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Apresentacao

O estudo das caracteristicas funcionais tem se tornado um tépico cada vez mais
constante nas pesquisas ecologicas. Esta crescente esta relacionada as mudancas de
paradigma do olhar ecologico: a percepcao do papel funcional das espécies como
um importante componente da biodiversidade. O desenvolvimento das métricas
de diversidade funcional tem gerado boas respostas as mais diferentes questoes,
melhorando a capacidade preditiva sobre os eventos ecologicos.

O primeiro passo a ser pensado em qualquer estudo de diversidade funcional
¢ a escolha das caracteristicas funcionais relevantes para responder aos objetivos do
estudo. Mas afinal, o que sao as caracteristicas funcionais? Para iniciar esta discussao,
que sera melhor abordada durante os capitulos seguintes, precisamos enfatizar a
escolha do termo “caracteristicas funcionais” em detrimento de “tracos funcionais”.
Embora seja recorrente a utilizacao da expressao “traco funcional” em textos escritos
na lingua portuguesa, como uma tradugao literal do termo em inglés “functional trait”,
neste material foi adotada a expressao “caracteristica funcional” por se julgar que
esta traduz de forma mais consistente e objetiva o significado de “functional trait”.
Em portugués, o termo “traco” tem mais de um significado, designando tanto um
carater ou qualidade, quanto vestigio, rastro ou sinal, entre outros termos, o que
poderia levar a uma confusao semantica. Portanto, o uso de “caracteristica funcional”
¢é preferivel, ja que faz uma referéncia clara a algo que caracteriza, que € inerente e
peculiar a natureza do que € estudado.

Apos decidida a pergunta ecoldgica a ser respondida e quais as caracteristicas
funcionais mais relevantes para esse proposito, o proximo passo € definir como obter
essas caracteristicas de forma padronizada e evitando-se o minimo de erros possiveis.
Nesse sentido, praticas metodologicas estao sendo desenvolvidas para padronizacao de
coleta, triagem e tratamento dos dados naecologiavegetal. As publicacoes de Cornelissen
et al. (2008), Pérez-Harguindenguy ez al. (2018), e mais recentemente, Wigley et al.
(2021), sao consideradas marcos metodolégicos importantes de protocolos de coleta
aplicaveis a uma gama de situagoes e contextos geograficos. Entretanto, muitas vezes
a literatura disponivel nao supre as demandas de processos metodologicos nos passos
pos-coleta do material botanico. Por exemplo, quais os procedimentos de anatomia
vegetal basicos para producao de laminas anatémicas? Como gerar e tratar as imagens
obtidas a partir de laminas anatémicas? Quais alternativas sao possiveis quando nao se
tém equipamentos e programas sofisticados em maos?

Essas questoes, embora simples para pessoas familiarizadas com os procedimentos
basicos na obtencdo das caracteristicas funcionais, podem se apresentar como
um empecilho para iniciantes no assunto, devido a inexisténcia de literatura que
contemple esta parte metodolégica pos-coleta de maneira especifica e didatica.
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Outra questao-chave para a iniciativa de elaboracido deste livro esta justamente na
auséncia de um material em lingua portuguesa que aborde de forma simplificada
diferentes praticas utilizadas para obtencao de diferentes caracteristicas funcionais.
Portanto, neste livro, os autores se dedicaram a reunir e padronizar os mais diferentes
procedimentos metodologicos de coleta, triagem e tratamento de dados para obtencao
das caracteristicas funcionais mais comumente utilizadas nas pesquisas ecologicas,
oferecendo alternativas relativamente faceis e baratas de mensuracao para um grande
numero de espécies vegetais, que apresentam um forte poder preditivo de respostas
importantes do ecossistema. Além disso, também é oferecida uma breve introducao
as metodologias de analises estatisticas de diversidade funcional, explicitando algumas
meétricas e como estas sao aplicaveis a diferentes contextos.
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Introducao

“A revolucao da biodiversidade — The biodiversity revolution”. O titulo deste
artigo da Rachel Cernasky, publicado na revista cientifica Nature, em 2017, remete
a importancia que os estudos com caracteristicas funcionais tém adquirido, nao sé
para os ecologistas vegetais, mas para todos aqueles que estudam a biodiversidade
e as mudancas ecossistémicas como um todo. A revolucdao da biodiversidade é
uma alusao a utilizacdo cada vez maior de métricas de diversidade por meio das
caracteristicas funcionais, em detrimento de métricas tradicionais. Essas e outras
discussoes controversas a respeito do tema sao abordadas neste livro, além da questao
central que estimulou sua escrita e publicacdo: a grande necessidade de orientagao
e padronizacao nao s6 para as coletas destas caracteristicas, mas para a gama de
procedimentos que envolvem o tratamento posterior dos dados.

A escrita de um manual que padronizasse e orientasse os procedimentos de
coleta e tratamento dos dados surgiu de um anseio dos autores, mediante a escrita de
uma tese de doutorado, uma dissertacao de mestrado e diversos artigos sobre o tema.
Apo6s uma vasta pesquisa bibliografica, comunicagao cientifica com pesquisadores
do tema fora do Brasil, e apos se depararem com diversos resultados incomparaveis
devido a divergéncia na metodologia das coletas e tratamento dos dados, os autores
chegaram aumalistagem de padronizagao paraas coletas internas, em seus respectivos
grupos de pesquisa. No entanto, a publicacao destes procedimentos foi solicitada
por programas de pés-graduagao em Minas Gerais, e por diversos pesquisadores no
Brasil, buscando orientacoes na coleta e tratamento dos dados em ecologia funcional.
Desta demanda, surgiu a ideia da escrita e publicacao deste livro.

Descritos os anseios e a observacao de gargalos que motivaram essa publicagao,
segue o manual. Este esta estruturado em uma sec¢ao inicial, que trata do historico e das
implicagoes das caracteristicas funcionais para o estudo de populagdes, comunidades
e ecossistemas, seguido da se¢ao que trata das coletas e tratamento dos dados, e por
ultimo, informacgoes sobre formas de analisar esses dados e como realizar as analises.
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Nathalle Cristine Alencar Fagundes, Fernanda Moreira Gianasi, Rubens Manoel dos Santos

A diversidade de espécies e os padroes que regem a distribuicao destas espécies
nas comunidades vegetais sao objeto de estudo de naturalistas desde a época das
grandes navegacoes, no século XVI. Com a expansao territorial advinda das grandes
navegacoes, muitas espécies foram descobertas e houve a necessidade de cataloga-
las e sistematiza-las, como uma maneira de acumular registros sobre o novo mundo.
Assim, inventariar a diversidade de espécies foi o objetivo de diversos naturalistas
durante esse periodo. Porém, os relatos produzidos permeiam nao s6 a percepc¢ao da
distribuicao das espécies e da grande diversidade nas florestas tropicais, mas como
espécies diferem em forma e funcao dentro da mesma comunidade, sob influéncia
do ambiente. Von Humboldt (1808), naturalista alemao, escreveu que “Quanto mais
perto chegamos dos tropicos, maior o aumento na variedade das estruturas, na beleza
das formas e na mistura das cores”. August de Saint-Hilaire, naturalista francés, em
expedicao pelo Brasil, escreveu que aqui “cada arvore tem, por assim dizer, um
porte que lhe é proprio; cada uma tem sua folhagem e oferece frequentemente uma
tonalidade de verde diferente das arvores vizinhas” (SAINT-HILAIRE, 1938). Em “The
origin of species”, Darwin (1859) ja postulava sobre as caracteristicas dos organismos
influenciando sua performance e funcao no ecossistema, acrescentando que areas
com maior produtividade (como os tropicos) apresentavam maior diversidade de
plantas distantemente relacionadas.

Desde a época das grandes navegacoes até a década de 90, diversas inferéncias
foram feitas a respeito dos fatores que influenciam a biodiversidade e de como
a biodiversidade influencia as comunidades. Em especial, a relacio observada
por Darwin entre biodiversidade e produtividade, bem como outros processos
ecossistémicos (producao de oxigénio, ciclagem de nutrientes e da agua, estoque de
carbono, etc.) permaneceram sendo objeto de investigacao. No entanto, em meados
da década de 80 a inicio dos anos 90, mediante os dados de desmatamento, as
projecoes para as mudancas climaticas e os debates sobre perda da biodiversidade,
esta passou a ser uma preocupacao global. Estudos sobre as consequéncias da perdade
biodiversidade para o funcionamento dos ecossistemas comegaram a ser publicados,
e as relacoes entre diversidade e processos ecossistémicos passaram a ser melhor
investigadas'. Uma maior atencao ¢ dada ao papel da diversidade de espécies na
qualidade e manutencao da prestacao dos servigcos ecossistémicos, visto que estes sao
indispensaveis a sobrevivéncia humana. Porém, muita variacao residual permanece
inexplicavel quando se quantificam tendéncias estatisticas entre diversidade de
espécies por meio da riqueza e os processos ecossistémicos (SCHMITZ et al., 2015).
Uma vez que a riqueza € um dado pouco preditivo de como a diversidade afeta o

1Alguns estudos importantes que trazem essarelacio entre biodiversidade (ou a perda desta) e processos ecossistémicos
sdo os de Giller e Donovan (2002), Isbell et al. (2015), Jax (2005), Lawton (1994), Naeem et al. (1994) e Tilman e
Downing (1994),
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Contextualizando as caracteristicas funcionais

funcionamento do ecossistema, outras maneiras de quantificar a diversidade foram
sendo testadas, entre elas, a quantificacdo por meio das caracteristicas funcionais.

Caracteristicas ou atributos funcionais sao qualquer caractere morfolégico,
fisiologico, bioquimico, estrutural, fenolégico ou comportamental expresso
fenotipicamente, relacionado ao fitness (capacidade de crescimento, reproducio
e sobrevivéncia) e mensuravel a nivel de individuo. Essa foi uma das primeiras
definicoes a serem utilizadas, e a discussdao foi grande na comunidade cientifica
acerca de um conceito que melhor definisse a relacio destas caracteristicas com o
ambiente, e a maneira como estas caracteristicas afetam func¢oes neste ambiente. Toda
caracteristica presente em um individuo afeta o seu fitness, mas nem toda caracteristica
do individuo ¢é funcional, sendo as caracteristicas funcionais as que interessam para a
ecologia (MLAMBO, 2014). As caracteristicas funcionais devem nao so6 afetar o fitness
da espécie e refletir sua resposta ao ambiente, mas devem também ter um efeito sobre
o funcionamento da comunidade e, portanto, sobre os processos ecossistémicos como
um todo. Sao responsaveis pela tolerancia de cada individuo ao ambiente, a estressores
ambientais e disturbios; e contribuem para propriedades e servicos do ecossistema.
Dessa forma, o conceito de diversidade deixou de ser a observacao das espécies
presentes em uma comunidade, para representar o valor adaptativo e a contribuicao
daquela espécie na comunidade e no ecossistema como um todo?.

Avisaode que “o ecossistema pode depender ndao apenas do nimero de espécies
presente, mas também da diversidade de suas caracteristicas” (CERNANSKY, 2017)
tem sido bastante discutida. Dependendo do objetivo da pesquisa, os indices
tradicionais utilizados para medir a diversidade de espécies nas comunidades
podem mascarar fatores importantes. Por exemplo, se uma mudanca ambiental
qualquer repoe uma comunidade em que as espécies pertencem a géneros distintos
por outra em que a maioria das espécies pertence ao mesmo género, mantendo
o mesmo numero de espécies e a mesma distribuicao de abundancias, analises
tradicionais da diversidade nao revelardo efeito da mudanca sobre a comunidade.
Assim, medidas de diversidade que incorporem informacodes sobre as caracteristicas
funcionais devem ser consideradas quando o objetivo envolve inferéncias sobre o
funcionamento daquela comunidade.

O advento das pesquisas e o sucesso de muitos artigos em explicar a
distribuicao das espécies e os fatores que condicionam esta distribuicdo por meio
das caracteristicas funcionais mostram que estas podem ser excelentes preditores
do funcionamento das comunidades vegetais. No entanto, as abordagens classicas
para acessar a diversidade vegetal nao devem ser ignoradas, pelo contrario. Ambas as
abordagens sao complementares e trazem informacgdes de suma importancia quando

?Para um aprofundamento sobre as defini¢des e o debate em torno das defini¢des de caracteristicas funcionais, consulte
Diaz et al. (2018), Donovan et al. (2011), Lavorel e Garnier (2002), Mlambo (2014), Tilman (2004) e Violle et al. (2007).
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Nathalle Cristine Alencar Fagundes, Fernanda Moreira Gianasi, Rubens Manoel dos Santos

utilizadas em conjunto, e o tipo de abordagem depende inteiramente do objetivo
do estudo. A importancia das caracteristicas funcionais, que podem ser comuns ou
ndo as espécies que coexistem em uma comunidade, auxilia no entendimento de
como ocorre o agrupamento e a distribuicao destas espécies, mas a nomenclatura
e a classificacdao delas sao de vital importancia. Uma vez que as caracteristicas vém
sendo compartilhadas por grupos com restricdes ambientais semelhantes ao longo
do processo evolutivo, a abordagem classica aliada a funcional pode ser de grande
valia no entendimento de como a funcionalidade molda a comunidade e de como
as relacoes de parentesco podem ou nao ser relevantes nesse processo. Para tal, é
necessario compreender quais as implicacdes das caracteristicas funcionais, tanto
para a historia de vida dos individuos, quanto para as comunidades e ecossistemas
como um todo. Assim, nas proximas secoes, serao tratadas as implicacoes ecologicas
das caracteristicas funcionais, desde o seu papel em modular a histéria de vida dos
individuos até o seu papel em moldar as comunidades vegetais.
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Caracteristicas funcionais: de individuos a ecossistemas

A historia de vida, bem como o fitness, sio condicionados principalmente pelas
taxas vitais de crescimento e reproducao de um individuo. Por sua vez, essas taxas
sao determinadas pela performance fisiologica do individuo no ambiente onde
o mesmo se encontra, influenciando diretamente a capacidade adaptativa. O que
molda a capacidade fisiologica e, portanto, adaptativa do individuo e define assim
os limiares de tolerancia as condi¢coes ambientais sdo as caracteristicas anatéomicas,
entre elas, as caracteristicas funcionais.

As caracteristicas funcionais dos 6rgaos da planta suportam os processos
fisiologicos, e determinam a capacidade das espécies de evitar ou tolerar o estresse
ambiental. Mudancas no ambiente podem induzir (ou nao, depende da capacidade
adaptativa de cada espécie) a modificacoes nos tecidos da planta, redefinindo
anatomicamente e funcionalmente aquele 6rgao. Assim, a existéncia de uma espécie
em determinado habitat depende da capacidade adaptativa de seus individuos e
da forma como esses individuos utilizam o recurso disponivel e interagem com o
ambiente, o que é mediado pelas caracteristicas funcionais.

Por determinar a histéria de vida, e consequentemente, a histoéria adaptativa
dos individuos, a abordagem funcional tem sido bastante utilizada para predizer a
estrutura e dindmica das comunidades vegetais, e consequentemente, 0S Processos
ecossistémicos. Os mecanismos que estruturam as comunidades e governam
a substituicio de espécies podem ser investigados por meio das respostas das
caracteristicas funcionais as mudancas, fazendo com que estas sejam amplamente
utilizadas na busca do entendimento dos padroes e processos em ecologia de
comunidades?. Neste capitulo, tratamos das implicacoes das caracteristicas funcionais
desde a historia de vida dos individuos até o funcionamento dos ecossistemas.

