao passo que nos
individuos de floresta sdo mais retos, com colénquima anelar em ambas as faces
(Figura 6C, D). A nervura possui feixe vascular aberto, com células
esclerenquimaticas predominando na regido inferior. A nervacdo de sua lamina
foliar apresentou maior quantidade de nervuras quaternarias nos individuos de
floresta em comparacdo a restinga. As nervuras subsidiarias sdo as menos
numerosas em relacéo as demais espécies analisadas (Figura 7C, D). As aréolas
formadas apresentam contornos retos e irregulares, sem variagées entre os

individuos das diferentes areas.

A lamina foliar de Tapirira guianensis apresenta epiderme unisseriada,
com ceélulas epidérmicas apresentando paredes levemente sinuosas nos
individuos de restinga, e mais acentuadamente sinuosas nos individuos de
floresta. A cuticula é presente em ambas as faces, sendo mais espessa nos
individuos de restinga, os estdmatos do tipo paracitico eram restritos a face
abaxial, e apresentaram tricomas tectores unisseriados e glandulares peltados
(Figura 4E, F; Figura 5E, F). O mesofilo é dorsiventral, composto por uma a duas
camadas de parénquima palicadico com contetddo em seu interior, e seis a oito
camadas de parénquima lacunoso, com espacos intercelulares reduzidos
(Figura 3E, F). Idioblastos cristaliferos sdo observados préximos a epiderme
adaxial (Figura 7E, F; Figura 8H), e ductos proximos ao xilema e floema,
composto por epitélio unisseriado revestindo o liumen, e uma bainha composta
por uma ou duas camadas concéntricas de células achatadas (Figura 3E; Figura
8G). A nervura central € biconvexa, apresentando tricomas tectores, com
colénquima angular nas regibes marginais, e o feixe vascular era fechado,
revestido por uma camada de esclerénquima, com ductos localizados no seu
interior (Figura 6E, F). Seu padrao de nervagao apresentou maior quantidade de
nervuras quaternarias nos individuos de restinga, mas em menor abundéancia

gue as subsidiarias (Figura 7E, F). As aréolas formadas séo irregulares e
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assimeétricas, com terminacdes livres de forma simples e ramificadas, sem

diferencas entre as areas avaliadas.

A lamina foliar de Stachytarpheta speciosa exibe uma epiderme
unisseriada com paredes sinuosas na face adaxial e muito sinuosas na face
abaxial, coberta por uma cuticula espessa (Figura 3G). Apresenta tricomas
tectores unisseriados com formato conico, e com glandulares do tipo peltado e
capitado em ambas as superficies da folha (Figura 81 — K), e estbmatos diaciticos
qgue ocorreu predominantemente na face abaxial (Figura 4G; Figura 5G). O
mesofilo é dorsiventral, composto por uma uUnica camada de parénquima
palicadico e de trés a quatro camadas de parénquima lacunoso, com ambos 0s
parénquimas contendo substancias armazenadas. A nervura central € biconvexa
e possuia colénquima anelar nas regifes marginais (Figura 6G). O feixe vascular
era aberto, sem fibras, com o floema circundando o xilema. As nervuras
subsidiarias, embora pouco frequentes, foram mais numerosas que as
quaternarias (Figura 7G). As terminacdes livres ocorrem de forma simples, e as

aréolas resultantes foram retas e pouco regulares.

A lamina foliar de Siparuna guianensis possui epiderme unisseriada,
ocasionalmente bisseriada (Figura 8L), com paredes anticlinais externas
levemente sinuosas em ambas as faces, e cuticula delgada. Os estdmatos
paracitico estdo presentes predominantemente na face abaxial, e houveram
tricomas tectores unisseriados conicos, estrelados com 2 a 8 bracos, e
glandulares peltados, distribuidos em ambas as faces (Figura 4H; Figura 5H). O
mesofilo € dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico e de trés a
cinco camadas de parénquima lacunoso, ambos contendo substancias no
interior celular (Figura 3H). A nervura central € biconvexa, com colénquima
lamelar, apresentando tricomas tectores em sua epiderme (Figura 6H). O feixe
vascular é fechado, com o floema circundando o xilema. O padréo de nervagao
mostrou que as nervuras quaternarias possuem tamanho e formato semelhantes
com as subsidiarias (Figura 7H). As terminacgdes livres simples foram pouco

frequentes, e as aréolas formadas mostraram-se assimétricas e irregulares.
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Figura 3 - Seccao transversal da lamina foliar das espécies de restinga (A, C, E, G) e de floresta
(B, D, F, H), mostrando suas diferencas anatémicas. A, B — Mesofilo de E. pulchrum; C, D —
Mesofilo de N. membranacea; E, F — Mesofilo de T. guianensis; G — Mesofilo de S. speciosa; H
— Mesofilo de S. guianensis. Legenda: CO: célula oleifera; DS: ducto secretor; Epad: epiderme
adaxial; Epab: epiderme abaxial; Est: estbmato; FV: feixe vascular; PP: parénquima palicadico;
PL: parénquima lacunoso; *: cristais.
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Figura 4 - Micromorfologia da face abaxial da lamina foliar das espécies da area de restinga (A,
C, D, E) e de floresta (B, D, F, H), evidenciando suas estruturas epidérmicas abaxiais. A, B —
Epiderme abaxial de E. pulchrum; C, D — Epiderme abaxial de N. membranacea; E, F — Epiderme
abaxial de T. guianensis; G — Epiderme abaxial de S. speciosa; H — Epiderme abaxial de S.
guianensis. Legenda: Est: estdmato; TG: tricoma glandular; TE: tricoma estrelado; TT: tricoma
tector.
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Figura 5 - Micromorfologia da face adaxial da lamina foliar das espécies da area de restinga (A,
C, D, E) e de floresta (B, D, F, H), evidenciando suas estruturas epidérmicas adaxiais. A, B —
Epiderme adaxial de E. pulchrum; C, D — Epiderme adaxial de N. membranacea; E, F — Epiderme
adaxial de T. guianensis; G — Epiderme adaxial de S. speciosa; H — Epiderme adaxial de S.
guianensis. Legenda: Est: estdmato; TG: tricoma glandular; TE: tricoma estrelado; TT: tricoma
tector.
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Figura 6 - Seccao transversal da nervura central da lamina foliar das espécies da area de restinga
(A, C, D, E) e de floresta (B, D, F, H), mostrando suas diferencas anatdmicas. A, B — Nervura
central de E. pulchrum em branco (A), e corada com Azul de Coomassie; C, D — Nervura central
de N. membranacea em branco (C) e corado com Lugol (D); E, F — Nervura central de T.
guianensis corado com Azul de Coomassie (E) e com Cloreto Férrico (F); G — Nervura central de
S. speciosa corado com reagente de Wagner (G); H — Nervura central de S. guianensis corado
com Vermelho de Ruténio. Legenda: Col: colénquima; DS: ducto secretor; Epab: epiderme
abaxial; Epad: epiderme adaxial; FV: feixe vascular; TG: tricoma glandular; TT: tricoma tector.
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Figura 7 - Distribuicdo do padréo de nervacédo das espécies da area de restinga (A, C, D, E) e de
floresta (B, D, F, H), apresentando suas diferencas anatdbmicas. A, B — Padréo de nervacao de
E. pulchrum; C, D — Padrao de nervagéo de N. membranacea; E, F — Padrao de nervacao de T.
guianensis; G — Padréo de nervacéo de S. speciosa; H— Padrédo de nervacdo de S. guianensis.
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Legenda: CO: célula oleifera; NSub: nervuras subsidiarias; NQ: Nervura Quaternaria; TE: tricoma
estrelado; TL: terminacdes livres; *: cristal.