2.1. Implicacoes adaptativas, na historia de vida e nos
trade-offs a nivel de individuo

A nivel de individuo, as caracteristicas funcionais estao relacionadas ao
investimento na construcao dos tecidos, na manutencao das relacoes ecologicas e
ao retorno que aquele investimento proporciona em termos de fitness ao individuo,
uma relacdo denominada de espectro economico (“economics spectrum” em inglés)*. A
partir dessa relacdo econémica, as plantas estabelecem trade-offs para investimento
em sobrevivéncia ou crescimento, de acordo com as restricoes do ambiente onde se

30s artigos de Adler et al. (2014), Auffret et al. (2017), Austin (1985), Bergholz et al. (2017), Boukili e Chazdon (2017),
Brown (1995), Cadotte et al. (2015), Cavender-Bares et al. (2009), Chao et al. (2008), Cianciaruso et al. (2009a), Costa
et al. (2017), Diaz et al. (2004, 2018), Gianasi et al. (2020), Lavorel e Garnier (2002), Li et al. (2017), Macarthur e Levins
(1967), Sobral e Cianciaruso (2012) e Tilman (2004) abordam o papel das caracteristicas funcionais na estruturacao
das comunidades.

*As relacoes que envolvem o espectro econoémico sdo bem explicitadas e discutidas nos trabalhos de Adler e¢ al.
(2014), Chave et al. (2009), Donovan et al. (2011), Markesteijn et al. (2011), Reich et al. (2003), Westoby et al. (2002) e
Wright et al. (2004).
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encontram. Por exemplo, o investimento da folha em massa seca (tecidos estruturais),
¢ um indicativo de que a planta vai permanecer com aquela folha durante mais tempo,
umavez que essa estrutura custa muito paraa planta em termos de energia e biomassa,
sendo um investimento a longo prazo (Figura 2.1). Assim, folhas com alta massa seca
por area foliar terdo uma lamina foliar espessa, com grande concentracao de lignina,
células pequenas e de parede celular espessa, e com maior vida 1util (vao permanecer
funcionais na planta por mais tempo). Umavez que a planta investiu maior quantidade
de recursos (biomassa e energia) na construcao de uma folha mais resistente, é de se
esperar que aquela folha tenha uma vida util maior. Assim, a quantidade de massa
seca e a vida util da folha possuem correlagcdo positiva, e determinam se a planta vai
investir na capacidade fotossintética e no rapido crescimento (baixa quantidade de
massa seca e vida util breve), ou se vai investir na longevidade foliar por meio do
acamulo de massa seca, que vai conferir maior resisténcia a folha.

A area foliar também esta diretamente relacionada a longevidade da folha,
porém de maneira inversamente proporcional. Quanto maior a massa da folha,
maior o investimento em tecidos estruturais, de defesa e de protecdo. Quanto
maior a area foliar, maior o investimento em captacao de luz em detrimento dos
tecidos estruturais. Com uma maior captagcao de luz, a planta consegue realizar a
fotossintese de maneira mais efetiva. Dessa forma, este trade-off entre maior massa
ou maior captacao de luz afeta diretamente a capacidade fotossintética liquida da
folha e, portanto, o crescimento relativo do individuo. Folhas de maior longevidade
apresentam menor capacidade fotossintética e menor area foliar, porém mais massa
seca e maior resisténcia mecanica, favorecendo a sobrevivéncia do individuo em
detrimento do crescimento.

A Figura 2.1 traz um esboc¢o do retorno cumulativo de massa seca por area da
folha, mostrando, em y, o retorno liquido dos custos da respiracdo foliar, e em x, o
tempo de construcao da folha. A curva é inicialmente negativa, visto que os custos de
producao em LMA comec¢am sem que a folha dé retorno, em termos de fotossintese,
geracao de ATP e energia. Quanto mais alta a LMA, maior o investimento energético
da planta na construcao da folha, portanto, mais negativo fica o grafico. O tempo
de retorno para o investimento esta em (A), (B) representa o 6timo, em que o
investimento supera os custos iniciais de producao, e em (C), ha uma estabilizacido da
curva, quando a folha senesce e nao ha mais retorno.

O trade-off de investimento em crescimento ou sobrevivéncia relaciona ainda
a eficiéncia na condutividade hidraulica dos tecidos responsaveis por conferir
resisténcia a embolia e resisténcia mecanica da madeira®. Quanto maior e mais largo

*Mais informacdes relacionadas aos ¢rade-offs da madeira em Apgaua et al. (2015), Chave et al. (2009), Cornelissen et
al. (2008), Lebrija-trejos et al. (2010), Markesteijn et al. (2011), Pérez-Harguindeguy et al. (2013), Tng et al. (2018) e Vico
et al. (2017).
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o vaso condutor, menor € sua resisténcia ao fluxo de agua, e menor tende a ser a
frequéncia de vasos por mm?, bem como a densidade da madeira. Assim, espécies
com madeira menos densa e menor densidade de vasos por mm’® tendem a ter vasos
condutores maiores. Por sua vez, vasos maiores implicam em maior condutividade,
investindo na eficiéncia da condutividade, no crescimento e, com isso, promovendo
maior capacidade competitiva.
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Figura 2.1. Curva do retorno cumulativo de massa seca (LMA — Leafmass per area, em

inglés) por unidade de area foliar, considerando o tempo de construcao (longevidade)
da folha.
Fonte: Adaptado de Westoby et al. (2002).

No entanto, transporte eficiente nao significa transporte seguro, e as
caracteristicas supracitadas tornam a planta mais susceptivel a embolia e cavitagdo.
Um vaso maior precisa de mais agua para preenché-lo; quando isso nao ocorre, ha a
entrada de ar no vaso (embolia), a coluna d’agua se rompe (cavitagao) e o vaso se torna
nao-funcional. Resisténcia a embolia e a possiveis danos mecanicos sao conferidos
por vasos menores, com maior densidade por mm?’, alta lignificacao e madeira densa
(MUSCARELLA et al., 2016b). No geral, as espécies que investem em longevidade
possuem crescimento lento, expresso pela alta lignificacdo dos 6rgaos, alta massa
seca em folhas pequenas e investimento em 6rgaos mais resistentes, e tendem a
maximizar esse investimento retendo e/ou preservando esses 6rgaos por periodos
longos de tempo, de modo que o tempo de uso do 6rgao compense o investimento.
Essas espécies possuem maior capacidade de sobrevivéncia frente aos estressores
ambientais. Por outro lado, espécies que investem em crescimento possuem Orgaos
menos resistentes e de menor custo, mas possuem grande capacidade competitiva,
umavez que conseguem acessar os recursos no dossel ou em camadas mais profundas
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do solo mais rapidamente. Mas o que leva uma espécie a investir em crescimento
ou sobrevivéncia? A pressao seletiva do ambiente. O investimento em crescimento
ou sobrevivéncia é uma caracteristica evolutiva, delineada principalmente por meio
da restritividade do habitat onde aquela espécie evoluiu. A restritividade do habitat
molda as caracteristicas das espécies ao longo do tempo evolutivo e atua como um
filtro a colonizacdo por novas espécies.

2.2. O papel do ambiente na selecao das caracteristicas
funcionais e trade-offs

As caracteristicas funcionais sdo selecionadas evolutivamente de acordo com a
restritividade ambiental (ou filtro ambiental, que sera melhor discutido no préximo
capitulo), e apesar das respostas plasticas / elasticas das espécies, as mesmas estao
condicionadas a colonizar e persistir apenas em locais que nao superam seu limiar
de tolerancia fisiolégica (REICH et al., 2003). Espécies de ambientes ricos em
nutrientes e/ou maior disponibilidade hidrica tendem a ter rapido crescimento,
com rapida captagao e pouca conservacao interna de recursos e, portanto, rapida
substituicao de 6rgaos®.

Em um ambiente com abundancia de recursos, as espécies investem em um
rapido crescimento para obter vantagem competitiva, em detrimento de investir em
orgaos mais resistentes e duraveis. O rapido crescimento pode conferir vantagem
competitiva, principalmente na captura de luz, e € um forte determinante da
composicao da comunidade (MUSCARELLA et al., 2016a). Nesses ambientes com
recurso mais abundante, a ciclagem de nutrientes tende a ser mais rapida, devido ao
grande aporte de biomassa no solo, advindo dos 6rgaos substituidos. Assim, espécies
de ambientes com maior disponibilidade de recursos tendem a historias de vida
rapidas, com maior elasticidade para o crescimento individual e recrutamento. Sao
espécies com estratégia ecologica aquisitiva, que investem em tecidos de baixo custo
(folhas de vida curta e madeira leve), mas com altas taxas fotossintéticas e rapido
crescimento, portanto, rapido retorno do investimento.

Por outro lado, espécies de ambientes restritivos, com menor aporte nutricional
e/ou agua disponiveis, tendem a ter historia de vida lenta, com maior elasticidade
para a sobrevivéncia. Essas espécies possuem estratégia ecologica conservativa, com
maximizag¢ao do tempo médio de permanéncia dos nutrientes, por meio da maior
longevidade dos 6rgaos e da alta reabsorcao de nutrientes de 6rgaos senescentes,
além do investimento em defesas quimicas e mecanicas.

60s artigos de Adler et al. (2014), Boukili e Chazdon (2017), Chave et al. (2009), Lavorel e Garnier (2002), Markesteijn
et al. (2011), Muscarella et al. (2016a, 2016b), Tng et al. (2018), Westoby et al. (2002) e Wright et al. (2004), abordam
o papel do ambiente e da filtragem ambiental nos trade-offs observados nas espécies estudadas, e na comunidade
vegetal como um todo.
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Embora diversos estudos tenham se debrucado sobre o papel das caracteristicas
funcionais no trade-off crescimento / sobrevivéncia’® e evidenciado o papel do
ambiente na selecio das espécies, a questdo nao esta tio bem resolvida quanto
parece. Fagundes (2019) encontrou espécies de crescimento rapido e caracteristicas
funcionais conservativas em habitats consideravelmente restritivos de florestas
tropicais sazonalmente secas, mostrando que mais estudos sao necessarios antes que
o trade-off apresentado possa ser considerado um padrao.

2.3. Caracteristicas funcionais: implicacoes na ecologia
das comunidades vegetais

2.3.1. Filtragem ambiental e estruturacao de comunidades

A desigualdade na distribuicio da vegetacao ¢ amplamente reconhecida e
evidéncias dessa desigualdade sao encontradas desde a época do final do Cretaceo,
a cerca de 145 milhoes de anos antes do presente (SCHULZE; BECK; MULLER-
HOHENSTEIN, 2005). A heterogeneidade climatica e ambiental sdo fatores
preponderantes para a distribuicdo e coexisténcia das espécies nas comunidades
vegetais, e as espécies se distribuem conforme suas capacidades adaptativas e tolerancias
fisiologicas. A distribuicao desigual da agua, nutrientes e da luz propiciam nichos para
espécies com diferentes estratégias ecoldgicas (BERGHOLZ et al., 2017), afetando a
riqueza e influenciando diretamente a maneira como as espécies se organizam em
comunidades. Essas estratégias ecologicas variam desde as tolerancias fisiologicas até a
capacidade de dispersao e colonizacao de habitats e, portanto, respondem de maneiras
diferentes a forma como a heterogeneidade se distribui no gradiente ambiental.

Habitats mais heterogéneos apresentam mais nichos que habitats homogéneos,
0 que permite a coexisténcia de um maior nimero de espécies, como ja observado
por MacArthur e MacArthur (1961), principalmente em grandes escalas espaciais,
segundo assinalado por Bergholzetal. (2017). Assim, as condi¢oes de um habitat podem
apresentar um entrave a colonizacao e estabelecimento de espécies, funcionando
como um filtro ambiental, como mencionado no capitulo anterior. A filtragem
ambiental ocorre como uma forga seletiva, uma vez que nem todos os organismos
estdo aptos a se estabelecer com sucesso e persistir em todas as condigdes abioticas
(KRAFT; GODOQY; LEVINE, 2015; LEBRIJA-TRE]JOS et al., 2010).

O ambiente seleciona (filtra) espécies com caracteristicas funcionais
semelhantes, que conferem tolerancia as resistividades impostas por determinado
habitat, levando a uma convergéncia dessas caracteristicas dentro daquele habitat
(LI et al., 2018). Assim, as espécies serao “filtradas” de acordo com a capacidade de
tolerar determinadas condi¢oes presentes no habitat, apresentando caracteristicas
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funcionais semelhantes (convergéncia funcional). Essa convergéncia funcional
pode ocorrer tanto por meio da selecao de caracteristicas funcionais necessarias
a colonizacao e persisténcia naquele habitat, quanto da exclusao de competidores
menos habeis, menos adaptados aquelas condigoes’.

Assim, se tais espécies em uma determinada localidade ocorrem sobre as
mesmas condi¢coes ambientais, é esperado que haja uma tendéncia de que essas
espécies apresentem estratégias ecologicas e caracteristicas funcionais similares.
Espécies dissimilares ou com caracteristicas funcionais nao adaptadas podem ser
excluidas por nao conseguirem sobreviver aquelas condi¢cdes ambientais (filtragem
ambiental). No entanto, a auséncia de espécies em uma comunidade pode refletir
nao apenas a filtragem ambiental, mas caracteristicas ecolégicas ou barreiras, como
limitacoes reprodutivas ou na dispersao, e interacoes ecoldgicas, como simbioses,
predacao e, principalmente, competicao.

2.3.2. Similaridade limitante e estruturacao de comunidades vegetais

Baseado na competicao pelo habitat, o conceito de similaridade limitante,
proposto inicialmente por Macarthur e Levins (1967), prediz que espécies com
estratégias ecologicas similares ndo podem coexistir, uma vez que experimentam
forte sobreposicao de nicho, e a competicao por recursos culminaria na exclusao
competitiva de espécies semelhantes. Uma vez que as caracteristicas ecolégicas das
espécies tendem a ser conservadas evolutivamente ao longo das linhagens, espécies
aparentadas tendem a ter maior semelhanca ecologico-funcional que espécies nao
aparentadas. Essa premissa abre a interpretacao de que tanto pode haver limitacao
na coexisténcia de espécies similares, como pode haver convergéncia funcional em
espécies nao similares dentro de uma comunidades?.

Diversos estudos em ecologia tém analisado os padroes de agrupamento das
comunidades considerando a filtragem ambiental e similaridade limitante sob a
otica da semelhanca ecologica entre espécies aparentadas. Partindo da premissa de
compartilhamento de caracteristicas funcionais semelhantes entre espécies aparentadas
(o que é chamado de sinal filogenético), se parentes proximos ocorrem em conjunto
em uma comunidade mais que o esperado, gerando um conservadorismo de nicho, a
causa pode ser uma filtragem ambiental sobre tolerancias fisiolégicas compartilhadas.
Nesse caso, as espécies aparentadas exibiriam pequenas diferencas na ocupac¢ao dos
nichos, que as permitiriam coexistir, e taxas de crescimento maiores que as demais
espécies, que seriam por sua vez, excluidas do habitat (CADOTTE; TUCKER, 2017).

’A teoria de exclusdo competitiva, ou “Weaker competitor exclusion” é discutida nos artigos de Bello et al. (2018),
Bergholz et al. (2017) e Kraft, Godoy e Levine (2015).

8Os autores Bergholz et al. (2017), Cavender-Bares et al. (2009), Cianciaruso et al. (2009), Cianciaruso, Silva e Batalha
(2009), Kraft, Godoy e Levine (2015), Sobral e Cianciaruso (2012), Webb et al. (2002), discutem e/ou testam a
importancia da convergéncia funcional e da similaridade limitante na estruturacio das comunidades vegetais.
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Em situacoes em que a filtragem ambiental é preponderante na formacao e
manutencao da comunidade, grande numero de espécies filogeneticamente e
funcionalmente proximas tende a coocorrer (agrupamento filogenético/funcional).
Também pode ocorrer de espécies ndo aparentadas apresentarem convergéncia
de caracteristicas funcionais devido a filtragem ambiental. Porém, a similaridade
limitante pode ser preponderante em comunidades onde a competi¢cao por recursos
€ mais forte que a filtragem ambiental, levando a exclusido de espécies aparentadas e
a sobredispersao das caracteristicas funcionais.