Teste histoquimico
Os resultados da andlise histoquimica mostraram variacbes entre 0s

individuos de restinga e de floresta (Tabela 4). Os principais compostos
detectados foram os alcaloides, compostos fendlicos e proteinas totais. As folhas
de E. pulchrum testaram positivo para alcaloides, compostos fenodlicos e
proteinas totais, com variagfes entre as areas analisadas (Figura 8A). Nos
individuos de restinga, foram detectados alcaloides e compostos fendlicos por
todo o mesofilo, e proteinas totais apenas no parénquima pali¢adico, ja nos
individuos de floresta, os compostos fendlicos foram detectados apenas no
parénquima palicadico, e as proteinas totais apenas no parénquima lacunoso,
com a epiderme de ambas as areas revelando compostos fendlicos e proteinas

totais.

Na espécie N. membranacea, foram detectados alcaloides, amido e
proteinas totais em suas folhas. Nos individuos de restinga, a lamina foliar
apresentou alcaloides e proteinas totais por todo seu mesofilo, com sua
epiderme testando positivo para proteina, e nos individuos de floresta foram
detectados alcaloides e amido em ambos os parénquimas, e proteinas totais
apenas no parénquima pali¢adico.

Nos testes realizados com T. guianensis, observou-se alcaloides,
compostos fendlicos e proteinas totais em sua lamina foliar. Os individuos de
restinga apresentaram compostos fendlicos por todo o mesofilo e alcaloides no
parénquima palicadico, enquanto nas folhas dos individuos de floresta, apenas
compostos fendlicos foram observados em seu mesofilo. A epiderme de ambas

as areas apresentou compostos fendlicos e proteinas.

Para S. speciosa, que ocorre na restinga, foram detectados alcaloides e
amido apenas no mesofilo. A espécie ocorrente apenas na floresta, S.

guianensis, testou negativo para todos os reagentes utilizados (Figura 8L).

A presencga de estruturas secretoras internas foi observada apenas nas

espécies N. membranacea e T. guianensis, apresentando células e ductos
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secretores, respectivamente. As células oleiferas testaram positivo
exclusivamente para polissacarideos acidos em ambas as populacdes das duas
areas (Figura 8D). Ja os ductos apresentaram atividade positiva para todas as
substancias testadas, exceto para polissacarideos acidos (Figura 8G). Em
nenhuma das espécies estudadas foi observada secre¢cdo com lipidios nos

tecidos foliares (Tabela 4).
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Figura 8 - Detalhes da estrutura do mesofilo e das epidermes das espécies. A,B — Mesofilo de E.
pulchrum corado com Reagente de Wagner evidenciando seus alcaloides. (A) e Azul de Toluidina
mostrando as subdivisbes em sua epiderme adaxial (B); C-E — Lamina foliar de N. membranacea
com mesofilo corado com azul de toluidina (C) e Vermelho de Ruténio (D), evidenciando suas
células oleiferas, e detalhes de sua epiderme abaxial (E), com tricomas; F-G: Lamina foliar de T.
guianensis com sua epiderme abaxial mostrando em detalhes seu tricoma tector (F), ducto com
compostos fendlicos em seu lumen (G), e idioblasto cristalifero proximo a sua epiderme (H); | —
J: Detalhes da lamina foliar de S. speciosa, com tricomas em sua epiderme adaxial (1), e tricoma
glandular capitado (J); K — M: Lamina foliar de S. guianensis evidenciando seu tricoma peltado
(K), epiderme bisseriada (L), e epiderme abaxial com tricomas estrelados (M). Legenda: CO:
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célula oleifera; Cut: cuticula; DS: ducto secretor; EB: epiderme bisseriada; Epad: epiderme
adaxial; Est: estdmato; Fl: floema; PP: parénquima palicadico; Sub: subdivisdo na epiderme
adaxial; TE: tricoma estrelado; TG: tricoma glandular; TT: tricoma tector; *: cristal.

Tabela 4 - Testes histoquimicos realizados na lamina foliar das espécies das duas

areas
Espécie Erythroxylum Tapirira Nectandra Stachytarpheta Siparuna
P pulchrum guianensis membranacea speciosa guianensis
Area RES FOS RES FOS RES FOS RES FOS
Epi - - - - - - - -
PP + - - - + + + -
Alcaloides PL + _ + . + + + -
ES
| 0 0 + + - - 0 0
Epi - - - - - - - -
PP - - - - - + + -
Amido PL ) _ ) _ ) " n )
EIS 0 0 + + - - 0 0
Epi + + + + - - - -
PP + + + + - - - -
Compostos fendlicos  pi + - + + - - - -
S Es
S 0 0 + + - - 0 0
Q |
8
£ B - S : :
PP - - - - - - - -
LIpileS PL _ _ _ _ _ _ _ -
EIS 0 0 + + - - 0 0
Epi - - - - - - - -
PP - - - - - - - -
Polissacarideos acidos p| ; _ _ _ . - i -
EIS 0 0 - - + + 0 0
Epi + + + + + - - -
Proteinas Totais PP - - - - + + - -
PL + + - - + - - -
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ES
I

RES: Restinga; FOS: Floresta; Epi: Epiderme; PP: Parénquima Paligadico; PL: Parénquima Lacunoso;
ESI: Estrutura Secretora Interna.
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Variagéo dos atributos morfoanatémicos

Alguns atributos morfologicos e anatdmicos foram mensurados entre as
espécies (Figura 9) e entre as areas estudadas (Figura 10). Quando comparado
entre as espécies, a area foliar de S. guianensis foi estatisticamente superior, e
S. speciosa inferior, e as populagcbes de N. membranacea e T. guianensis
presentes na floresta apresentaram valores médios significativamente maiores
do que os individuos de restinga (Figura 9A). A espessura foliar foi
significativamente maior para E. pulchrum e N. membranacea em individuos de
restinga, com S. speciosa exibindo os menores valores comparados as demais
espécies (Figura 9B). O conteudo relativo de agua na folha (CRAF) destacou-se
em E. pulchrum em individuos de restinga e em S. guianensis, enquanto S.
speciosa obteve os menores valores (Figura 9C). A massa foliar por unidade de
area (LMA) teve distribuicao significativamente mais elevada para E. pulchrum
em individuos de restinga e para N. membranacea em individuos de floresta
(Figura 9D). A densidade foliar apresentou maiores valores em N. membranacea
na floresta e para E. pulchrum em individuos de restinga, enquanto S. guianensis

obteve os menores valores (Figura 9E).

A espessura do mesofilo foi estatisticamente superior em N.
membranacea nos individuos de floresta, assim como a espessura dos
parénquimas palicadico e lacunoso (Figura 9F-H). As epidermes foram maiores
para S. guianensis (Figura 91,J), enquanto a cuticula nas faces adaxial e abaxial
de S. speciosa se mostraram maiores (Figura 9K,L). A quantidade de nervuras
quaternarias foi estatisticamente superior em N. membranacea na floresta,
enquanto as de T. guianensis apresentaram maiores valores na restinga (Figura
9M). As nervuras subsidiarias e terminagdes livres foram significativamente mais

elevadas para E. pulchrum na floresta (Figura 9N, O).

Tricomas tectores e glandulares foram observados na lamina foliar dos
individuos de ambas as areas estudadas. A espécie S. speciosa, exclusiva de
restinga, apresentou a maior densidade de tricomas glandulares em ambas a
faces foliares (Figura 9P-S). S. guianensis apresentou uma menor quantidade

de estdbmatos, entretanto possuem os maiores tamanhos. Diferentemente de N.
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membranacea e T. guianensis, que apresentaram maior densidade estomatica

e estdbmatos menores (Figura 9T, U).

Com relacao eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il, os valores
do AFv/Fm foram maiores para N. membranacea, independente da area em que
ocorreu. S. speciosa, seguida pelas outras espécies coocorrentes na area de
restinga apresentaram maiores valores. S guianensis apresentou o menor valor
(Figura 9V).

A ocorréncia de estruturas secretoras se mostrou maior para ambas as
populacbes de N. membranacea, que apresentou células oleiferas e tricomas
glandulares, seguida por S. speciosa, com tricomas glandulares (Figura 9W). Os
individuos de T. guianensis da area de restinga possuiram maior quantidade de

cristais do que os individuos de floresta (Figura 9X).

Ao analisar as relagdes entre esses atributos, uma variagéo foi observada
entre forma das células epidérmicas, densidade estomatica, CRAF e espessura
foliar. Células epidérmicas com parede periclinais externas mais sinuosas foram
associadas a folhas mais espessas, com maior CRAF, e menor densidade
estomatica, enquanto células epidérmicas com parede periclinal externa reta
estiveram relacionadas a folhas mais finas, com menor CRAF, e uma maior

densidade estomatica.

Erythroxylum pulchrum e N. membranacea apresentaram uma variagao
semelhante em alguns dados morfolégicos, onde ambas apresentaram maior
espessura foliar, menor densidade estomatica e células epidérmicas mais
sinuosas na restinga. Por outro lado, nos individuos de floresta, apresentaram
menor espessura foliar, maior densidade estomatica e células epidérmicas retas.
Entretanto, as duas espécies divergiram em relagcdo ao CRAF. Em E. pulchrum,
os individuos de restinga apresentaram valores mais elevados de CRAF,
enquanto N. membranacea nao houve diferenca significativa entre as areas. Ja
T. guianensis ndo apresentou diferencas nos valores de espessura, CRAF e
densidade estomatica entre as areas, no entanto o formato de suas células
epidérmicas variou, sendo pouco sinuosas nos individuos de restinga e mais
sinuosas nos individuos de floresta. No entanto, as espécies ndo coocorrentes
apresentaram respostas distintas. S. speciosa apresentou folhas com menor
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espessura, menor CRAF e alta densidade estomatica. Em contraste, S.
guianensis apresentou maior espessura foliar, maior CRAF e baixa densidade

estomatica, com ambas as faces da epiderme apresentando células sinuosas.
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Quando comparado os atributos entre as areas (Figura 10; Tabela 5), foi
observado que a espessura da cuticula, tanto adaxial quanto abaxial, a
quantidade de tricomas glandulares localizados na face abaxial, e o AFv/Fm
apresentaram valores significativamente maiores nos individuos de restinga. Na
area de floresta, os atributos com maiores valores foram a éarea foliar e o

tamanho dos estbmatos da face adaxial.
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Figura 11 - Boxplots dos atributos que apresentam diferenca estatistica entre as areas — A — Area
foliar com valores maiores na floresta; B, C — Cuticula adaxial (B) e abaxial (C) maiores na area
de restinga; D — Tricomas glandulares da face abaxial em maior quantidade na area de restinga;
E — Tamanho dos estdmatos adaxiais maiores na floresta; F — AFv/Fm com maiores valores na
restinga.

Ao analisar os principais atributos dos individuos de restinga, observou-
se que as caracteristicas com maior magnitude estavam relacionadas a
resisténcia a perda de 4gua. Esse fator foi evidenciado por uma maior espessura
da cuticula, maior presenca de tricomas e ajustes que podem influenciar a
regulacao da transpiracédo. Além disso, observou-se uma maior eficiéncia no uso
de recursos, manifestada pela redugéo da area foliar, maior densidade e menor
investimento nos tecidos do mesofilo. Essas aclimatacfes contribuem para um

maior suporte estrutural, refletido pela presenca aumentada de cristais e folhas
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mais rigidas. Os atributos observados nos individuos de floresta indicam um
conjunto de caracteristicas voltadas para um crescimento mais rapido. Este fato
se reflete na reducéo da espessura foliar, no menor investimento em estruturas
e na eficiéncia do uso de recursos. Além disso, foram notadas estratégias
relacionadas a uma maior eficiéncia fotossintética, como uma maior area foliar e
pela presenca de ajustes estruturais para otimizar a captura de luz. Também foi
observada uma otimizacdo no transporte de 4gua, com ajustes na nervacao foliar

gue favorecem a maxima distribuicdo hidrica com menor custo energético.

A andlise de tamanho de efeito, baseada no coeficiente rank-biserial
(Figura 11), permitiu estimar a magnitude das diferengas entre 0s grupos,
guantificando a propor¢cao de comparacdes em que os valores de um grupo
superam os do outro. Ela destaca os atributos com maiores contrastes entre as
areas. O teste revelou que em individuos de restinga, a cuticula adaxial
apresentou tamanho de efeito grande dentre os atributos, com efeito de 0,94,
seguido pelo AFv/Fm, com efeito de 0.62, e cuticula abaxial, com efeito préximo
a 0,5. Os tricomas glandulares e tectores na face abaxial apresentaram tamanho
de efeito moderado, com valores proximos a 0,3. Em individuos de floresta, o
atributo com maior tamanho de efeito foi a area foliar, com efeito proximo a -0,5,
e os demais atributos apresentaram pequeno tamanho de efeito, e por
consequéncia, nao diferiram significativamente nos testes estatisticos. Este teste
ressalta a alta influéncia de atributos, como espessura da cuticula, AFv/Fm, e
qguantidade de tricomas nas espécies ocorrentes de restinga, demonstrando um
maior ajuste fisiolégico e anatbmico a esta area, enquanto a éarea foliar e
tamanho dos estdmatos foram os que tiveram maior influéncia nas espécies da

area de floresta, refletindo em estratégias que geram uma maior captagao de luz.
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Atributos

Tamanho de Efeito
(Restinga ~ Floresta)

Cuticula Adaxial

AFV/Fm

Cuticula Abaxial

Tricoma glandular (face abaxial)
Tricoma tector (face abaxial)
Espessura

Estruturas secretoras
Parénguima paligadico
Densidade estémato (face abaxial)
Nervura quarternaria

Cristais

Tricoma tector (face adaxial)

Tamanho estdmato (face abaxial)
Bolsas secretoras

Tricoma glandular (face adaxial)
Nervuras subsididrias

Massa por unidade de area foliar (LMA)
Epiderme Adaxial

Mesofilo

Densidade estdmato (face adaxial)
Tamanho estémato (face adaxial)
Parénguima lacunoso

Contetdo relativo de dgua na folha
Epiderme Abaxial

Nervura tercidria

Densidade

Area Foliar \
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Figura 12 - Gréfico de tamanho de efeito, representando a magnitude das diferengas entre os
grupos analisados. Os valores do coeficiente rank-biserial variam de -1 a 1, indicando a direcdo
e a forca da relagcdo entre as variaveis. Valores mais préximos de -1 ou 1 refletem diferencas
mais expressivas entre 0s grupos, enquanto valores préximos de 0 indicam diferencas pequenas
ou inexistentes.