Muscarella et al. (2016b) pontuam que a similaridade limitante tende a ser
preponderante em habitats com maior quantidade de recursos disponiveis, onde a
competicao tende a se acirrar. Quando ambas as condi¢oes — filtragem de habitat
e exclusdao competitiva — atuam em uma comunidade, esta tende a apresentar uma
distribuicao aleatoria, condizente com a neutralidade descrita por Hubbell (2001)°.

2.3.3. Similaridade limitante versus filtro ambiental: o papel da
escala de paisagem

Umavez que as espécies apresentam sucesso diferencial dentro das comunidades,
levando a modificagdes na abundancia e na identidade funcional de acordo com
os filtros ambientais, com a similaridade limitante ou com ambos, a escala deve
ser considerada. Escalas locais tendem a aumentar a importancia da similaridade
limitante na montagem das comunidades, e escalas maiores tendem a aumentar a
importancia dos filtros ambientais.

Fatores biogeograficos, como especiacdo e extin¢do, ocorrem ainda em
escalas espaciais e temporais, pois podem alterar os padroes de distribuicio de
espécies ecologicamente estabelecidas, por meio, tanto da mobilidade da espécie
na dispersao, quanto da persisténcia da espécie mediante modificacoes no habitat.
Assim, sobrevivéncia, persisténcia e as interacdes competitivas tendem a variar de
acordo com a heterogeneidade e a escala espacial considerada.

Li et al. (2018) estudaram comunidades vegetais ao longo de todo o globo, e
concluiram que modelos nulos (como os previstos pela teoria neutra de Hubbell) e
similaridade limitante ndo sdao processos fundamentais na regulacao da ocupacao das
comunidades pelas espécies, sendo a filtragem ambiental o fator preponderante. Por
meio da filtragem no gradiente ambiental, as espécies menos adaptadas sdo excluidas

9A “Teoria neutra unificada da biodiversidade e Biogeografia - The unified neutral theory of biodiversity and
biogeography”, proposta por Hubbell em 2001 se baseia na teoria de biogeografia de ilhas, e presume que as
comunidades vegetais sdo estruturadas através estocasticidade demografica, pela capacidade de dispersio das
espécies apenas, e ndo através de um fator que auxilia ou dificulta a colonizacio pelas espécies no habitat. Assim,
prevé que todas as espécies tem igual possibilidade de migracao, reproducio e morte. Hubbell propos ainda, em
2005, um adendo a teoria neutral: a hip6tese de equivaléncia funcional. Pela 6tica desta hipotese, para gerar os
padroes observados em uma comunidade, a estocasticidade demografica e as limitagoes na dispersdo sio mais
importantes do que diferencas funcionais entre as espécies.
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da comunidade, e a coexisténcia das espécies restantes € resultado da semelhanca, ou
convergéncia funcional. De fato, estudos evidenciam a importancia da filtragem de
habitat na substituicao de espécies em gradientes ambientais, mesmo em pequenas
escalas (FAGUNDES et al., 2019; REIS et al., 2017).

Embora a abordagem funcional esteja sendo amplamente utilizada, e a
perspectiva de utilizacao de dados de ecologia funcional somada aos dados de
filogenia das espécies gere informacdes aprofundadas, existe grande dificuldade
na replicacdao dos estudos. Nao existem trabalhos que esmiticem o passo a passo
para as coletas. Embora artigos se debrucem em explicar as caracteristicas
funcionais em si, como os manuais publicados por Cornelissen et al. (2003) e Pérez-
Harguindenguy et al. (2018), as informagdes ndo compreendem todas as etapas de
coleta e tratamento dos dados. A falta de padronizacao na coleta de dados é um
fator preponderante, que deve ser observado. Resultados diferenciados podem
ser encontrados entre estudos, devido a ndo padronizacdao na coleta, triagem e
mensuracao dos dados. Dessa forma, o proximo capitulo inicia a secao que trata
da coleta e demais procedimentos realizados com as caracteristicas funcionais, a
fim de obter seus atributos.
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Existern manuais praticos com essa finalidade (CORNELISSEN et al., 2003;
PEREZ-HARGUINDENGUY et al, 2013), porém, o nivel de detalhamento nio
permite facilitar o entendimento e mesmo a padronizag¢ao dos procedimentos mais
basicos de coleta e triagem dos dados. Aqui, sao apresentados os procedimentos para
coleta e triagem de material necessario para se obterem as caracteristicas funcionais
mais utilizadas na literatura, e facilmente coletadas (sem a necessidade de aparelhos
especificos para tal), como uma forma de democratizar o acesso a tais informacoes.
Iniciando com a coleta em campo, é imprescindivel que os seguintes passos sejam
observados:

3.1. A escolha dos individuos

Devera ser selecionado um numero de individuos e de repeticdes que atendam
aos objetivos e hipoteses do trabalho, bem como aos pressupostos das analises que
serao utilizadas. Tais individuos devem estar em um bom estado fitossanitario (plantas
sadias), e quando coletadas folhas, estas devem estar sadias, totalmente expandidas
(o que pode variar de acordo com os objetivos do trabalho), sem sinais de herbivoria,
quando possivel. Para os galhos, devem ser coletados galhos sadios, sem sinais de
brocas ou outras avarias, e as amostras devem ser coletadas onde nao haja nés ou
mas formacoes, para que estes fatores nao influenciem nas medigoes e nos caracteres
anatoémicos dos tecidos e 6rgaos analisados.

3.2. Padronizacao das coletas e quantidade coletadas

Apadronizacgdo pode variar de acordo com o objetivo do estudo, e quanto menor
a escala (comparacgoes entre a mesma espécie em dois ambientes, por exemplo) maior
deve ser a padronizagao das coletas, para evitar a interferéncia da heterogeneidade
nos resultados obtidos. Dessa maneira, aumenta-se a confiabilidade dos dados
coletados, e obviamente, dos resultados obtidos.

Apos a escolha do individuo, devem ser coletados ramos terminais expostos ao
sol com o tamanho de um metro (Figura 3.1), de onde serao retiradas as amostras de
folhas, podendo também ser retiradas amostras de madeira (no galho). Vale ressaltar
que, em espécies cujo limbo foliar é repartido (folhas compostas ou recompostas), o
foliolo ou folidlulo é mensurado, e, nesse caso, utiliza-se o termo “unidade foliar”,
uma vez que estes serao mensurados e considerados da mesma forma que em
folhas simples. Para as coletas, o ideal é que a direcdo (norte, sul, leste ou oeste) seja
padronizada, para a retirada dos galhos e das unidades foliares. Pela facilidade de
coleta, as amostras relativas a madeira tém sido obtidas, em sua maioria, através
dos galhos, sendo pouco utilizada a tradagem ou a cunha. O material coletado pode
ser acondicionado em sacos plasticos identificados em campo para triagem em
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laboratorio, tomando-se os devidos cuidados para que as folhas frescas nao sofram
dessecacdao. Em locais onde o clima vai de ameno a quente, a coleta nao deve demorar
para ser triada, e deve-se borrifar agua nas folhas para manter a umidade dentro dos
sacos plasticos em que as mesmas estao acondicionadas. No caso das folhas, o material
deve ser escaneado e pesado no mesmo dia (como esmiuc¢ado abaixo), ou borrifada
agua e acondicionado em geladeira até o dia seguinte, por ser esse o material mais
sujeito a perda hidrica. Essa perda, por sua vez, pode alterar os valores de peso fresco,
e até mesmo a area foliar.
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Figura 3.1. Como proceder a coleta dos ramos terminais para mensuracao das
caracteristicas funcionais em espécies arboreas.
Fonte: Adaptado de Pérez-Harguindeguy et al. (2013)

O numero de folhas selecionadas no ramo coletado depende da metodologia
a ser utilizada. Para a area foliar, é necessario escanear um minimo de cinco folhas
simples por individuo (por repeticdo), enquanto que para foliolos e foliélulos,
depende do tamanho. As unidades foliares escaneadas sao pesadas para obtencado
do peso fresco e secas em estufa para obtencao do peso seco. Foliolos e foliélulos
sao utilizados como unidades foliares, porém, recomenda-se que uma quantidade
maior que cinco unidades foliares seja utilizada, uma vez que algumas sao muito
pequenas, e a utilizacdo de apenas cinco pode implicar um peso extremamente
baixo, dificultando a posterior obtencao dos atributos funcionais!®>. Um minimo de
trés folhas deve ser reservado para medicao (esmiugada no préximo topico), além
das folhas utilizadas para escaneamento e pesagem.

0Atributos funcionais sdo os valores atribuidos as caracteristicas funcionais. Exemplo: espessura da folha e
comprimento do peciolo sdo caracteristicas funcionais. Numa folha de 5 cm de espessura e 1 cm de peciolo, esses
valores sdo considerados os atributos funcionais.
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Quanto as amostras de madeira, no corte feito a 1 m do ponto distal do galho
(base), retiram-se duas amostras: uma pequena (entre 3 a 5 cm), que sera colocada
em recipiente identificado, contendo alcool 70% para posterior confeccio de
laminas anatomicas; outra maior (entre 5 a 10 cm), que sera mensurada e pesada
posteriormente, e deve ser acondicionada em sacos identificados. Outra maneira de
avaliar o investimento na capacidade de transporte de agua por unidade foliar é o
Huber Value, ou valor de Huber (HUBER, 1928), que mostra as diferencas na alocacao
de recursos por area foliar. O valor de Huber é dado pela razao entre o alburno e a area
foliar, e para tal, a coleta é feita em ramos expostos ao sol, de um metro (como para
as demais caracteristicas funcionais), porém, todas as folhas presentes naquele ramo
sao contadas, escaneadas e passam pelo procedimento para obtencao da area foliar.
A espessura do ramo a um metro deve ser obtida com auxilio de um paquimetro,
sendo contabilizada a espessura total, com casca e medula. Assim, é obtido quanto
em area do alburno € investido por area foliar (em m®).

3.3. Procedimentos pos-coleta e triagem — mensuracao
do material

As unidades foliares frescas devem ser escaneadas com a face adaxial voltada
parabaixo, preferencialmente em 300 dpi e em escalas de cinza, a fim de padronizar o
processo. A quantidade de unidades foliares escaneadas deve ser incluida na planilha
de dados. Apds escaneadas, as unidades foliares devem ser pesadas em balanca
de precisdao, para obtencao da massa fresca, acondicionadas em sacos de papel e
levadas a estufa a 70 °C durante trés dias para obtencao da massa seca. As unidades
reservadas para medicao sao mensuradas em comprimento, largura e comprimento
do peciolo com auxilio de uma régua (medida em cm), e a espessura da unidade
foliar com auxilio de um paquimetro digital (medida em mm), evitando posicionar o
paquimetro sobre as nervuras durante a medi¢ao para nao superestimar a espessura
foliar (Figura 3.2). Caso seja necessario aos objetivos do estudo, como por exemplo,
comparacao entre individuos de uma mesma espécie, aconselha-se individualizar
cada folha em saquinhos de papel identificados, para mensurag¢oes posteriores.

Para obtencao dos atributos funcionais da madeira, o galho coletado deve ser
mensurado emespessurado cerne,dacascaedamedulacomauxiliodeum paquimetro
digital (Figuras 3.2 e 3.3). Apos as medicgdes, a casca e a medula dos galhos medidos
devem ser retiradas, pois para a mensura¢ao do alburno nao sao consideradas a casca
e a medula. A mensuracdao em comprimento € feita com auxilio de uma régua, e em
espessura, com auxilio de um paquimetro digital (Figura 3.2 e 3.3). Para espessura,
sao obtidas duas medidas, uma perpendicular a outra, e posteriormente € utilizada a
meédia entre as duas medidas. Por meio do comprimento e da espessura (esta tltima
se refere ao diametro) obtém-se o volume da madeira, utilizando-se da férmula:
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Volume = (0.5 *espessura)’ * 1 * comprimento
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Figura 3.2. Locais para mensuracao de unidades foliares (folhas, foliolos e foliolulos),
peciolo e parametros relativos a madeira (comprimento, espessura, espessura do alburno

e da medula) para obtencao dos atributos funcionais relativos a cada caracteristica.
Fonte: Dos autores (2021).

Entretanto, o volume ¢ mais comumente obtido por meio do principio de
Arquimedes, ap6s a embebicdo. A embebicao é o procedimento realizado com os
galhos ap6s a medicao e limpeza (retirada da casca e da medula), quando os mesmos
sao colocados imersos em agua durante trés dias. A embebicao serve para padronizar
a quantidade de agua contida no material, preenchendo todas as porosidades e
garantindo que avariacgao sejarealmente do volume das amostras (Figura 3.3). Durante
o tempo de embebicao, € necessario realizar a troca da agua diariamente para evitar a
proliferacao de fungos que possam comprometer a integridade do material imerso.

Paraobtenc¢ao do volume por meio do Principio de Arquimedes, uma quantidade
de agua suficiente para cobrir a amostra € colocada em um recipiente na balanca
de precisdao, que deve ser tarada para zerar o peso, e o galho é imerso na agua de
maneira gradativa (Figura 3.4). A mudanca de massa da agua (mg) registrada durante
a completa submersao corresponde a massa de agua deslocada, convertida em um
volume usando a féormula: massa deslocada de agua (mg) / 1,0 (mg.mm-3), em que 1,0
mg.mm- € a densidade da agua. Portanto, assume-se que a massa de agua deslocada
é o volume da amostra. E importante observar que o galho seja completamente
submerso pela agua e ndo toque em nenhuma das bordas do recipiente: o volume €

dado pelo peso da agua deslocada no recipiente. O periodo de imersao em agua para
padronizacao das amostras também deve ser observado.
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Antes do préximo topico, cabe ressaltar a importancia de estar atento as
unidades de medida usadas em cada mensuracio. E possivel que, dependendo da
ferramenta utilizada, seja necessaria a transformacao dos dados coletados, para
garantir que eles estejam nas unidades padrao, que serao apresentadas ao longo
dos proximos capitulos. Por exemplo, a unidade padrao da massa seca da folha
¢ dada em miligramas (mg). Caso a unidade de medidas da balanca utilizada seja
gramas (g), o valor deve ser convertido multiplicando-se o valor em gramas por
1000. Esta conversao € importante, pois os valores de massa seca serao utilizados
no calculo de outras caracteristicas funcionais. No caso, se a unidade estiver
incorreta, o erro ocorrera em efeito cascata. Antes de transformar qualquer
dado, recomenda-se consultar tabelas de conversao apropriadas, evitando erros
futuros.

Figura 3.3. Mensuracao do comprimento (A) e da espessura (B) do ramo com auxilio
de régua e paquimetro digital, respectivamente. Ramos apos retirada a casca e
a medula (C): é importante notar que, para tal, os ramos s3ao seccionados,
identificados (ramo a e ramo b). O ramo da porc¢ado superior da figura C teve sua
medula retirada, o ramo da porc¢ao inferior encontra-se com a medula. Em D, os
ramos encontravam-se em processo de embebicdao nos copos contendo agua, foram
retirados, secos com auxilio de toalhas de pano pesados (peso fresco), foi feito o
volume segundo o Principio de Arquimedes ambos serao acondicionados em sacos
plasticos identificados para serem levados a estufa. Apos transcritas para a planilha,
os pesos (fresco e seco) e o volume dos ramos a e b serdo somados, para obtencao
da mensuracao do ramo como um todo.