A analise de componentes principais (PCA) comparando os atributos
entre espécies demonstrou que as espécies coocorrentes se sobrepuseram
(Figura 12), mostrando que os atributos avaliados ndo foram capazes de separéa-
los em grupos distintos. Dentre eles, os estatisticamente superiores foram a
espessura da lamina foliar, do parénquima lacunoso e do mesofilo, massa foliar
por unidade de massa, densidade foliar, densidade estomética da face abaxial,
células oleiferas e estruturas secretoras. As espécies ndo coocorrentes
formaram grupos separados entre eles e entre as outras espécies, onde a
espécie exclusiva de floresta, S. guianensis, foi influenciada pelos tamanhos dos
estbmatos da face abaxial, e a espécie exclusiva de restinga, S. speciosa, teve

um menor investimento em biomassa.
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Figura 13 - Analise de Componentes Principais (PCA) mostrando o agrupamento das espécies
em funcao dos atributos analisados.

Quando comparada entre as areas, a PCA ndo separou em grupos
distintos (Figura 13), uma vez que houve a sobreposicéo dos individuos das duas
areas. Os atributos que estiveram mais relacionados ao PC1 foram massa foliar
por unidade de &rea, densidade foliar, espessura do mesofilo, e a espessura da
lamina foliar, explicando 42% da variancia. Os atributos mais relacionados ao
PC2 foram estruturas secretoras, tamanho dos estdbmatos e densidade
estomatica da face abaxial, células oleiferas e epiderme adaxial, explicando

26,2% da variancia.

62



PCA - Biplot

Areas

IE Floresta

| & | Restinga

Dim2 (26.2%)
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Figura 14 - Andlise de Componentes Principais (PCA) mostrando o agrupamento das areas em
funcéo dos atributos analisados.

A matriz de correlagdo da area de restinga revelou tanto correlagdes
positivas quanto negativas entre os atributos analisados (Figura 14A). O grafico
de redes de integracdo apresentou 28 nd@s, resultando em 60 correlacdes
positivas e 6 negativas, todas com magnitude de 0,7 (Figura 14B). Entre as
correlacdes positivas mais relevantes, destacam-se aquelas entre atributos
morfologicos, como area foliar, espessura do mesofilo, CRAF, LMA e densidade
foliar, além da relacdo entre o tamanho e a densidade dos estdmatos na face
adaxial. As correlagfes negativas mais marcantes envolvem o tricoma glandular,

gue se correlaciona inversamente com CRAF, LMA e densidade foliar.

Na area de floresta, a matriz de correlacéo evidenciou as relacdes entre
os atributos (Figura 15A), enquanto o grafico de redes de integragdo apresentou
28 nos, gerando 62 correlagdes positivas e 8 negativas, todas com magnitude
de 0,7 (Figura 15B). As correlacbes positivas mais expressivas foram
observadas entre as epidermes adaxial e abaxial, entre a densidade estomatica
abaxial e os atributos LMA e densidade foliar, e entre a densidade e o tamanho
dos estbmatos na face adaxial. Além disso, houve correlacdes positivas entre as
nervuras subsidiarias e as terminagdes livres com a cuticula adaxial e a
espessura foliar, bem como entre o tamanho dos estdmatos abaxiais e as

epidermes, além da densidade estomatica da face abaxial. J& as correlacdes
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negativas mais relevantes ocorreram entre LMA e éarea foliar, entre o tamanho
dos estdbmatos abaxiais e CRAF, e entre LMA e a densidade estoméatica da face

adaxial.

Um dendrograma (Figura 16A), baseado em caracteristicas presentes e
ausentes (Figura 16B), revelou que as diferencas observadas nos individuos das
espécies coocorrentes ndo foram suficientes para separa-las em grupos
distintos. As duas populagcbes de E. pulchrum, agruparam-se com as duas
populacdes de T. guianensis, visto que as espécies a possuirem muitas
caracteristicas similares, como cuticula espessa, folhas hipoestomaticas,
nervura central fechada, e testarem positivo para compostos fendlicos. S.
guianensis, espécie exclusiva de floresta, formou um grupo isolado, por ser a
Unica espécie que apresenta tricomas estrelados e epiderme bisseriada. As duas
populacbes de N. membranacea agruparam-se com S. speciosa, espécie de
restinga, constituindo o terceiro grupo, por semelhangas quanto ao nimero de
camadas do parénquima palicadico, por possuirem nervura central aberta, e por

apresentarem amido em seus tecidos foliares.
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Figura 15 - Matriz de correlacdo e rede de integracéo dos atributos funcionais das espécies para
a area de restinga. A — Matriz de correlacao dos atributos morfoanatémicos e fisiol6gicos, onde
a intensidade da cor representa a magnitude e direcao das correlagbes entre os atributos
analisados; B - Grafico de redes de integracdo dos atributos, com nés representando os atributos
e arestas indicando correla¢des significativas (positivas em linhas azuis e negativas em linhas
vermelhas), evidenciando as intera¢fes funcionais. Legenda: AF — &rea foliar; CO — célula
oleifera; Crs — cristais; CRA — conteudo relativo de agua na folha; CtAb — cuticula abaxial; CtAd
— cuticula adaxial; DEAb — densidade estomatica abaxial; DEAd — densidade estoméatica adaxial;
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DEN - densidade foliar; Esc — estrutura secretora; EpAb — epiderme abaxial; EpAd — epiderme
adaxial; ESP — espessura foliar; F.F — AFv/Fm; Lac — parénquima lacunoso; LMA — massa por
unidade de area; Mes — mesofilo; Nsb — nervuras subsidiarias; NTL — nervura com terminacdes
livres; NQ — nervura quaternaria; NT — nervura terciaria; Pal — parénquima palicadico; TEb —
tamanho dos estbmatos abaxial; TEd — tamanho dos estdmatos adaxial; TGAb — tricoma
glandular abaxial; TGAd — tricoma glandular adaxial; TTAb — tricoma tector abaxial; TTAd —
tricoma tector adaxial.
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Figura 16 - CorrelagBes entre os atributos funcionais das espécies estudadas representadas por
matriz de correlacdo e rede de integracao para a area de floresta. A — Matriz de correlagéo, onde
a cor das células indica a intensidade e dire¢do das relacdes entre os atributos analisados; B -
Rede de integracdo, com nos representando os atributos e as arestas ilustrando as correlacdes
significativas (positivas e negativas), destacando as interagBes entre as caracteristicas
funcionais. Legenda: AF — area foliar; CO — célula oleifera; Crs — cristais; CRA — conteudo relativo
de agua na folha; CtAb — cuticula abaxial; CtAd — cuticula adaxial; DEAb — densidade estomatica
abaxial; DEAd — densidade estomética adaxial; DEN — densidade foliar; Esc — estrutura
secretora; EpAb — epiderme abaxial; EpAd — epiderme adaxial; ESP — espessura foliar; F.F —
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AFv/Fm; Lac — parénquima lacunoso; LMA — massa por unidade de &area; Mes — mesofilo; Nsb —
nervuras subsidiarias; NTL — nervura com terminacdes livres; NQ — nervura quaternaria; NT —
nervura terciaria; Pal — parénquima pali¢cadico; TEb — tamanho dos estdmatos abaxial; TEd —
tamanho dos estébmatos adaxial; TGAb — tricoma glandular abaxial; TGAd — tricoma glandular
adaxial; TTAb — tricoma tector abaxial; TTAd — tricoma tector adaxial.
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Figura 17 - Analise de agrupamento hierarquico das espécies estudadas (A), com base na
similaridade das caracteristicas, e tabela de presenca e auséncia das variaveis analisadas (B).
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DISCUSSAO