Fonte: Dos autores (2021).
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Figura 3.4. Medicao do volume segundo o Principio de Arquimedes, com auxilio
de um tripé para camera fotografica e uma ping¢a de ponta fina, podendo também
ser utilizada uma agulha (quanto mais fino o material, menor a interferéncia no
volume final). A balanca € tarada com o recipiente com agua, e com auxilio da pinga
amarrada ao tripé, a amostra de galho é submersa na agua, de maneira que ela fique
totalmente submersa, sem tocar em nenhuma das bordas do recipiente.

Fonte: Dos autores (2021).

3.4. Principais caracteristicas funcionais

Nesta secdo, serdo apresentadas algumas caracteristicas funcionais obtidas a
partir da analise das folhas e dos galhos, evidenciando suas relagdes com as respostas
das plantas as condi¢oes ambientais, além de demonstrar seus principais efeitos nos
Processos € servicos ecossistémicos.

3.4.1. Caracteristicas funcionais foliares

Varias das caracteristicas funcionais listadas podem ser diretamente relacionadas
a captacao luminosa, ao balango hidrico e as trocas gasosas. Entre elas, a area
foliar total, o comprimento da folha, a largura da folha e o nimero de unidades
foliares. Todas estas caracteristicas estdo diretamente relacionadas as proporc¢oes
da area de captacao luminosa e as trocas gasosas das unidades foliares. A area foliar
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total € obtida por meio do escaneamento de unidades foliares frescas que foram
contabilizadas para obtencao do numero de unidades foliares, em um processo
que sera descrito nos capitulos de obtencao e tratamento de imagens (Capitulo 5),
com valores expressos em milimetros quadrados (mm?®). A partir dos valores de area
foliar total e numero total de unidades foliares, é possivel calcular a area foliar média
por individuos. A area foliar total também sera importante nos calculos de outras
caracteristicas funcionais, que serao listadas nos paragrafos abaixo. Em todos estes
casos, as caracteristicas funcionais expressam o tamanho da folha, representado pela
projecao da superficie unilateral da lamina das unidades foliares. O tamanho das
folhas tem consequéncias importantes para o balanco hidrico e energético destas.
Segundo Cornelissen et al. (20038), as variacoes nessas caracteristicas funcionais tém
sido associadas a variacao climatica, geologia, altitude ou latitude, em que restrigoes
impostas por extremos de temperatura, restricoes hidricas e alta radiacao tendem a
selecionar folhas relativamente pequenas. As variacoes destas caracteristicas também
podem estar relacionadas a fatores alométricos (tamanho da planta, tamanho dos
galhos, anatomia e arquitetura), disponibilidade de nutrientes e propriedades do
solo, além de estarem sob influéncia dos fatores filogenéticos.

No que diz respeito as fungoes dos peciolos, raques e peciolulos nos individuos
vegetais, em parte, é possivel compara-las as funcoes exercidas pelos caules,
remetendo ao suporte hidraulico e ao posicionamento espacial das folhas no dossel.
Neste caso, valores mais robustos no comprimento de peciolo, comprimento de raque
e comprimento do peciolulo indicam uma ampliacdo da capacidade de captacido
luminosa, que podem representar efeitos nas taxas fotossintéticas. Assim como na
area foliar total, a variacdo no comprimento do peciolo, raque e peciélulos pode
estar relacionada aos fatores ambientais (especialmente a radiacdo, disponibilidade
de nutrientes e propriedades do solo) e a fatores alométricos (tamanho da planta,
tamanho dos galhos, anatomia, posi¢ao na copa).

Os tricomas sao anexos da epiderme foliar que podem ser caracterizados de
diversas maneiras, de acordo com a quantidade de células, morfologia, presenca de
glandulas, posicao e funcao nas folhas. A presenca de tricomas esta relacionada a
reducao da temperatura foliar e do estresse hidrico, devido a sua capacidade de criar
condi¢des microclimaticas mais adequadas na camada limitrofe da superficie foliar,
uma caracteristica importante, especialmente em ambientes com alta incidéncia
luminosa. Sua presenca, em muitos casos, € facilmente observada a olho nu, devido
a alta densidade de tricomas presente em algumas espécies, mas aconselha-se o uso
de lupa ou microscopio estereoscopio para auxiliar na sua visualizagao, que pode ser
realizada tanto em material fresco, quanto no material levado a estufa. Neste manual,
os tricomas foram considerados uma variavel categorica, indicada pela sua presenca
ou auséncia nas unidades foliares.
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A espessura de folha, segundo Pérez-Harguindeguy et al. (2013), desempenha
um papel fundamental na determinacgao da resisténcia e longevidade foliar. Os trade-
offs, entre os beneficios fotossintéticos e os custos de respiracao e transpiracao para a
construcao das folhas, preveem que a espessura da unidade foliar deve ser maior em
ambientes com maior incidéncia luminosa, com restri¢oes hidricas e menos férteis,
assim como em unidades foliares mais longevas. As folhas mais espessas geralmente
apresentam umabaixa porcentagem de nitrogénio e maiorvidautil, e geralmente estao
associadas a menor taxa fotossintética por unidade de massa foliar. Outras questoes
levantadas pelos autores é que, em espécies com folhas mais espessas, a difusao
mais lenta do CO, (menor condutancia do mesofilo), o maior autossombreamento
interno dos cloroplastos ou maior refletividade 6ptica em combina¢ao com menor
transmitancia interna também esta relacionada a menores taxas fotossintéticas das
folhas mais espessas.

A massa fresca de folha e a massa seca de folha sdo preponderantes para
obtencao de outras caracteristicas funcionais. A massa fresca de folha, expressa em
gramas (g), trata-se da pesagem das unidades foliares frescas em balanca de precisao,
que posteriormente serao secas em estufa e pesadas novamente para obtencgao
da massa seca de folha, expressa em miligramas (mg). A razdo entre a massa seca
e a massa fresca € o conteido de matéria seca, expresso em miligramas/gramas
(mg.g"). Esta ultima caracteristica funcional esta relacionada a densidade média
dos tecidos foliares. Foi demonstrado que o conteiudo de matéria seca se relaciona
negativamente com as taxas relativas de crescimento, e positivamente com a vida
util foliar. Folhas com valores mais altos de conteido de matéria seca geralmente
sao mais rigidas e mais resistentes a danos fisicos. A serapilheira derivada de folhas
com alto conteudo de matéria seca tende a se decompor mais lentamente do que
aquelas compostas por folhas com baixos valores (CORNELISSEN et al., 2003;
PEREZ-HARGUINDEGUY et al., 2013).

A area foliar especifica pode ser facilmente calculada pela razao entre a area
foliar total e a massa seca (descritas previamente), com valores expressos em
milimetros quadrados/miligramas (mm’.mg-'). Esta caracteristicafuncional ¢ uma
das mais expressivas e preponderantes nos mais diversos estudos ecologicos. Ela
frequentemente é relacionada positivamente as taxas relativas de crescimento
entre espécies, e tende a se relacionar positivamente as taxas fotossintéticas
e com teor de nitrogénio foliar, e negativamente com a longevidade foliar e
investimentos de carbono em compostos secundarios, como taninos ou lignina.
Outra tendéncia observada é que, em ambientes ou periodos mais favoraveis,
sejam eles hidricos ou nutricionais, a area foliar especifica apresenta valores
mais altos que aqueles observadas em ambientes ou periodos restritivos (PEREZ.-
HARGUINDEGUY et al., 2013).
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Por fim, a massa foliar por area, calculada a partir da razao entre a massa seca de
folha e a area foliar total, mede o investimento de massa seca foliar por unidade de area
foliar capaz de interceptacao de luz. No geral, as espécies com altos valores de massa
foliar por area tém laminas foliares mais espessas, tecidos mais densos, ou ambos. Ha
uma tendéncia de que espécies em solos secos e pouco férteis convirjam para maiores
valores de massa foliar por area, o que permitiria que espécies em ambientes com poucos
recursos obtivessem maior tempo médio de vida foliar, segundo Wright et al. (2004).

Apartirdosestudosdediversas caracteristicas funcionaisfoliares,incluindoamaioria
dos descritos neste manual, diversos trabalhos foram capazes de identificar o espectro
“economico” mundial (The leaf economics spectrum) de caracteristicas correlacionadas das
folhas, que afetam os padroes globais de ciclagem de nutrientes e produtividade primaria
(DONOVAN et al., 2011; OSNAS et al., 2013; SHIPLEY et al., 2006; WRIGHT et al., 2004),
como citado no capitulo 2. Em uma extremidade do espectro, estio representadas
espécies de rapido crescimento que produzem folhas estruturalmente baratas e de vida
curta, com alto teor de nitrogénio e alta taxa fotossintética. Na outra extremidade do
espectro, estao representadas as espécies de crescimento lento que produzem folhas
estruturalmente dispendiosas e de vida longa, com baixo teor de nitrogénio e baixa
taxa fotossintética (WRIGHT et al., 2004). Essas diferentes possiveis combinacoes de
caracteristicas funcionais foliares representam estratégias ecologicas que tentam otimizar
o custo de construir uma folha, versus o beneficio que uma folha oferece na forma de
fixacao de carbono por fotossintese (estratégia aquisitiva x estratégia conservativa). Esse
padrao de correlacdo entre as caracteristicas foliares foi constatado entre espécies com
diferentes formas de crescimento, filogenia e nos biomas. Mas também foi constatado
entre os biomas, levantando a hipotese de que o espectro econémico foliar é capaz de
refletir a adaptacdo a gradientes ambientais de pequena e grande escala, tornando-se
uma das explicagoes mais citadas para as variagoes nas caracteristicas funcionais foliares
(DONOVAN et al., 2011). A Tabela 3.1 resume as principais caracteristicas funcionais
hidraulicas obtidas por meio da analise foliar, evidenciando a relacdo destas com as
respostas das plantas ao ambiente.

3.4.2. Caracteristicas funcionais mensuradas nos galhos

Diversas funcoes essenciais das espécies vegetais sao desempenhadas pela
madeira, o que inclui suporte mecanico de toda a parte aérea, armazenamento
de agua e nutrientes, e transporte hidrico, o que caracteriza trade-offs fisiologicos,
estruturais e defensivos. Ecologicamente, as caracteristicas funcionais da madeira sao
altamente relevantes para a compreensao dos ciclos biogeoquimicos e da ecologia do
ecossistema: as plantas representam 90% do estoque de biomassa viva, sendo cruciais
para os ciclos do carbono (CHAVE et al., 2009).
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Tabela 3.1. Lista das principais caracteristicas funcionais hidraulicas mensuradas nas

unidades foliares.

Descricao

Quantidade de unidades foliares (folhas
simples, foliolos ou folidlulos nas folhas
compostas).

Medida do comprimento da bainha até o
limbo nas folhas simples e da bainha até a
raque nas folhas compostas.

Medida do comprimento do peciolo até o
peciolulo do ultimo foliolo. Presente apenas
nas folhas compostas.

Presenca ou auséncia de tricomas.
Representado por 1 se presente e O se ausente.
Relacionada com defesa estrutural e retencao

de gases e vapor de agua proximo ao estomato.

Medida do comprimento do peciolulo, da
raque até o limbo do foliolo. Presente apenas
nas folhas compostas. Relacionado com a
exposicao da folha.

Média do comprimento total do limbo de trés
unidades foliares (folhas simples, foliolos ou
folidlulos nas folhas compostas).

Média da largura total do limbo de trés
unidades foliares (folhas simples, foliolos ou
foliélulos nas folhas compostas).

Espessura média total do apice, da regiao
mediana e da base da folha em folhas simples.
Espessura na regiao mediana de trés foliolos ou
foli6lulos nas folhas compostas. Mensuragao
feita sempre evitando as nervuras. Relacionada
com o investimento em tecidos estruturais.

Caracteristica Functional .
. . Unidade
functional traits
Numero de
unidades Number_of N
. leaf unit
foliares
C(:imprnpento Petiole length cm
e peciolo
Coilnprlmento Rachis length cm
e raque
Tricomas . Leaf Binaria
trichomes
Comprimento  Petiolule om
do peciolulo length
Comprimento Leaf length cm
de folha §
Largura de Leaf width cm
folha
Espessura de Leaf mm
folha thickness
Massa fresca Leaf fresh
de folha mass g

Peso total de todas as unidades foliares
escaneadas, obtida no dia da coleta.

Massa seca de

Massa seca de todas as unidades foliares
utilizadas para escaneamento e massa fresca
obtida apos secagem em estufa a 70 °C por 72
horas.

Soma de areas das unidades foliares (folhas
simples, foliolos ou foli6lulos nas folhas
compostas). Relacionada com a capacidade
fotossintética.

Razao entre a area foliar total e a massa seca.
Esta relacionada com o crescimento relativo,
a taxa fotossintética, defesa estrutural e
longevidade (suporte estrutural).

folha Leaf dry mass mg
Area foliar Leaf area m?
total (LA)
Area foliar  Specific leaf 2 me-
especifica area (SLA) -mg
Massa foliar Leaf mass per Mo mm-2
por area area (LMA) &

Razao entre a massa seca e a area foliar total.
Esta relacionada com a longevidade e o
crescimento do individuo.

Continua...

39



Coleta de campo, triagem e mensuragao das principais caracteristicas funcionais

Tabela 3.1. Continuacao.

Caracteristica Functional Unidade

functional traits Descrigao
Leaf dry Razdo entre a massa seca e a massa fresca.
Conteudo de matter . Esta relacionada com a densidade média dos
L. mg.g d hidri 1 idad
matéria seca content tecidos, estoque hidrico, a longevidade e o
(LDMC) custo de producao dos tecidos foliares.

Fonte: Dos autores (2021).

Obter um segmento adequado do caule principal de espécies arboéreas
utilizando métodos destrutivos (abate de arvores) ou nao (por meio de tradagem),
¢ um trabalho dispendioso, que demanda pessoal e equipamentos especificos.
A alternativa mais viavel, amplamente difundida e que tem gerado resultados
satisfatorios consiste na coleta de ramos terminais com 1 metro de comprimento
(como descrito previamente), a partir dos quais é possivel mensurar nao apenas
as caracteristicas funcionais relacionadas a madeira, mas também aquelas
relacionadas a casca.

A espessura de casca, medida com auxilio de um paquimetro e expressa
em milimetros (mm), e o suber, caracterizado visualmente por sua presenca ou
auséncia, sao as principais caracteristicas funcionais relacionadas as cascas das
espécies lenhosas. A casca é definida como o conjunto de camadas de tecidos
externas ao xilema, incluindo o cambio vascular. Segundo Pérez-Harguindeguy
et al. (2013), cascas mais espessas sao capazes de isolar meristemas e primoérdios
foliares latentes de temperaturas extremas, bem como também podem fornecer
protecao aos tecidos vitais contra o ataque de patdégenos, herbivoros, geada ou
seca. Em geral, essas caracteristicas tém especial relevancia em arvores ou arbustos
sujeitos a regimes de fogo.

Dentre as principais relevancias ecologicas atribuidas as caracteristicas
funcionais derivadas de mensuracdes nos galhos, o crescimento potencial,
estabilidade, resisténcia mecanica e arquitetura hidraulica estao entre as mais
estudadas. As caracteristicas funcionais atribuidas a estas funcoes podem ser
atribuidas ao alburno, diametro da medula, densidade especifica e densidade. A
densidade especifica, calculada a partir da razao entre a massa seca e o volume do
ramo, e a densidade, calculada a partir da razao entre a massa fresca e o volume
do ramo, sao especialmente relatadas, devido a importancia que estas tém para
a estabilidade, defesa, arquitetura, hidraulica, ganho de carbono e potencial de
crescimento das plantas, como descrito por Pérez-Harguindeguy et al. (2013). Estas
caracteristicas porvezes sao associadas ao trade-off entre sobrevivéncia e crescimento:
espécies com baixa densidade do caule, (que geralmente apresentam vasos com
grandes diametros), apresentam um crescimento rapido, com baixos custos de
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construcao por area e uma grande capacidade hidraulica, enquanto espécies com alta
densidade do caule, (que geralmente apresentam vasos com pequenos diametros),
apresentam uma alta sobrevivéncia, devido a fatores biomecanicos e seguranca
hidraulica, resisténcia a patégenos, herbivoros ou dano fisico. Em combinac¢dao com
caracteristicas relacionadas ao tamanho da planta, também desempenha um papel
global importante no armazenamento de carbono.