Atributos Morfolégicos

Em ambientes potencialmente limitantes, alteracdes morfologicas séo
fundamentais para a sobrevivéncia das plantas. Entre elas, destacam-se as
folnas esclerofilas, que sdo duras e resistentes, ajustadas a condicdes
ambientais severas, como baixa disponibilidade hidrica, fortes ventos, excesso
de luminosidade e com altas taxas de herbivoria (Read & Sanson, 2003). Suas
caracteristicas estruturais incluem menor tamanho foliar, maior massa foliar por
unidade de area, alta densidade de tricomas, cuticula mais espessa, e maior teor
de fibras, conferindo protecdo contra desidratacdo, herbivoria, e danos
mecéanicos (Edwards et al., 2000; Read & Sanson, 2003, Sardans & Pefiuelas,
2013). A correlacdo entre a forma das células epidérmicas, densidade
estomatica, CRAF e espessura foliar foi encontrada em quatro das espécies
avaliadas, corroborando com o que foi observado por Rury (1981). Essa
correlacdo reflete as estratégias de algumas espécies, especialmente em

habitats com baixa disponibilidade hidrica.

Dentre as espécies estudadas, a lamina foliar dos individuos de restinga
apresentou combinacdes destas caracteristicas, com os individuos de E.
pulchrum apresentando folhas com maior LMA, maior espessura, e com bainha
esclerificada, os individuos de N. membranacea exibiram folhas mais espessas,
com alta densidade de tricomas e bainha esclerificada, e os individuos de T.
guianensis apresentaram folhas menores e com cuticulas mais espessas. Ja S.
speciosa, espécie exclusiva de restinga, ndo apresentava folhas espessas e
densas, mas exibia alta densidade de tricomas, area foliar reduzida e cuticulas
espessas. Nos individuos de E. pulchrum de restinga, a LMA teve correlacao
positiva com a densidade foliar, enquanto nos individuos de N. membranacea de
floresta, a densidade se correlacionou positivamente com a espessura dos
tecidos do mesofilo. Esta relacdo entre os valores de massa foliar por unidade
de area e densidade e espessura dos tecidos foliares, ja observada por John et
al. (2017), representa diferentes estratégias de alocacdo de recursos entre as

espécies.
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Uma caracteristica observada para E. pulchrum e N. membranacea foi a
diferenca no tamanho da bainha esclerenquimética que recobrem os feixes
vasculares entre as areas em gue elas ocorrem, onde os individuos de restinga
apresentaram maior nimero de camadas de fibras do que os individuos de
floresta, relacionada com uma maior esclerofilia da folha (Rury, 1981), uma vez
gue ambas apresentaram folhas com maior espessura nesta area. A ocorréncia
de folhas escleréfilas é comum em diversos ambientes, mas estando
principalmente relacionadas com sua tolerancia a ambientes abertos e com alta
disponibilidade de luz solar, uma vez que altos niveis de luminosidade podem

gerar investimento em paredes celulares (De Azeredo et al, 2018).

Atributos Anatbmicos

Todas as espécies estudadas apresentam tricomas tectores na lamina
foliar, com maior densidade nos individuos de restinga. No entanto, em
individuos de T. guianensis ocorrentes no bioma Cerrado, a presenca desses
tricomas néo foi registrada (Bieras & Sajo, 2008). No teste de tamanho de efeito,
os tricomas tectores na face abaxial tiveram efeito moderado e os tricomas
tectores na face adaxial tiveram efeito baixo, ambos com maior efeito para as
espécies de restinga. Essa estrutura desempenha funcées como protecéao contra
luminosidade, déficit hidrico, temperaturas extremas, salinidade e herbivoria
(Celik et al., 2018; Karabourniotis et al., 2020; Li et al., 2022).

Entre as diversas funcfes atribuidas aos tricomas tectores, uma delas é
auxiliar na captacao de 4gua do ambiente (Berry et al., 2018). Bickeford (2016)
relata que algumas espécies possuem tricomas capazes de absorver agua
liguida proveniente da chuva, orvalhos ou névoa, disponibilizando-a para as
folhas em condi¢gBes de baixa disponibilidade hidrica. Em biomas aridos, esta
funcdo se mostra efetiva mesmo quando inseridas em regiées com pouca
umidade (Bickeford, 2016; Araujo et al., 2020). Na Mata Atlantica, especialmente
nas areas de estudo (Tabela 1), a alta taxa de umidade do ar pode permitir que
o0s tricomas exercam esta mesma fungéo, garantindo uma absorcéo suficiente

de agua para que as plantas se mantenham nesse ambiente.
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Stachytarpheta speciosa, exclusiva de restinga, apresenta a maior
densidade de tricomas glandulares em ambas as faces da lamina foliar. Por ser
uma espécie com menor porte, seus individuos ocorriam sempre em areas mais
abertas, sem influéncia de sombras, o0 que no contexto da area estudada, sugere
gue essa espécie esteja aclimatada a alta incidéncia de radiacdo UV-B,
caracteristica ja relatada para outras espécies do género (Cardoso et al.,
2023a,b). A presenca de tricomas na face adaxial pode ter sido um atributo que
favoreceu a ocupacdo da espécie em locais com alta luminosidade e solo
arenoso, considerando que os tricomas abaxiais desempenham um papel
importante na reflexdo da luz (Thitz et al., 2017; Martinez-Natarén et al., 2011).
Neste estudo foi identificada nesta espécie um maior investimento em
estratégias de defesa, a custa de seu crescimento. Esta estratégia € comum em
ambientes mais limitantes, onde a baixa disponibilidade hidrica e as
temperaturas elevadas promovem o0 ajuste de suas caracteristicas anatdbmicas,
gerando maior investimento em defesa a partir da producéo de metabdlitos (Dias
et al., 2024), em detrimento de um menor investimento estrutural (Sardans &
Pefiuelas, 2013).