Neste sentido, as caracteristicas funcionais diretamente relacionadas aos
aspectos hidraulicos das plantas podem ser observadas a partir de mensuracoes da
densidade de vasos, area total de vasos, diametro de vaso, fracao de vasos multiplos,
indice de vulnerabilidade de Carlquist e valor de Huber. Estas caracteristicas
influenciam diretamente a eficiéncia e a seguranca da condutancia da agua por
meio de caules de plantas: plantas com vasos mais largos sao condutores hidricos
mais eficientes que plantas com os vasos mais estreitos. Isso ocorre porque a
condutividade da agua aumenta com a quarta poténcia do diametro do vaso,
entretanto, vasos maiores também tendem a ser mais propensos a cavitagao
induzida pela seca (APGAUA et al., 2017).

Evidéncias apontam para diferentes trade-offs relacionados as caracteristicas
funcionais da madeira: trade-off negativo entre a resisténcia a embolia e a eficiéncia
na condutividade hidrica; trade-off negativo entre a eficiéncia na condutividade
hidrica e a resisténcia mecanica; trade-off positivo entre resisténcia a embolia e
resisténcia mecanica. Além disso, sao apontadas correlacoes entre a area foliar
e a densidade: ha uma tendéncia de que a area foliar diminua com o aumento
da densidade da madeira. Esta relacio pode ser impulsionada pela exigéncia de
um sistema hidraulico mais eficiente diante de folhas com maior area foliar, e
maiores taxas de evapotranspiracao. Além disso, o padrdo entre a area foliar e a
densidade da madeira pode corresponder a uma estratégia ecologica do individuo
como um todo, em que aqueles com folhas maiores impulsionam um crescimento
mais rapido e menor densidade de madeira. Portanto, pode-se esperar que as
caracteristicas economicas das folhas relacionadas a estratégias conservativas
estejam associadas a madeira mais densa. No entanto, estas relacoes ainda sao
controversas, e carecem de estudos mais aprofundados (CHAVE et al., 2009). A
Tabela 3.2 lista as principais caracteristicas funcionais obtidas pelos galhos, com
uma breve descricao, e ressaltando suas relacoes com as respostas dos individuos
frente ao ambiente.
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Tabela 3.2. Lista de caracteristicas funcionais mensuradas nos galhos.

Caracteristicas Functional

S . Unidade Descrigao
Funcionais traits
Comprimento Branch length cm Medida do comprimento da amostra de galho.
de ramo
Espessura de Branch mm Medida de duas espessuras perpendiculares do
ramo thickness galho.
Espessura de Bark mm Medida de espessura da casca em dois lados
casca thickness opostos da amostra de galho.
Medida de dois raios opostos mensurados a
S partir da casca até a medula (quando possuir
apwood o .
Alburno radius mm medula visivel) ou da casca até o centro da

amostra (quando a medula nao for visivel a
olho nu).

Diametro da

Pith diameter mm
medula

Diametro da medula. Duas mensuracgoes feitas
em forma perpendicular apenas nas amostras
que possuem medula visivel a olho nu.

Suber Suber in bark  binario

Presenca ou auséncia de suber na casca.
Representado por 1 se presente e O se ausente.

Massa fresca do Branch fresh

Massa total obtida ap6s trés dias do material

ramo mass embebido em agua.
Volume do Branch . . .
cm? Volume obtido pelo Principio de Arquimedes
ramo volume
. Sapwood Razio entre a massa seca e o volume do ramo.
Densidade o 4 : T
i Specific mg.mm Relacionado com a condutancia hidrica e a
Especifica . VSR . :
Density (SSD) resisténcia fisica e mecanica da madeira.
Razio entre a massa fresca e o volume.
. Sapwood 3 ) ISP
Densidade . g.cm Relacionado com a condutancia hidrica e a
Density (SD) T . :
resisténcia fisica e mecanica da madeira.
Massa secado  Branch dry m Massa seca do ramo obtida apds secagem em
ramo mass 8 estufa a 70 °C por 72 horas.
Numero de vasos por area obtido a partir da
média da quantidade de vasos de trés regioes
nimero de 1 mm?® distintas (proximal, intermediaria
Densidade de Vessel e distal a casca e / ou a medula) de uma
. de vasos. . A .
vasos Density (VD) mm- mesma lamina anatomica. Relacionado com
a condutancia hidrica, a resisténcia fisica e
mecanica da madeira e a vulnerabilidade a
cavitagao.
Média da area total de vasos de trés regioes
distintas (proximal, intermediaria e distal a
< casca e / ou a medula) de uma mesma lamina
Areatotalde  Total vessel 5 < ) ) .
pm anatoémica na escala de Imm?®. Relacionado
Vvasos area PO AP
com a condutancia hidrica, a resisténcia fisica
e mecanica da madeira e a vulnerabilidade a
cavitagao.
Valor obtido a partir de 2*(J(area total de
Diametro de Vessel m vaso/w)). Relacionado com a condutancia
vaso diameter s hidrica, a resisténcia fisica e mecanica da

madeira e a vulnerabilidade a cavitacao.
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Tabela 3.2. Continuacao.

Caracteristicas Functional

. . . Unidade Descricao
Funcionais traits

Valor obtido pela razio entre o nimero de
vasos multiplos (ou seja, vasos agrupados
Vessel em contato direto entre si) e o numero total

Fracao de vasos . sem : .
¢ multiple de vasos. Quanto mais alto o valor, maior a

multipl . ni o ‘
ultiplos fraction unidade seguranca no transporte hidrico. Relacionado
com a condutancia hidrica e a vulnerabilidade
a cavitagao.
: . . Razao entre o diametro e a densidade de vasos.
Indice de Carlquist . P .
- e sem Quanto mais alto o valor do indice, maiores
vulnerabilidade vulnerability . ~ . o
. . unidade sdo os vasos e maior chance de cavitagao/
de Carlquist index !
embolia.
sem Razao entre a espessura do galho e a area
Valor de Huber Huber value unidade foliar. Mede o investimento no transporte de

agua e fotoassimilados por unidade foliar.

Fonte: Dos autores (2021).
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Muitas caracteristicas funcionais importantes: densidade de vasos do xilema, area
de vasos, indice de vulnerabilidade de Carlquist, sdo obtidas a partir de metodologias
que incluem a producao de laminas anatémicas, um procedimento recorrente nas
praticas de Anatomia Vegetal, muitas vezes nao dominados por pesquisadores de
areas afins. Neste capitulo, vamos sintetizar alguns procedimentos basicos de maneira
simplificada, para atender a esta demanda.

Durante os procedimentos de coleta, caso for adequada a mensuracao das
caracteristicas funcionais ligadas aos vasos xilematicos, é importante a coleta de
material especifico para esta finalidade. Portanto, se necessario, devera se obter duas
coletas nos ramos de 1 m, uma com aproximadamente 5 cm de comprimento, que sera
acondicionada em frascos contendo alcool 70%, como descrito no capitulo anterior,
paraprocedimentos de anatomia. Aquela destinada a produc¢do de laminas anatémicas
deve ser coletada, fracionada em amostras menores de aproximadamente 1,56 cm de
comprimento, que serao mantidas em frascos, completamente imersas em alcool
70%, devidamente etiquetados, para preservacao do material. Outras substancias
podem ser usadas para conservacao das coletas botanicas, como o F.A.A., entretanto
o alcool 70%, devido ao seu baixo custo, facil acesso e por ndo apresentar toxicidade,
¢ o mais indicado. Dé preferéncia a frascos de polietileno, e evite aqueles produzidos
em acrilico, cuja resisténcia € menor, especialmente se as amostras precisarem ficar
condicionadas por um longo periodo de tempo. Além disso, é importante cuidado
ao etiquetar frascos contendo alcool ou outros solventes que podem apagar ou
borrar as informagoes. Como medida de seguranca, € conveniente escrever a lapis
(evitando que a tinta seja apagada), em pequenos pedacos de papel-manteiga (que
sao resistentes ao solvente), a informacao desejada e guarda-los dentro dos frascos
junto a amostra coletada. Ademais, é recomendado o uso de um caderno, com a
descricao detalhada das informacoes relevantes sobre as coletas, especialmente nos
casos em que uma grande quantidade de amostras for processada. Sao informacoes
relevantes o namero da coleta, local, data, breve descricio do ambiente, do individuo
e da coleta.

A seguir, serao descritas com precisao todas as etapas para a confec¢ao de laminas
anatomicas, buscando-se otimizar o processo com relacido a tempo e custos. Para a
montagem de laminas anatomicas para esta finalidade, sao necessarios materiais de
facil acesso:

e Laminas de vidro para microscopia;

Laminulas de vidro para microscopia (preferéncia para as de tamanho 24x50 mm);

Corante azul de toluidina em solucao;
Vidro de relégio com agua (de preferéncia deionizada ou destilada);

Pinc¢a de ponta fina;

Pincel escolar chato ou arredondado (de preferéncia n.° 2, 4 ou 6);
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e Material para coletar as seccoes (palito de dente ou agulha para desentupir
fogao a gas);

e Pipeta plastica de Pasteur;

e Preparado de gelatina glicerinada;

e Fonte de calor para derreter a gelatina (Chapa aquecedora);

e Etiquetas;

e Lapis;

e Esmalte transparente para unhas.

4.1. Preparacao das amostras

Espécies que apresentem densidade da madeira mais baixas no geral nao
necessitam de pré-tratamento para serem seccionas no micrétomo. Entretanto,
quando a densidade da madeira € alta, o que ocorre em particular em muitas espécies
lenhosas de ambientes sazonais, as sec¢coes em microtomo podem ser um desafio,
influenciando na qualidade final das laminas. Nestes casos, pode ser necessaria a
utilizacao de técnicas simples, que ajudarao o material a ficar mais tenro, facilitando
a microtomia.

O amolecimento das amostras pode ser realizado a partir de técnicas
distintas: embebicao em séries de solucdao de glicerina ou a partir da fervura
do material em agua ou outras solugoes. A primeira técnica consiste em lavar
previamente as amostras em agua destilada, e posteriormente embebé-las em
séries sucessivas de solucao de glicerina a temperatura ambiente (30%; 50% e
100%). O tempo entre uma sessao e outra dependera da dureza e do tamanho da
amostra, quanto maior a dureza ou a amostra, maior o tempo entre as sessoes.
O amolecimento também pode ser feito pelo cozimento das amostras em agua
fervente, ou em solucdo de agua e glicerina 2:1, ou ainda em uma solucao de
agua, alcool 70° e glicerina 1:1:1, cujo tempo de cozimento dependera da dureza
da amostra (BURGER; RICHTER, 1991).

4.2. Seccionamento com microtomo

Na microscopia de luz, técnica microscopica mais usualmente utilizada, a
imagem € formada a partir da iluminacao do espécime com fétons. Para ser visivel
ao olho humano, a luz emitida pelo microscépio 6ptico deve atravessar primeiro o
objeto de estudo. Por esse motivo, o espécime vegetal a ser observado nao pode ser
opaco, ao contrario, deve se apresentar fino o suficiente para permitir que a luz o
atravesse, permitindo sua adequada visualizagao.

Como ja descrito, as amostras de ramos coletadas com a finalidade de
confeccao de laminas anatomicas apresentam certa rigidez e espessura, o que
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dificulta a confeccao de micro seccoes realizadas a mao livre. Portanto, para esse
tipo de amostra, € necessario o uso do micrétomo, um equipamento adequado para
a retirada de micro secgoes uniformes, suficientemente finas e transparentes de
material para serem visualizadas em microscopio optico. Os micrétomos de deslize
sao tradicionalmente os mais utilizados para a seccao de material nao emblocado.
O correto manuseio destes equipamentos € essencial para a produc¢ao das 1aminas
anatoémicas e para a seguranca do usuario. Utilizando-se de navalhas bem afiadas,
os micrétomos de deslize permitem a obtencao de seccOes finas, de espessuras
prefixadas, que variam de 15 a 25 pm. Por permitirem que a navalha passe com igual
pressao sobre toda a superficie da amostra, o uso dos micrétomos favorece seccoes
delgadas e homogéneas.

Distintos modelos de micrétomos de deslize podem ser utilizados, dentre eles
o modelo Leica®SM2010, ou modelos proximos, sao mais comumente encontrados
em laboratoérios de anatomia vegetal. Eles tém como vantagem a maior precisio dos
cortes e uma navalha pode ser afiada em afiadores especificos para tal finalidade.
Entretanto, seu custo, incluindo a compra e manutencao de sua navalha, é mais
elevado. Outro modelo, o GSL1 (GARTNER; LUCCHINETTI; SCHWEINGRUBER,
2014), foi desenvolvido em 2014 e ainda € pouco utilizado, entretanto pode ser uma
alternativa de baixo custo. Este modelo apresenta um design com suporte adaptavel
as laminas de estilete escolar comum. A vantagem € que essas laminas sdo acessiveis,
baratas e as seccOes das amostras apresentam uma boa qualidade quando estas sao
preparadas adequadamente (FUJI, 2008). Devido ao seu baixo custo, o uso dessas
laminas substitui o processo de afiacio demorado e dispendioso das navalhas de
micrétomo comuns. Assim, quando a lamina se desgasta, perdendo o corte, pode ser
facilmente substituida por outra.

Antes de iniciar a seccao dos cortes, também ¢é necessario deixar a superficie
de contato da amostra com a navalha o mais regular possivel. Ademais, é preciso
sempre obter um numero consideravel de sec¢oes, para que se possam selecionar
as mais delgadas e aquelas que apresentam melhores caracteristicas para montagem
das laminas anatomicas. Apos as secgoes serem obtidas com auxilio do micrétomo,
elas sao removidas da superficie da navalha com o auxilio de um pincel molhado,
e mantidas em placas de Petri ou vidros de relégio contendo agua destilada até a
montagem das laminas.

As micro secgdes para visualizacao dos vasos xilematicos devem ser realizadas
em plano transversal, ou seja, perpendicular ao eixo principal do ramo (Figura 4.1.A).
Quando possivel, devem-se obter cortes que contemplem toda a circunferéncia do
ramo. Caso contrario, seccionar longitudinalmente a amostra na regiao mediana
(Figura 4.1.B) em duas ou quatro partes (no caso de amostras mais espessas), antes de
leva-las ao micrétomo.
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Figura4.1. Corte transversal (A) elongitudinal (B). Em amostras de ramos mais espessos,
seccionar longitudinalmente na regiao mediana antes de leva-las ao micrétomo, para
facilitar a seccdo. No micrétomo, realizar micro secgoes transversais dos ramos.
Fonte: Dos autores (2021).