Embora estejam na mesma area, as outras espécies presentes na
restinga apresentam uma baixa densidade de tricomas glandulares, refletindo os
diferentes mecanismos de tolerdncia as condicbes ambientais as quais estdo
expostas (Thitz et al., 2017). Os ajustes podem ocorrer em diferentes niveis,
como o aumento da espessura foliar, CRAF, LMA e densidade foliar, além de um
maior investimento no fortalecimento dos tecidos vasculares e no espessamento
estrutural (Farooq et al., 2009b; Sardans & Pefiuelas, 2013). As respostas
fisiologicas envolvem a sintese de metabdlitos secundarios e alteragbes voltadas
a uma maior regulacdo estomatica, otimizando as trocas gasosas e a

conservacao da agua (Barroso Neto et al., 2021).

As folhas de T. guianensis apresentam cuticula espessa na restinga,
estando frequentemente associada a altas taxas de disponibilidade luminosa
(Jordan et al., 2005). Dentre os atributos, a cuticula foi a que apresentou um
efeito de maior magnitude na area de restinga. Paralelamente, alguns estudos
relacionaram a espessura da cuticula com a quantidade de nervagdes (Sack &

Frole, 2006), assim como observado neste estudo, mostrando que folhas com
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maior densidade de nervagdes apresentam folhas com cuticulas mais espessas.
Isso pode gerar maior eficiéncia no transporte e distribuicdo de agua nos tecidos,

além de oferecer protecao contra dessecacao (Sack et al., 2012).

Mantuano et al. (2006) observaram em espécies de Erythroxylum
caracteristicas anatbmicas que permanecem inalteradas independentemente do
micro-habitat, como epiderme adaxial unisseriada, ocasionalmente com duas
camadas, mesofilo dorsiventral e folhas hipoestoméaticas com estématos
paraciticos. Estas caracteristicas foram igualmente descritas em espécies que
ocorrem em vegetacdo de Cerrado (Bieras & Sajo, 2004), sugerindo tendéncias
filogenéticas do grupo. Além disso, a presenca de subdivisbes em algumas
células epidérmicas da face adaxial nos individuos das duas areas destaca-se
como um importante marcador taxondmico para o género, assim como apontado
por Rury (1981) e Mantuano et al. (2006), reforcando o padrao filogenético dessa

caracteristica anatbmica.

A lamina foliar de T. guianensis € a Gnica a apresentar ductos e idioblastos
cristaliferos, possivelmente para evitar a intoxicagdo por acumulo de Ca?* em
solos ricos nesse mineral (Franceschi & Nakata, 2005), principalmente em
tecidos que podem ser descartados, como as folhas (Paiva, 2019). Reforgcando
essa hipotese, a area com menor teor de Ca?* no solo apresentou menor
guantidade de cristais nas folhas, sugerindo uma estratégia de armazenamento
e reabsorcdo quando necessario (Handro, 1966; Webb, 1999). Além disso, o
acumulo de cristais pode estar associado ao aumento de CO2 atmosférico, que
estimula o influxo de Ca?*para as células vegetais, regulado pela formacgédo de
cristais de oxalato (Fink, 1991).

A guantidade de nervacdo das folhas dessas espécies foi influenciada
pelo ambiente em que ocorriam. Tanto E. pulchrum como N. membranacea
apresentam menor guantidade de nervuras na area de restinga, o que esta
relacionado a reducdo do tamanho das laminas foliares, sugerindo uma
estratégia de ajuste estrutural para lidar com condi¢des ambientais mais
restritivas (Dias et al., 2024). Em ambientes mais secos ou com maior exposi¢ao
a luz, como frequentemente ocorre na restinga, a redugéo da lamina foliar pode
atuar como um mecanismo para minimizar a transpiracdo e 0 risco de

superaguecimento.
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O investimento em nervura quaternaria foi maior na area de floresta, com
N. membranacea, E. pulchrum e S. guianensis apresentando os maiores valores.
Em ambientes mais Umidos, as plantas desenvolvem maior densidade de
nervuras foliares, com maior area foliar e densidade de nervacdo, aumentando
a eficiéncia na captacéo de luz e trocas gasosas (Gvozdevaite, 2018). Por outro
lado, em ambientes aridos, as plantas tém menor densidade de nervacéao,
reduzindo os custos energéticos e hidricos, mas com alteracdes estruturais,
como bainhas reforgadas, para suportar o estresse hidrico (De Azeredo et al,
2018).

Dentre os metabolitos testados, os alcaloides encontrados na lamina foliar
das espécies estudadas ocorreram predominantemente na restinga. A
biossintese de alcaloides esta relacionada a diversos fatores ambientais, como
alterac6es na disponibilidade hidrica (Jaleel et al., 2007; Liang et al., 2020),
caracteristicas edéficas (Yahyazadeh et al., 2021, Yeshi et al., 2022), radiacdo
UV-B (Binder et al., 2009), e herbivoria (Matsuura & Fett-Neto, 2015), condi¢cdes
essas mais acentuadas na area de restinga e que podem induzir sua producao.
Em contrapartida, os individuos de N. membranacea apresentaram este
metabalito independente das areas em que ocorreram. A presenca de alcaloides,
além de ser frequentemente encontrada no género Nectandra, € amplamente
difundida por toda a familia Lauraceae. Um estudo de Bagnarello et al. (2018)
com as folhas de N. membranacea, desenvolvidas em condi¢cfes climaticas e
topograficas semelhantes as da area de floresta deste estudo, também
encontrou alcaloides em seus tecidos foliares. Essas evidéncias sugerem que a
ocorréncia de alcaloides nos tecidos foliares de N. membranacea pode nao estar

exclusivamente relacionada a area onde os individuos se encontram.

A presenca de células oleiferas distribuidas no parénquima palicadico foi
observada apenas em N. membranacea, caracteristica ja relatada em espécies
do género (Marques, 2001; Ceolin et al., 2009; Fagundes et al, 2015; Costa et
al., 2019). Os testes histoquimicos detectaram que estas estruturas
apresentaram polissacarideos acidos, metabdlito amplamente documentado em
estruturas secretoras da familia (Solereder, 1908; Esau, 1960; Buvat, 1989;
Toledo, 2000). A presenca deste metabdlito pode auxiliar a espécie a suportar

as condi¢cdes ambientais, visto que sua secre¢ao pode contribuir na manutencao
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de 4gua e na protecao tanto mecanica quanto contra patdgenos e herbivoros (de
Deus Bento et al., 2024). De maneira semelhante, a producdo de amido no
mesofilo das folhas de floresta pode ter garantido uma reserva de energia,
permitindo que os individuos se desenvolvam mesmo em condicbes mais

sombreadas (Orzechowski, 2008).

A ocorréncia de compostos fendlicos foi observada apenas nas espécies

E. pulchrum e T. guianensis, independente da area em que ocorreram. Télke et
al (2021, 2022) relatam que a producao deste metabdlito € amplamente difundida
no grupo das Sapindales, podendo ser sintetizado tanto em seu mesofilo, como
combinado a outros compostos nas resinas secretadas em seus ductos. Da
mesma forma, compostos fendlicos também ja foram descritos em outras
espécies do género Erythroxylum (Soobrattee et al., 2008; Silva-Filha et al.,
2022).

Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il

A andlise da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il € um indicador
sensivel do estresse ambiental (Guidi & Degl’Innocenti, 2012). Os individuos de
restinga apresentaram um AFv/Fm maior do que os de floresta, indicando maior
vulnerabilidade em condicbes de possivel restricdo hidrica. Apesar das
estratégias morfolégicas e anatdbmicas observadas nos individuos de restinga,
podemos perceber um impacto significativo das condicbes ambientais na
resposta da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il em condi¢cdes de
desidratacdo. As condigcbes ambientais da area de restinga, como menor
disponibilidade nutricional e capacidade de retencdo de &agua, podem ter
influenciado a resposta estrutural das folhas a vulnerabilidade por desidratacao.

Nectranda membranacea apresentou maior vulnerabilidade no
fotossistema Il sob desidratacdo, independentemente da area em que ocorreu,
sendo a espécie em que foi observada uma maior quantidade de diferencas
significativas dos atributos entre as areas. Sua maior densidade estomatica e a
maior area foliar observadas nos individuos de floresta podem ter representado

uma desvantagem quando expostos a restricdo hidrica, uma vez que essas
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caracteristicas estao associadas a ambientes com maior disponibilidade de agua
(Sardans & Pefiuelas, 2013). A vulnerabilidade dessa espécie em ambas as
areas sugere que sua sensibilidade pode estar mais relacionada aos atributos
estruturais do que ao ambiente de ocorréncia, evidenciando que certas
caracteristicas morfolégicas podem néo ser favoraveis em contextos especificos
(Bell et al., 2007).

Com relacdo a S. guianensis, espécie ocorrente apenas na floresta,
destaca-se a resposta da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il em condi¢Bes
de desidratacéo, apresentando menores valores de AFv/Fm. A menor densidade
estomatica e o maior tamanho dos estdmatos observados na espécie podem
estar relacionados a menor necessidade de estratégias para minimizar a perda
de agua, uma vez que essas condicOes favorecem a captacdo de luz e a

eficiéncia no uso de 4gua (Rossatto et al., 2009).

Variacao dos Atributos

A partir dos dados obtidos na anélise de componentes principais (PCA),
foi possivel observar que, apesar das diferencas ambientais entre a area de
floresta e de restinga, as espécies coocorrentes apresentaram sobreposi¢cao nos
atributos analisados, sugerindo uma convergéncia funcional nas estratégias
utilizadas para lidar com as condi¢cbes especificas de cada ambiente. Essa
sobreposicdo pode ser resultado tanto da variabilidade fenotipica, que permite
ajustes morfoanatémicos e fisiologicos em resposta a variagcbes ambientais,
como a disponibilidade de agua e de luz, quanto da conservacdo de
caracteristicas herdadas, que conferem as espécies uma capacidade intrinseca

de tolerar diferentes condi¢cdes ambientais.

A analise de PCA também sugeriu que, enquanto o grupo de floresta foi
mais influenciado pelo PC1, refletindo um maior investimento estrutural nas
folhas, o grupo de restinga foi mais influenciado pelo PC2, que refletiu ajustes
fisiolégicos e metabdlicos. As espécies de floresta ajustaram-se para otimizar a
fotossintese com mais recursos e menos luz, enquanto as espécies de restinga

adaptaram-se metabolicamente para enfrentar um ambiente mais arido com
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menos Aagua. Essas aclimatacbes funcionais refletem a importancia da
variabilidade de atributos em responder a diferentes pressodes seletivas, como
baixa disponibilidade hidrica e alta disponibilidade luminosa (Farooq et al.,
2009b; Martinez-Natarén et al., 2011). Assim, os resultados sugerem que,
apesar de suas variacbes estruturais, as espécies adotam estratégias
convergentes para lidar com as condi¢cdes ambientais locais, priorizando, de
forma complementar, a defesa ou a eficiéncia fotossintética. Esse equilibrio
reflete a importancia de determinados atributos para a sobrevivéncia em
ambientes contrastantes, que sdo moldados por uma combinacao de fatores,
incluindo a disponibilidade de recursos e os estresses ambientais (Rossatto et
al., 2009).

O padrédo observado nos individuos restinga, onde atributos como area
foliar, espessura do mesofilo, LMA e densidade foliar apresentam fortes
correlacdes positivas, sugere uma estratégia de investimento em estruturas
foliares robustas para lidar com condicbes de maior disponibilidade luminosa
(Sardans e Pefiuelas, 2013). A presenca de correlacdes negativas entre 0s
tricomas glandulares e atributos como LMA e densidade foliar pode indicar um
trade-off entre producdo de metabdlitos secundarios e investimento em
biomassa foliar (Karabourniotis et al., 2014). Na floresta, os resultados mostram
correlacdes mais expressivas entre atributos relacionados a estrutura epidérmica
e a eficiéncia estomatica, como a relagcéo positiva entre a densidade estoméatica
abaxial e a espessura foliar, sugerindo uma maior plasticidade na regulacao da

transpiracéo e da absorgéao de CO,.

A integracdo destas caracteristicas mostra que as espécies utilizam de
diferentes estratégias nas diferentes areas em que ocorrem. Enquanto os
individuos de restinga ha uma maior énfase na conservacao de recursos e na
protecdo contra condi¢cdes adversas, nos individuos de floresta a prioridade
parece ser a otimizacao da eficiéncia fotossintética e da capacidade de captacéo
de carbono (Karabourniotis et al., 2014; Schell et al., 2024),

A andlise de agrupamento revelou que algumas espécies apresentaram
caracteristicas anatdomicas suficientemente similares para se agruparem nos

dendrogramas, como ocorreu as populacdes de E. pulchrum e T. guianensis,
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enquanto outras formaram grupos isolados devido a particularidades estruturais,
como S. guianensis. Silva et al. (2021) relataram que os individuos das espécies
coocorrentes, mesmo ocupando areas diferentes e contrastantes, ndo foram
suficientes para separa-las em grupos distintos, possivelmente devido a atributos
compartilhados que refletem estratégias ecoldgicas comuns. Esta proximidade
observada entre E. pulchrum e T. guianensis pode ser devido a proximidade
filogenética entre as espécies, visto que ambas fazem parte do grupo das
Rosideas (Cole et al.,, 2016), e da convergéncia funcional, uma vez que
condicdbes ambientais extremas podem promover aclimatacdes funcionais
semelhantes entre espécies distintas (Silva & Batalha, 2008; Cianciaruso et al.,
2009).

Siparuna guianensis, espécie exclusiva de floresta, formou um grupo
isolado devido a presenca de tricomas estrelados e epiderme bisseriada,
refletindo a influéncia de caracteristicas anatbmicas mais especificas da espécie
associadas as condi¢bes ambientais como menor disponibilidade de luz e maior
umidade disponivel. O agrupamento das populacfes de N. membranacea com
S. speciosa, espécie de restinga, também reforca a importancia de
caracteristicas anatdbmicas como determinantes na resposta ao ambiente.
Ambas compartilham caracteristicas que podem estar associadas a estratégias
de tolerédncia a condi¢cdes ambientais, mostrando que certas caracteristicas
estruturais podem ter evoluido de forma convergente em diferentes linhagens
filogenéticas como resposta a desafios ambientais comuns (Nobrega et al.,

2011).