4.3. Formulacao e preparo de Gelatina Glicerinada

Para este tipo de amostras, € sugerido o preparo de laminas semipermanentes,
utilizando gelatina glicerinada, o que permite que estas sejam guardadas por um
periodo de tempo maior (de meses a poucos anos, dependendo do material) que as
laminas temporarias. A gelatina glicerinada (HAUPT, 1930 apud KRAUS; ARDUIM,
1997) é de preparo simples, obtida a partir de:

Gelatina INCOIOT ... 10,0 g

Fenol (0pcional) ......ccoeeivieieeinieieeeeeeeeeee e 1,0 mL
GLICETIIIA ettt e et et e e e e e enes 70,0 mL
Agua destilada ..........coooeveeiveieiieieeeeee e, 60,0 mL

Para o preparo, dissolva a gelatina na agua destilada aquecida a até no maximo
30° C. Ap6s, acrescente o fenol e a glicerina, agitando até obter uma mistura
homogénea. A gelatina glicerinada deve ser guardada em potes de vidro ou plastico,
e mantida na geladeira, para aumentar seu tempo util. O fenol utilizado no preparo
da gelatina é toxico, cancerigeno e, portanto, deve-se evitar que a geladeira utilizada
para conservacao seja a mesma utilizada para alimentos. O fenol é responsavel por
evitar a contaminacao da gelatina e das laminas por microrganismos, garantindo
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maior durabilidade. Contudo, ele nao € um material essencial para a preparacao da
gelatina, que pode ser produzida sem esta substancia, com a ressalva de que o tempo
de duracao tanto do preparado, quanto das laminas semipermanentes sera menor,
embora a glicerina também auxilie a conservar a substancia. O fenol € uma substancia
altamente toxica, corrosiva e carcinogeénica, sendo importante ressaltar que o uso de
luvas e mascara de protecao respiratoria € indispensavel quando esta substancia for
usada, tanto no procedimento de preparacdo da gelatina, quanto na montagem das
laminas anatomicas, para evitar o contato direto com a substancia. Além da protecao
citada, também € indispensavel que todo o procedimento seja realizado em uma
capela de fluxo laminar. No caso da ndo utilizacao do fenol, a gelatina glicerinada é
segura para ser manuseada, e existem relatos de duracao de até 10 anos das laminas
produzidas a partir dela, mesmo sem o uso do fenol.

4.4. Clarificacao e técnicas de coloracao

Apobs as amostras serem seccionadas no micrétomo e levadas a um vidro de
rel6gio com agua, as sec¢oes microtomadas devem ser coradas. Entretanto, para este
tipo de 6rgao vegetal, em raras ocasides, antes de serem coradas, as micro seccoes
devem ser clarificadas. A clarificacdo do material, nestes casos, s6 € necessaria para
amostras cuja madeira seja naturalmente muito escura. Neste caso, devem-se dispor
os cortes anatomicos em um vidro de relégio com solucdo de hipoclorito de sédio
comercial e agua 1:1. O tempo de clarificacdo depende do material, mas deve-se
tomar cuidado para evitar que um maior tempo de exposicao torne as seccoes das
amostras quebradicas, dificultando a montagem das laminas. Apos clarificacgao, é
preciso lavar os cortes anatéomicos 3 vezes em agua, com auxilio da pipeta plastica
de Pasteur. A lavagem correta dos cortes, removendo completamente o hipoclorito
de s6dio, é importante para corrigir o pH, que pode interferir na eficacia do
corante. Entretanto, na maioria das vezes, € possivel corar esse tipo de material sem
a necessidade do processo de clarificacao.

A coloragdo é um processo importante na observacao de espécimes usando
microscopia 6ptica, facilitando a visualizagdao. O uso de corantes € necessario para
evidenciar as estruturas celulares, permitindo uma melhor observagao e a geragao
de imagens. Ha diversos métodos especiais de coloragao, que funcionam quando os
componentes do corante apresentam uma afinidade com determinadas substancias
quimicas que formam as estruturas celulares. Diversos fatores podem influenciar
na distribuicao do corante sobre a superficie das sec¢des, o que requer cuidados
especiais.

O pH ¢é um dos fatores que mais interferem, especialmente quando as
seccoes foram clarificadas. Quando a remocao do hipoclorito de s6dio nao ¢é
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feita corretamente, pode ocorrer a precipitacao do corante, impedindo sua acgao.
Além disso, a presenca de metabolitos secundarios vestigiais inerentes a espécie
estudada pode alterar o potencial de coloracao. No caso em que a coloracao é
comprometida por essas substancias, o uso de solucdao diluida de acido acético
pode garantir melhores resultados. Neste caso, é preciso enxaguar as secgoes
em agua antes e apos o uso da solucao de acido acético. Também se deve ficar
atento a concentracao do corante, que pode interferir no seu tempo de acao, na
sua distribuicao, na intensidade da coloragdo na seccdo, e no grau de pureza do
corante, que varia de acordo com o fabricante e deve ser levado em conta no
momento de preparacao das solucoes.

Para a coloracao topografica de amostras de madeira coletadas ainda verdes,
ou seja, que busca apenas uma visao global das estruturas, € indicado o uso do
corante azul de toluidina. Este corante reage com as paredes lignificadas das células,
corando-as de verde ou azul-esverdeado, e com paredes celuldsicas, corando-as
de roxo (Figura 4.2). O azul de toluidina € um tipo de corante metacromatico, que
produz uma combinacado diferencial do corante com os componentes celulares,
produzindo uma cor divergente da cor original do corante.

Figura 4.2. Imagem de micro seccao transversal de ramos de Ceiba rubriflora Carv.-
Sobr. & L.P.Queiroz obtidaem cameradigital acopladaamicroscopio Optico. Aumento
de 40x e uso de lente objetiva de 4x. Note que a coloracao predominantemente azul-
esverdeado € caracteristica do corante azul de toluidina.

Fonte: Dos autores (2021).
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O azul detoluidina é uma substanciarelativamente barata, quando comparada
aoutros corantes, encontrada facilmente, estavel, de facil manipulagao e sem riscos
diretos a saude, quando manipulada de forma adequada. Ele pode ser encontrado
a venda como solu¢cdo ou em p6 com coloracgao verde escura. Neste ultimo caso, é

necessaria a preparacao prévia da solucao, obtida a partir de:

Azul de Toluidina ......cceevreeieieicicciccccccenenes 05¢g
Agua destilada .........cooovvveveerveeeeeneeeeeeeene 100 mL

O preparo consiste em diluir o corante em po6 na agua e, posteriormente,
filtrarasolucao com papelfiltro, obtendo-se uma solu¢ao homogéneaazul escuro.
Recomenda-se armazenar em frascos de vidro na cor ambar, de preferéncia sob
refrigeracdo. Para retirar a solucao dos frascos, usar sempre uma pipeta plastica
de Pasteur unicamente para esta finalidade. Também ¢é possivel armazena-la em
frascos de vidros com gotejador, evitando assim a contaminac¢ao da solug¢ao por
outros compostos quimicos que podem alterar as caracteristicas do corante.

Para a coloragao, basta remover o excesso de agua do vidro de reldgio
em que as micro sec¢odes estao repousando, deixando agua suficiente para as
amostras ficarem imersas, gotejar, com auxilio de pipeta plastica de Pasteur
ou gotejador, algumas gotas da solucao de azul de toluidina, aguardar tempo
suficiente para que ocorra a acao do corante (aproximadamente 1 a 2 minutos),
remover o excesso de solucdo, lavar as micro seccoes em agua abundante para
remover o excesso de corante e manter as amostras hidratadas em agua até a
montagem das laminas.

Outro corante metacromatico bastante utilizado para corar madeira é a
safranina. A safranina pode ser comprada ja diluida, mas a forma mais facil de
encontra-la no mercado € um po6 de coloracao vermelho-escuro, que pode ser
diluido em agua destilada, 4lcool ou em ambos. E um corante de preco também
bastante acessivel, que possui afinidade pela lignina e cora os tecidos, em que
esta substancia esta presente, de vermelho (Figura 4.3). Para obter a safranina
em solucao hidroalcoélica, mais utilizada para este fim, utilize 1,5 gramas de
safranina em po, que deve ser dissolvida em 150 ml de alcool etilico 95%. Desta
deriva a solucao alcoolica, de onde devem ser retirados 10 ml, diluidos em 90
ml de agua destilada, misturando até completa dissolucdo, e ambos devem
ser acondicionados em vidros ambar e guardados na geladeira para maior
durabilidade. Para confecc¢ao da safranina aquosa, basta dissolver 1 g de safranina

em 80 ml de agua destilada.
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Figura 4.3. Imagem de micro sec¢ido transversal de ramos de Albizia polycephala
(Benth.) Killip ex Record obtida a partir de camera digital acoplada a microscépio
optico. Aumento de 40x e uso de lente objetiva de 4x e corada com o corante
safranina, em solugdao hidroalcoodlica, como demonstra a coloragdao avermelhada
obtida na imagem.

Fonte: Dos autores (2021).

4.5. Montagem das laminas anatomicas

Ap6s a aplicagcao do corante, deve-se suceder ao preparo das laminas de vidro
para receberem os cortes. Primeiro, deve-se dispor uma pequena quantidade de
gelatina glicerinada na lamina de vidro. A quantidade deve ser suficiente para
cobrir os cortes, mas devem-se evitar excessos que extravasem pela laminula. A
gelatina deve entdao ser derretida por meio de uma fonte de calor, como uma
chapa aquecedora. Neste passo, € necessario cuidado com a temperatura, que nao
deve ser muito alta, evitando que o material ferva e forme bolhas. Cabe ainda a
ressalva de uso de luvas e mascaras de protecao respiratoria caso o preparado
de gelatina glicerinada tenha sido feito com fenol. Utilizando uma pinga, palito
de dente ou pincel, deve-se pegar as seccoes das amostras no vidro de relégio e
dispor sobre a gelatina derretida na lamina de vidro. Dependendo do tamanho
das micro secgoes, €é possivel dispor dois ou trés cortes do mesmo material na
lamina de vidro. Se necessario, ajustar cuidadosamente os cortes, para evitar que
fiquem dobrados ou sobrepostos. Essa etapa exige pratica e paciéncia, testando
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quais utensilios a serem utilizados sao mais adequados de acordo com a propria
habilidade. Por fim, encoste uma das arestas de uma laminula de vidro no limite
da gota de gelatina glicerinada e, delicadamente, deixe-a cair sobre a lamina de
vidro para evitar a formacao de bolhas de ar, que dificultardao a observacdo ao
microscopio (Figura 4.4).

Figura4.4. Posicao correta para disposi¢cao dalamina de vidro sobre as micro secgoes.
A aresta da laminula de vidro € apoiada na lamina de vidro primeiro por uma das
extremidades e posteriormente ela € solta suavemente, cobrindo aregido com a

gelatina glicerinada.
Fonte: Dos autores (2021).

Se necessario, com papel toalha, remova qualquer excesso de gelatina.
Nao se esqueca de etiquetar as laminas de vidro com as informacdes de coleta,
escritas preferencialmente a lapis (Figura 4.5). Assim que a gelatina glicerinada
se solidificar, é possivel selar as laminas anatémicas aplicando uma camada de
esmalte transparente (base de esmalte para unhas) por toda a borda da laminula
de vidro. Este processo permitira que a qualidade da lamina seja mantida por um
maior periodo de tempo.

Coleta XXXXXXXXXXXX
Data XXXXXXXXXXXXX

Figura 4.5. Esquema de uma lamina anatomica finalizada. No canto esquerdo,
etiqueta com a data e dados de coleta. Os circulos representam as micro seccoes
dispostas sobre a lamina de vidro imersas em gelatina glicerinada e cobertas pelas
laminulas de vidro.

Fonte: Dos autores (2021).
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4.6. Armazenamento das laminas anatomicas

Especialmente quando a quantidade de laminas € expressiva, € importante o
seu correto armazenamento até que sejam fotografadas, evitando que se quebrem
ou danifiquem as micro sec¢oes. Elas podem ser armazenadas em caixas porta
laminas, compradas facilmente a baixo custo em lojas especializadas em materiais
para laboratério. Uma alternativa ainda mais barata € a confec¢do de caixas porta
laminas de papelao, com formato proposto pelos integrantes de Laboratério de
Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina. Para montar as caixas
porta laminas de papelao, sao necessarios os seguintes materiais:

e Caixa de papelao
e Lapis

e Régua

e Tesoura

e Colabranca

e Fita adesiva larga

Recortar 8 tiras de papelao com as seguintes dimensoes: 1 tira 25cm x 20cm; 2
tiras 25cm x 10cm; 2 tiras 25cm x lem; 1 tira 23cm x 1em; 2 tiras 18cm x lem. Em cada
caixa, podem ser armazenadas até 16 laminas semipermanentes. O tutorial completo
da montagem das caixas pode ser encontrado acessando a pagina do Laboratério de
Anatomia Vegetal (LAVEG/UFSC), no endereco:
https://laveg.paginas.ufsc.br/roteiro-ilustrado/caixadelaminas/.
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Obtencao e tratamento de imagens

A obtencao e tratamento de imagens € uma etapa extremamente relevante no
processamento de diversas caracteristicas funcionais, como por exemplo, area foliar,
area foliar especifica, massa por area, densidade, diametro, area de vasos xilematicos
e indice de vulnerabilidade de Carlquist. Esta etapa, quando realizada de forma
correta, agiliza o processamento dos dados e da maior confiabilidade aos valores
obtidos, sendo uma etapa que merece atengao especial.

A obtencao das imagens pode ser realizada a partir de dois processos:
via escaneamento ou via fotografia, por meiode aplicativos proprios para
escaneamento de imagens, pelos quais sao obtidas imagens de oOrgaos
macroscopicos, geralmente da morfologia externa da planta, como a folha, que
da suporte para o calculo de area foliar. As imagens microscopicas dos tecidos
contidos nas laminas anatomicas sao obtidas por meiode camera fotografica
acoplada ao microscopio. Embora sejam processos relativamente simples, €
necessario que alguns cuidados especificos sejam tomados, para minimizar
possiveis erros no tratamento das imagens. A seguir, ambos 0s processos serao
abordados de forma detalhada, dando énfase as alternativas que podem ser
utilizadas e as possiveis dificuldades e diferentes situagdes que podem surgir de
acordo com as variagoes morfologicas das espécies.

5.1. Obtencao de imagens para area foliar

Imagens do limbo foliar para o calculo de area foliar podem ser obtidas
por inumeros processos de escaneamento. Muitos equipamentos foram criados
especificamente para esta finalidade e ja fornecem os valores de area foliar
imediatamente ap6s o uso, como por exemplo, LI-COR®3100, CI-203® Handheld
Laser Leaf Area Meter, LI-8000®C Portable Leaf Area Meter etc. Contudo, existem
alternativas acessiveis que podem ser usadas quando nao houver a disponibilidade
destes equipamentos. Uma delas é o uso do aplicativo gratuito Easy Leaf Area
Free (EASLON; BLOOM, 2014), compativel com celulares que usam os sistemas
operacionais mais populares.

O uso desse aplicativo € simples, requer apenas um celular com uma camera e
uma escala vermelha de 4 cm’, que pode ser pintada em um papel milimetrado, usado
como fundo para capturar as imagens. O cuidado deve estar apenas em garantir que
tanto a escala, quanto o limbo foliar se encontrem no mesmo plano. As imagens sao
capturadas pela camera do celular por meiodo aplicativo e a area foliar é calculada
automaticamente a partir das areas verdes dos limbos foliares contrastadas com a
area vermelha conhecida da escala, gerando resultados imediatos, que devem ser
anotados em uma planilha. Pelo aplicativo, realizam-se ajustes de controle de cor
para identificar corretamente a area verde das folhas e a area da escala.
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Entretanto, existem algumas limitacdes para o uso do aplicativo. Por exemplo,
no caso de folhas lobadas, com reentrancias ou onduladas, que habitualmente nao
se mantém planas, ocasionando a sobreposicao de areas das folhas e dificuldades em
manter as folhas no mesmo plano da escala. Isso pode ser resolvido com o uso de
um vidro transparente usado acima das folhas, tomando os devidos cuidados para
que, ao serem fotografadas pela camera do celular, o reflexo do vidro nao interfira
na imagem. Também sao limitacoes, folhas que apresentem areas de coloragao
nao-verde, como regides com injurias ou com herbivoria, o que pode resultar em
medicoes imprecisas da area foliar, ja que o aplicativo nao reconhece essas areas de
coloracgao diferentes da verde como pertencentes a folha.

Nestas situacoes, a alternativa ¢ o uso de scanners de mesa simples, um
equipamento barato, que pode ser instalado e usado em qualquer computador. A
unica diferenca deste método para os anteriores € que as imagens precisarao ser
processadas em um programa especifico para tratamento da imagem e obtencao da
area foliar.

5.1.1. Uso do scanner

Para captura das imagens com scanner, o primeiro passo € colorir um quadrado
de papel de 1 cm® de preferéncia com uma coloracao mais escura (preto), que
funcionara como escala, recorta-lo e coloca-lo (pode ser colado com fita adesiva
transparente para facilitar) em uma das extremidades da area de captura do scanner.
Também € possivel utilizar um pequeno pedaco de papel milimetrado com a face
voltada para a bandeja de vidro, ou qualquer régua de medidas que nao ocupe muita
area de captura.

As folhas devem ser dispostas com a face adaxial voltada para baixo, em contato
com a bandeja de vidro do scanner, de forma que nao se sobreponham, nao se
toquem e nem cubram a escala. Esse método é adequado para folhas onduladas e
com reentrancias, ja que, quando a tampa do scanner é fechada, ha o nivelamento
do limbo foliar, minimizando erros. Quando possivel, sempre evitar que, na hora da
captura da imagem, a tampa permaneca com frestas e, se necessario, pressiona-la
levemente.

Dependendo dos objetivos do estudo, especialmente aqueles que incluem as
variagoes dentro do mesmo individuo, € necessaria a obtencao de valores individuais da
area foliar de cada unidade. Portanto, é necessario identificar todas as unidades foliares
durante a obtencao das imagens. Essa identificacao pode ser realizada, por exemplo, por
meiode etiquetas proximas as folhas na bandeja de vidro do scanner. Posteriormente, as
unidades foliares devem ser armazenadas em sacos de papel identificados, também de
forma individualizada, para o processamento das etapas seguintes.
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Ademais, € preciso sempre fazer a verificacao prévia da imagem antes de salva-la
para garantir que as fotos estejam adequadas. As imagens podem ser salvas coloridas,
entretanto, se salvas em escala de cinza, no processo de analise, o trabalho de calculo da
area foliar no programa especifico contara com uma etapa a menos. As imagens devem
ser salvas em extensao .tif ou .tiff, que suporta compactagoes sem a perda da qualidade
(o que significa que a imagem sera compactada sem a fusao de pixels, preservando a
informacao por pixels); salvar a imagem com 300 dpi de resolucao (Figura 5.1).

Figura 5.1. Imagem de folhas de Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze obtidas em scanner
de mesa com escala localizada no canto superior direito. Note que, mesmo
com todos os referidos cuidados, a imagem ainda apresenta zonas sombreadas que
o programa de analise de imagens pode interpretar como parte da area foliar. No
capitulo seguinte, sera abordado como corrigir este problema.

Fonte: Dos autores (2021).

A quantidade de pixels da imagem € um importante fator de analise das imagens
(vide préximo capitulo). Por esse motivo, resolucdes mais baixas que 300 dpi nao
sao indicadas. Por outro lado, resolugdes mais altas podem representar um maior
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gasto de tempo no processamento da imagem pelo scanner e computador, além de
se tornarem um empecilho quanto ao armazenamento, especialmente quando se
esta trabalhando com um alto volume de imagens.

As folhas apresentam uma enorme diversidade morfolégica, com relagao ao
formato, divisao do limbo, tamanho, peciolos, margem do limbo, entre outros aspectos.
As especificidades inerentes a cada espécie devem ser levadas em consideragao no
momento de escanea-las. A seguir, destacamos alguns desses casos e como proceder.

e Folhas com limbo foliar maior que a area de captura de imagem do scanner:
com o auxilio de uma tesoura, dividir o limbo quantas vezes for necessario até atingir
um tamanho compativel com a area de captura de imagem. Nao se esquecer de, ao

nomear os arquivos, indicar cada imagem como parte de apenas um limbo foliar.

e Folhas compostas pinadas ou bipinadas: ao se deparar com folhas compostas,
recomenda-se trabalhar com a unidade foliar, ou seja, com a menor unidade de
divisao do limbo foliar. No caso das folhas compostas pinadas, a unidade foliar sera
representada pelo foliolo; em compostas bipinadas, a unidade foliar sera o foliélulo.
Para escanea-las, destacar as unidades foliares das folhas e dispo-las sobre a area de
captura, evitando sobreposicoes (Figura 5.2). A quantidade de foliolos ou folidlulos a
serem escaneados depende da massa relativa de cada unidade foliar. Uma vez que a
massa sera utilizada para obtencdo de diferentes caracteristicas funcionais foliares,
como area foliar especifica, € interessante que a quantidade de unidades foliares
selecionadas represente uma massa significativa de pelo menos 1g. Portanto, em
casos em que a massa da unidade foliar € muito pequena (na ordem de miligramas),
recomenda-se que sejam utilizadas algumas centenas de foliolos ou foli6lulos.

e Inclusao ou nao de peciolos e peciolulos: a inclusao ou nao dos peciolos (folhas
simples) ou peciolulos (folhas compostas pinadas) na digitalizacdo das unidades
foliares pode ou nao ocorrer, dependendo do objetivo da coleta. Segundo Pérez-
Harguindeguy et al. (2013), a fracdo de massa seca das unidades foliares por peciolo
e pecidlulos pode variar de aproximadamente zero, quando as folhas sao sésseis, a
até 50%. Quanto maior a massa representada por esta estrutura, maior a reducao da
area foliar especifica quando o peciolo € incluido no calculo da area foliar. Peciolos
e pecidlulos podem ser considerados parte integrante da unidade foliar, tendo
diversas funcoes, como suporte e um sistema vascular que sdo essenciais as funcoes
fotossintéticas da folha. Sob outra perspectiva, eles tém como funcao principal o
posicionamento espacial e suporte hidraulico, assemelhando-se a funcao do caule,
enquanto a principal funcao da lamina foliar € interceptacdo de luz e fixacao de
carbono, o que levaria a sua exclusao. A decisao de inclui-los pode ser definitiva em
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alguns estudos, e em outros, pode ser uma fonte de erro consideravel e sistematico,
especialmente se for necessaria a comparacao entre espécies. Portanto, a mensuracao
individual entre peciolos ou peciélulos e limbo foliar pode ser considerada como
uma op¢ao segura no processamento dos dados.
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Figura 5.2. Digitalizacao de diferentes unidades foliares. A) folhas simples de
Bougainvillea sp.; B) foliolos de folha composta pinada de Acosmium cardenasii H. S.
Irwin & Arroyo; C)folidlulos de folhas compostas bipinadas de Senegalia langsdoriffii
(Benth.) Seigler & Ebinger.

Fonte: Dos autores (2021).

5.2. Obtencao de imagens de lJaminas anatomicas

A captura das imagens de laminas anatémicas € realizada a partir de uma camera
fotografica digital acoplada a um microscopio 6ptico e ligada a um computador. No
geral, cada camera vem com um programa especifico para instalacdo no computador,
e as capturas sao realizadas a partir desse programa. Devido as especificidades de
cada programa, serao abordados apenas os aspectos gerais e cuidados na hora de
fotografar as 1aminas anatomicas.

O primeiro passo a ser pensado na obtencdao de imagens anatomicas para as
analises de caracteristicas funcionais € a escala. Sua relevancia se deve ao fato de ser
impossivel realizar as analises quantitativas de dados anatémicos se nao houver uma
escala adequada para calibracdo das medidas. A escala é obtida por meiode imagens
de laminas micrométricas com diferentes lentes objetivas. Estas laminas costumam
estar disponiveis nos laboratorios, ou imagens destas l1aminas ja fotografadas podem
ser acessadas no computador utilizado junto a camera. No caso de nio estarem
disponiveis, € possivel fotografar uma pequena sec¢ao de papel milimetrado com as
diferentes objetivas e, assim, obter uma escala (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Exemplo de escala micrométrica capturada com o microscopio, com a
lente objetiva de 10x.
Fonte: Dos autores (2021).

Para obtencao das imagens das micro sec¢oes, alamina anatomica deve ser levada
ao microscopico e a area de interesse deve ser focalizada como feito rotineiramente
em qualquer microscopio 6ptico. Com o programa aberto, ajustar o plano de visao e
capturar a imagem. Recomenda-se capturar uma imagem com a lente objetiva de 4x,
cujo aumento total € de 40x (aumento da objetiva de 4x multiplicado pelo aumento de
10x da ocular) para ser ter uma observacao geral da seccao microtomada (Figura 5.4).

Figura 5. 4. Imagem de micro seccao transversal de ramos de Cavanillesia umbellata
Ruiz & Pav. obtida a partir de camera digital acoplada a microscopio optico. Aumento
de 40x e uso de lente objetiva de 4x. Note que € possivel observar todas as regides da
micro sec¢ao, incluindo a regidao da medula no canto superior esquerdo.

Fonte: Dos autores (2021).
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Posteriormente, deve-se realizar a captura de imagens com a lente objetiva de
10x, cujo aumento total € de 100x (aumento da objetiva de 10x multiplicado pelo
aumento de 10x da ocular). Devem ser realizadas as capturas de imagens em 3
regioes diferentes da seccao (uma imagem da regido proximal a medula, outra da
regido intermediaria e, por fim, uma da regidao mais distal), buscando nao sobrepor
as areas de captura. A captura em regioes diferentes da sec¢ao visa contemplar toda
a variacao no tamanho dos vasos que pode ocorrer em algumas espécies (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Importancia de se realizar mais de uma imagem por seccao. Imagens
de micro secgao transversal de ramos de Cavanillesia umbellata Ruiz & Pav. obtidas
a partir de camera digital acoplada a microscépio optico. Aumento de 100x e uso de
lente objetiva de 10x. A) Imagem da regiao proximal da medula; B) Imagem da
regido intermediaria; C) Imagem da regido distal. Note que ha diferencas visiveis
no tamanho e numero de vasos entre as imagens.

Fonte: Dos autores (2021).

Assim como demonstrado nas imagens obtidas por escaneamento, € importante
salvar as imagens em extensao .tif ou .tiff, que suportam compactagoes sem a perda
da qualidade da imagem, e com 300 dpi de resolucao. Devem-se salvar as imagens
com o nome da espécie trabalhada, o c6digo da area de coleta, o nimero da repeticao,
o aumento utilizado e o nimero da foto. Por exemplo, a espécie Cordiera sessilis (Vell.)
Kuntze, coletada na area com codigo de coleta A, e repeticao 3 pode ter o arquivo
nomeado como: Cordiera_sessilis_A_r3_100_fl, indicando todas as informacoes
necessarias para a correta identificacao da imagem.
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Programas de analises de imagens e mensuragao dos dados anatémicos

Programas de manipulacao e analise de imagens sdo ferramentas importantes
nos estudos de caracteristicas funcionais. Em uma busca rapida, é possivel
encontrar uma infinidade deles, que vao de avancados softwares pagos e de
dificil manipulacao, até softwares gratuitos, com interfaces intuitivas e acessiveis.
Recentemente desenvolvido, o Package ‘pliman’ (OLIVOTO, 2021) pode ser uma
alternativa interessante para obtencao da area foliar de imagens digitalizadas para
pesquisadores familiarizados com o software R (R CORE TEAM). Entretanto, cabe
ressaltar que, neste caso, as imagens devem ser digitalizadas com cores e com
bom contraste entre as unidades foliares, fundo e escala.

Aqui, é aconselhado o uso de dois distintos programas confiaveis, de acesso
gratuito, disponiveis para diferentes sistemas operacionais, com interface
amigavel e que atendem completamente as demandas de analise das imagens:
GIMP (GNU Image Manipulation Program) e Image] (Image Processing and
Analisys in Java).

O GIMP pode ser baixado acessando-se o endereco eletronico: https:/www.
gimp.org/ e o Image] no endereco eletronico: https://imagej.nih.gov/ij/. Na pagina
do GIMP, existem tutoriais explicativos para instalacio e atualizacoes. Para o
Image], ndo € necessaria a instalacdo, apenas baixar a pasta em download e extrair
seus arquivos. Para executar o programa, basta clicar no icone com nome Image]
e uma pequena janela com uma barra de ferramentas sera aberta. Na pagina para
download do Image], também esta disponivel uma aba com uma série de plugins
que podem ser instalados para diversas finalidades. Nesta aba, recomenda-se
buscar pelo plugin “Cell Counter” e fazer o download do arquivo para dentro da
pasta “Plugins”, previamente baixada junto com outros arquivos do Image]. Esse
plugin abrira uma nova guia de contagem no programa, e esta podera ser util em
diversas situacoes.

6.1. Utilizando o Image] para mensuracao de area foliar

Para mensurar a area foliar, ndo é necessario o tratamento prévio das imagens
das unidades foliares escaneadas, que podem ser trabalhadas diretamente no
Image]. Assim que o programa for executado, uma pequena janela com uma barra
de comandos e uma barra de ferramentas sera aberta, conforme a Figura 6.1. A
seguir, sera demonstrado o passo a passo detalhado de todos os comandos para
mensuragao da area foliar.
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Image) — X
File  Edit Image Process Analyze Plugins  Window Help
Qjojajof= <N Ala o)) Qo s]e]#] | |»
(*Straight*, segment®i or freehand lines, or arrows (right click to swi...

Folha 2 A.tif (G) (7
20.44x28.88 cm (620x876); RGB; 2.1MB

Figura 6.1. Visao geral da janela de trabalho do Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 1 — Abrindo a imagem: na barra de comando, clicar em “File” — “Open...” ou
por meio do comando Ctrl + O. Escolher o arquivo desejado. Para as proximas imagens,
caso elas sejam sequenciais, € possivel abri-las clicando em “Open Next” (Figura 6.2).

File Edit |Image Process Analyze Plugins Window Help

- “NAla|e|] Qoo #] | |
=

[Open... Ctrl+0 | ; D O\ = 4 2

Open Next CtrisShift+0  It© switch; double click to configure)

Open Samnples

Open Recent

Import

Close Ctri+Ww

Close All Ctrl+Shift+w

Save Ctrl+S

Save As

Revert Ctrl+R

Page Setup...

Print... Ctrl+P

Quit

Figura 6.2. Como abrir as imagens no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).
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Passo 2 — Calibrando a escala: com a imagem aberta, dar zoom na area de
tamanho conhecida (no exemplo, utilizou-se um recorte de 1 cm’ disposto no canto
superior direito da imagem). Para dar zoom, basta levar o mouse até a area de interesse
e pressionar a tecla “+”, para aumentar o zoom, ou “-”, para diminuir, quantas vezes for
necessario. Clicar na ferramenta linha (“Straight”) na barra de ferramentas (Figura 6.3).

File  Edit age— Process Analyze  Plugins  Window Help

Ojojz|d[= k 48] 7

+t,
++

N Aol Qe

| |>

Figura 6.3. Quadrado de papel de 1 cm® colocado no momento de escanear as
unidades foliares, utilizado para calibrar a escala da imagem no software Image]J.
Fonte: Dos autores (2021).