A combinagdo de analises morfoanatdmicas e filogenéticas, aliada a
aplicagdo de meétodos de agrupamento, permite uma compreensdo mais
detalhada da plasticidade e da conservacdo de caracteristicas estruturais em
diferentes ambientes (Nébrega et al., 2011). A compreensdo de como esses
fatores influenciam a diversidade funcional das comunidades vegetais €
fundamental para o manejo e conservacao dos ecossistemas, especialmente em
um cenario de mudancas climaticas, onde a preservacao de espécies e suas
caracteristicas funcionais é essencial para a manutencdo da biodiversidade
(Vitoria et al., 2019; Silva et al., 2021). Deste modo, embora as espécies

coexistam nas mesmas areas e buscam equilibrar a conservacdo de dgua com
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a eficiéncia fotossintética, suas diferencas filogenéticas dentro da comunidade
influenciam significativamente a capacidade de sobreviverem, com cada uma
adotando uma combinacdo Unica de atributos que reflete sua estratégia

especifica de aclimatacdo (Sardans & Pefuelas, 2013; Bell et al., 2007).
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CONCLUSAO

As espécies estudadas evidenciaram diferentes estratégias aclimatativas
frente aos microclimas contrastantes da Ilha Grande. As coocorrentes,
Erythroxylum. pulchrum, Nectandra membranacea, e Tapirira guianensis,
demonstraram sua capacidade de aclimatacdo nas duas areas, evidenciando a
variabilidade fenotipica e as diferentes estratégias adotadas para lidar com as
condicbes especificas de cada ambiente. Por outro lado, as espécies néo
coocorrentes, Stachytarpheta speciosa e Siparuna guianensis, se mostraram

especializadas nas areas onde ocorrem.

A analise das espécies estudadas demonstra a existéncia de um trade-off
entre crescimento e defesa. As espécies que ocorreram na area de restinga
tenderam a investir seus recursos principalmente em defesa estrutural e quimica
em detrimento de seu crescimento em uma area mais limitante, resultando em
individuos com folhas mais robustas com defesas quimicas e fisicas, mas com
crescimento reduzido e uma maior vulnerabilidade fotossintética. De maneira
contréria, as espécies que ocorreram na floresta foram associadas a estratégias
de crescimento e eficiéncia fotossintética em condi¢cdes mais favoraveis, onde
as espécies se mostraram mais altas e com maior capacidade de manutencéao,
com menor investimento em tecidos de defesa. Esses resultados reforcam que
os atributos das plantas podem variar dependendo das condi¢des ambientais,
demonstrando diferentes abordagens para lidar com o dilema entre crescimento
e defesa dentro de seus habitats especificos A variedade de estratégias
observadas ressalta tanto a influéncia das condi¢gdes ambientais quanto o papel
da divergéncia filogenética na aclimatacdo e no desempenho das espécies em
seus habitats. Além disso, a comparacao entre ambientes revelou que muitas
caracteristicas sdo plasticas, ajustando-se conforme as press6es ambientais.

Os achados deste trabalho contribuem para o conhecimento ecoldgico,
taxonémico e evolutivo ao evidenciar como diferentes espécies ajustam suas
estratégias funcionais em resposta as condicdes ambientais. No ambito
taxonémico, a descricdo anatbmica e histoquimica das espécies analisadas
contribui para um entendimento mais aprofundado de como o ambiente pode

influenciar caracteristicas estruturais e quimicas Uteis para a identificacdo e
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classificacao dos grupos estudados. Do ponto de vista ecolégico, os resultados
reforcam a importancia da plasticidade fenotipica na adaptacdo a ambientes
contrastantes, demonstrando como diferentes investimentos em crescimento e
defesa influenciam a distribuicdo das espécies. A distincdo entre espécies
generalistas e especializadas amplia a compreensao sobre os fatores que
determinam suas distribuicdbes e nichos ecoldgicos. Ja sob a perspectiva
evolutiva, a divergéncia nas estratégias aclimatativas entre as espécies
coocorrentes e exclusivas sugere a atuacéo de pressodes seletivas distintas ao
longo do tempo, moldando suas respostas fisiologicas e morfoanatémicas.
Assim, este estudo contribui para a compreensao da dinamica aclimatativa das
espécies vegetais em diferentes ambientes, fornecendo insights valiosos sobre

sua resiliéncia e vulnerabilidade diante das mudangas ambientais.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 5 - Atributos mensurados nas espécies de Restinga e Floresta, e os resultados dos testes
estatisticos realizados com o teste de Mann-Whitney

Restinga Floresta
Atributos Valor de P
Média DP Média DP
Area foliar (cm?) 40.7633 28.6841 50.3305 18.4675 0.0012 *
Espessura foliar (mm) 0.1832 0.0568 0.1753 0.0329 0.1916
CRAF (g.m?) 185.5366 48.6843 196,618 13.3697 0.4386
LMA (g/m?) 62.4886 31.1307 63.1946 30.7581 0.8995
DEN (mg/mm?) 330.7472 106.4131 372563 189.2947 0.3330
ESpeSS“r("’:] f'n‘; mesofilo 445 9025 20.9286 104,517 30.3653 0.7573
Espessura do
parénquima palicadico 38.1685 4.8803 34.8958 8.3832 0.2875
(um)
Espessura do
paréngquimalacunoso 66.2430 15.7302 68.4519 21.0472 0.6221
(um)
Espessura da epiderme
adaxial (um) 14.5388 1.9612 16.6071 4.9377 0.6823
Espessura da epiderme
abaxial (um) 8.3166 0.7000 10.4767 3.7517 0.2652
Espessurada cuticula 1.8663 0.2042 1.5230 0.5016 0.0108
adaxial (um)
Espessurada cuticula 1.0869 0.1669 0.9329 0.1841 0.0118
abaxial (um)
Ner"“ra(g‘r’ﬁi?r”ar'as 1.0857 0.4877 1.3702 0.6551 0.1733
Ner"“r"(" rf;z)s'd'a”a 15.4571 7.8415 16.0235 9.6113 0.8398
Nervura com
terminacdes livres (mm- 8.4143 5.3752 8.2655 6.3097 0.5782
2)
Freq“e”(‘;ﬁnqze) cristais 18.0714 36.1429 3.4250 6.8500 0.4835
Frequéncia de Células 1.9071 3.8143 1.9571 3.9143 0.8690
Oleiferas (mm™)
Tr'comajﬁ%tor Aba 1.0857 1.23699 1.2444 1.5584 0.7603
Tr'comalrne_%tor Ada 0.2214 04121 0.3852 05112 0.2419
Tricomas Glandulares 1.4143 1.2389 05833 0.3786 0.0173 *
Aba (um™)
Tricomas Glandulares 0.7804 0.6438 0.7190 0.2555 0.9458
Ada (um)
Estruturas Secretoras 4.1018 4.4038 3.32963 4.0153 0.2508
Densidade Estomatica
Aba (mm-) 65.6429 15.1338 58.7333 28.5419 0.4691
Densidade Estomatica
Ada (mm-?) 0.2714 0.5429 0.0786 0.1571 0.5187
Tamanho dos 8.0793 2.4380 9.0329 4.7989 0.9933

estomatos Aba (um?)
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Tamanho dos
estdbmatos Ada (um?)

AFv/IFm 0.3690 0.1913 0.1575 0.1801 <0.0001*

3.3161 6.6321 3.0808 6.1617 0.0046 *

* Representa uma diferenca significativa com um intervalo de confianca de 95% (p); CRAF:
Conteudo relativo de agua na folha; LMA: Massa foliar por unidade de area; DEN: Densidade.
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