Com a ferramenta selecionada, manter pressionada a tecla shift do teclado ao
tracar uma linha na area de tamanho conhecido, e clicar em “Analize — Set Scale”. Na
caixa de dialogo, inserir em “Know distance” o valor conhecido (no caso do exemplo,
1 cm, mas é possivel calibrar para 10 mm convertendo as unidades); em “Unit of
lenght”, a unidade de medida (no exemplo, cm); marcar a caixa “Global” para que a
escala esteja disponivel para as préoximas imagens; clicar em “Ok”. Em “Distance in
pixels”, pode ser observada a quantidade de pixel pelo qual a linha passa. Isso significa
que, no caso do exemplo, sdo 31.251 pixels/lcm (Figura 6.4).

Esse processo deve ser refeito todas as vezes que o Image] for fechado, pois as
configuracoes nao ficam salvas. Manter a linha a mais reta possivel, pressionando
a tecla shift, é importante para que a quantidade de pixels selecionada seja
exatamente a correspondente a escala. Logo apds a calibracdo da escala, é
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interessante testa-la, fazendo a mensuracdo de uma area conhecida (tracar uma
linha em area conhecida e clicar em “M” ou “Ctrl + M” no teclado, para averiguar
que a escala esta correta).

File Edit Image Process Analyze Plugins  Window Help

L=

Set Scale

Distance in pixels: [31.2510
Known distance: |1

Pixel aspect ratio: (1.0

Unit of length:

il

Click to Remove Scale |
¥ Global

Scale: 31.251 pixelsicm

Help| cancel| 0K |

Figura 6.4. Calibrando o software Image] por meioda escala de 1 cm”.
Fonte: Dos autores (2021).

Deve-se estar atento ao fato de que, ao calibrar a imagem, a resolucao de todas
as fotos deve ser a mesma da imagem utilizada na calibracao, pois a quantidade
de pixels influencia na medida estipulada pelo Image]. Em caso de mudancgas na
resolucao da imagem, a escala deve ser calibrada novamente.

Passo 3 — Medindo a area foliar: caso as imagens sejam coloridas, antes de
proceder a mensurac¢ao, no menu de comandos, clicar em “Image — Type — 8-bit”,
o que deixara as imagens em escala de cinza (Figura 6.5). Este procedimento é
necessario para evitar erros ocasionais ao prosseguir com a mensuracao.

ApOs esse passo, ou se as imagens ja foram escaneadas em escala de cinza, na
barra de comandos, clicar em “Process — Binary —» Make binary”. Este comando
tem a funcao de converter a imagem de uma escala de cinza para preto e branco,
determinando uma cor solida para as areas das unidades foliares que serao entendidas
pelo programa e mensuradas como um objeto tinico (Figura 6.6).
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Figura 6.5. Como ajustar as imagens para escalas de cinza no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).
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Figura 6.6. Como converter as imagens em escalas de cinza para imagens binarias
(em preto e branco) no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Clicar novamente em “Process — Binary — Fill Holes”, para preencher espacos em
branco que por ventura surgirem devido a diferencas na luz nas areas mais claras da
imagem (Figura 6.7). Na guia “Analyze” — “Set Measurements...” — marcar a caixa “Add to
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overlay” (Figuras 6.8 € 6.9). Essa acao permitira que, ao mensurar cada unidade foliar, estas
figuem marcadas com uma numeracao, indicando que a mensuracao foi feita, evitando
que a mesma unidade foliar seja mensurada mais de uma vez. Quando a quantidade de
unidades foliares é pequena, visualmente € dificil confundi-las. Entretanto, quando se
trabalha com foliolulos com areas muito pequenas, esse passo é fundamental.
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Figura 6.7. Como preencher os possiveis espacos vazios gerados pela conversao da
imagem em binaria (preto e branco) no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).
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Figura 6.8. Como numerar as unidades foliares mensuradas no software Image]J — passo 1.
Fonte: Dos autores (2021).
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Set Measurements
IMean gray value

IStandard deviation IModal gray value
IMin & max gray value _ICentroid

|Center of mass |Perimeter
|Bounding rectangle IFit ellipse
|Shape descriptors IFeret's diameter
lIntegrated density IMedian
|Skewness IKurtosis

IArea fraction IStack position

ILirnit to threshold W Display label
lInvert ¥ coordinates |Scientific notation

¥ Add to overlay INaN empty cells

Redirect to: None

Decimal places (0-9): ’?

Help| Cancel| OK |

Figura 6.9. Como numerar as unidades foliares mensuradas no software Image] —
passo 2 — adicionando “etiqueta” numerada.
Fonte: Dos autores (2021).

Selecionar, na barra de ferramentas, a varinha magica “Wand”; clicar com a
varinha magica na area da imagem no interior da area da unidade foliar e, no teclado,
pressionar “M” ou “Ctrl+M”. As areas serao marcadas em amarelo e com um numero.
Repetir os dois passos anteriores para cada uma das unidades foliares. Uma guia com
os valores sera aberta (Figura 6.10). Copiar e colar apenas os valores de “Area” para o
bloco de notas ou planilha.

Vale ressaltar que a unidade depende daquela usada na calibracao da escala,
no caso do exemplo, a area sera em cm®. E preciso tomar cuidado com os valores
copiados e colados, atentando-se para as virgulas e pontos, que muitas vezes nao sao
lidos corretamente pelo programa de destino.

6.1.1. Casos especiais

Em muitos casos, mesmo tomando os devidos cuidados, areas sombreadas
podem estar presentes nas imagens das unidades foliares. Por descuido, pequenas
areas minimas, de poucos pixels, também podem aparecer conectando duas
unidades foliares, que, por estarem unidas, serao entendidas como apenas uma
unidade pelo programa. Nesses casos, devem ser feitas algumas correcoes antes
das mensuracgoes.
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Figura 6.10. Janela do software Image] evidenciando a ferramenta varinha magica, ou
“Wand” selecionada, parte das unidades foliares mensurada (etiquetadas de amarelo,
com a numeragao), parte das unidades foliares ainda niao mensuradas (as que
se encontram sem a etiqueta amarela) e a caixa de didlogo contendo as medidas das
areas foliares ja mensuradas.

Fonte: Dos autores (2021).

Algumas dessas correcoes sao passiveis de serem realizadas no proprio Image],
como no caso de pequenas areas conectadas (Figura 6.11), que podem ser separadas
pela ferramenta “Paintbrush”. Nesta situagao, todos os processos descritos acima sao
0s mesmos, até o processo “Fill Holes”. Neste ponto, as areas conectadas poderao ser
observadas com precisao. Deve-se proceder posicionando o cursor do mouse em
cima da area, dar zoom utilizando atecla “+” no teclado, o suficiente para aproximar
bastante e visualizar exatamente os pixels que se conectam. Em seguida, selecionar
a ferramenta “Paintbrush”, dar clique duplo sobre ela para diminuir o tamanho do
pincel, clicar e arrastar o mouse sobre a regido que esta conectando as unidades
foliares. Apos serem separadas, pode-se prosseguir com os procedimentos ja descritos,
observando, por meioda selecio em amarelo, se as areas foram de fato separadas.

As areas sombreadas ocorrem principalmente pelo mau posicionamento das
unidades foliares no scanner ou devido as especificidades de cada espécie, como
por exemplo, a presenca de margens onduladas no limbo foliar ou folhas mais
suculentas. Areas sombreadas aparecem como regides escuras na imagem, que
podem ser interpretadas pelo programa como parte do limbo, o que leva a uma
superestimacao da area foliar. Ao realizar a mensuracgao da area foliar, € essencial
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que o sombreamento seja corretamente removido dos valores finais. Uma das
alternativas para corrigir o sombreamento, quando a area sombreada é pequena,
é remové-la manualmente com o auxilio da ferramenta “Paintbrush”, como feito
anteriormente, e prosseguir com a mensura¢ao como ja descrito.
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Figura 6.11. Areas de unidades foliares conectadas por pixels no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Caso contrario, € possivel recorrer a ferramenta de criacao de poligonos
“Polygon selections”. Com o auxilio desta ferramenta, deve-se contornar todaa area da
unidade foliar, excluindo as regides sombreadas. Apos fechar o poligono, caso houver
algum ponto incorreto, € possivel corrigi-lo arrastando os pequenos quadrados que
conectam as linhas do poligono para onde for mais adequado. Ap6s toda a area ser
selecionada, pressionar “M” ou “Ctrl+M” no teclado (Figura 6.12). Repetir o processo
para todas as unidades foliares. Neste procedimento, nao € necessario converter a
imagem para 8-bit, ja que a selecdao da area € feita manualmente.

Esta tarefa ainda pode ser realizada de uma terceira forma, com a ferramenta
varinha magica “Wand”. Para tanto, deve-se selecionar a ferramenta e clicar na
regiao central do limbo foliar. Ap6s, dar clique duplo na ferramenta “Wand” para
abrir sua caixa de dialogo, aumentar gradativamente os valores de “Tolerance”
até que toda a area do limbo seja selecionada em amarelo, e excluindo as areas
sombreadas, clicar em “OK” (Figura 6.13). Pressionar “M” ou “Ctrl+M” no teclado.
Repetir o processo para todas as unidades foliares. Assim como no procedimento
anterior, nao € necessario converter a imagem para 8-bit, inclusive é possivel
trabalhar com imagens coloridas, ja que a selecao da area € feita manualmente.
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Figura 6.12. Como fazer a selecio e mensuracao manual da area foliar por meio da
ferramenta “Polygon selections” no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Wand Tool
File Edit Image Process Analyze

mPEECEFEE! |NE Rkl

wand (tracing) tool Mode: Legacy

20.67%29.20 cm I620x876I: RGB; 2.1MB | ISmooth if thresholded

Cancel

Figura 6.13. Como fazer a selecao e mensuracao manual da area foliar por meio da
ferramenta “Wand”, ou varinha magica, no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).
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6.2. Mensurando as caracteristicas funcionais relativas
a0s vasos xilematicos

Algumas caracteristicas funcionais hidraulicas sao obtidas a partir das laminas
anatomicas, e, a partir destas, podem ser calculadas outras caracteristicas funcionais.
Dentre elas, € possivel citar a densidade de vasos e a area total de vasos. A mensuragao
das caracteristicas funcionais relativas aos vasos do xilema requer a preparacido
prévia das imagens para deixa-las compativeis e passiveis de serem mensuradas pelo
Image]. Esse preparo é realizado no programa GIMP, um programa especifico para a
manipulacido de imagens, que facilitara o trabalho no Image].

6.2.1. Criacao da escala

A densidades de vasos e a area total de vasos sao obtidas a partir da média da
quantidade de vasos e da area ocupada pelos vasos, consecutivamente, em 3 diferentes
regides de 1 mm?®. Para facilitar o processo e evitar a conversao desnecessaria de dados,
que aumentam a propensao a erros, € possivel a criacao de uma escala de Imm?, em
forma de moldura digital, que sera usada para as mensuragoes. Esse trabalho sera
realizado no GIMP, conforme descrito a seguir:

Passo 1: abrir no GIMP a imagem com a barra de escala fotografada na mesma
lente objetiva (10x) utilizada para as imagens das sec¢oes transversais do xilema, por
meio do menu “Arquivo — Abrir..” (Figura 6.14).

Arquivo Editar Selecionar Visualizar Imagem Camada Cores Ferramentas Filtros Janelas Ajuda

Nova... Ctri+N
Criar >
Abrir... Ctrl+O

Figura 6.14. Como abrir a imagem contendo a barra de escala fotografada no
microscopio, no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 2: criar uma nova camada no menu “Camada — Nova camada...”. Na caixa
de dialogo aberta, em “Etiqueta de cor”, selecionar a op¢ao “sem cor de plano de fundo”,
designada por um pequeno quadrado com um x (Figuras 6.15 e 6.16). Clicar em “ok”.

Arquivo Editar Selecionar Visualizar Imagem Camada Cores Ferramentas Filtros Janelas Ajuda

Nova camada... Shift+Ctrl+N

Figura 6.15. Como criar uma nova camada no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).
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Nova camada

aw Cria uma nova camada
[Exemplo de escala] (importada)-26

Nome da camada: Camada
Etiqueta de cor:
Modo: Normal

Blend space:

Composite space: Auto

Composite mode: Automatico
Opacidade:

Largura:

Altura:

Deslocamento horizontal (X): 0
Deslocamento vertical (Y): 0

Preencher com: Transparéncia

Ajuda

Interruptores
S xV

Ligado
Travar pixels
Travar posi¢ao e tamanho

Travar alfa

Cancelar

Figura 6.16. Como criar uma nova camada transparente (sem cor de plano de fundo)

no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

Certifique-se de que a nova camada esta sobreposta a camada da escala na barra

de ferramentas a esquerda da tela. A ordem das camadas na barra de ferramentas é

a mesma ordem de sobreposicao (Figura 6.17). Caso a ordem esteja invertida, basta

clicar sobre a camada desejada e arrasta-la para a posicao correta. Apos arrastar a

camada, é importante observar se a camada que esta selecionada é a transparente

(a de coloragao mais forte na listagem € sempre a que esta selecionada), se nao for,

basta clicar sobre ela. E importante sempre observar se a camada que vocé pretende

trabalhar é a camada que esta selecionada.

Modo Normal v €) v
Opacidade 1000
Travar: o/ &

o . Camada

<o H Exemplo de

Figura 6.17. Ordem de sobreposicao das camadas no software GIMP. A primeira

camada ¢ a que ficara por cima na imagem final.
Fonte: Dos autores (2021).
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Passo 3: delimitar a area de 1 mm?’, arrastando linhas de grade a partir das réguas
superior e esquerda do plano de trabalho. Basta clicar em qualquer lugar da régua
e arrasta-la até a posicao desejada, de modo a formar um quadrado com arestas de
Imm, delimitadas pelo tamanho da escala utilizada (no caso do exemplo, a escala
coincide com uma area de Imm de largura por 1 mm de altura, o que facilita o
trabalho (Figura 6.18).

-
Jt
L]

Figura 6.18. Como demarcar a area de 1 mm® para criar uma moldura fixa desta
dimensao no software GIMP - parte 1.
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 4: Contornar a area de ]| mm® demarcada pelas linhas de grade com
o auxilio da ferramenta “Pincel”. Na barra de ferramentas do lado esquerdo,
selecionar a ferramenta “Pincel”, o tamanho (10 pontos ou 12) e uma cor que
se destaque das cores das imagens que serdao mensuradas (vermelho, rosa etc.).
Na barra de ferramentas a direita da tela, selecionar o formato do pincel de
cor sb6lida (Hardness 100) (Figura 6.19). Pressionando a tecla “Shift” no teclado,
clicar em um dos vértices do quadrado formado pelas linhas de grade, arrastar
o mouse e clicar em cada um dos outros 3 vértices, até contornar toda moldura
(Figura 6.20).

Passo 5: remover a camada com a imagem da escala utilizada para fazer a
moldura de 1 mm’, clicando com o botio direito na camada e selecionando
o comando “Remover camada” na guia aberta. Ao final, deve aparecer apenas a
camada com a moldura (Figura 6.21).
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Normal v

dde 10
Pincel

C 2. Hardness 100

Figura 6.19. Como demarcar a area de 1 mm® para criar uma moldura fixa desta
dimensao no software GIMP - parte 2.
Fonte: Dos autores (2021).

]uulunl ’

i

ﬂn|||m||m|[|m|m|\nn‘|man ?||||u||lu||[uu.\m}u||‘|u|y|ma

Figura 6.20. Area de 1 mm® colorida e pronta no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

= [ ==

Modo Normal v £
(Opacidade 1000 |
Travar: / +p =2

Nova camada...

Foto do que € visto

Novo grupo de camadas

Duplicar camada

>

5
o H Exemblo de

Combinar abaixo

Remover camada

Figura 6.21. Como remover a camada que ndo vai mais ser utilizada no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).
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Passo 6: Exportar a imagem na guia “Arquivo — Export as..”. Na caixa de
dialogo aberta, nomear o arquivo e clicar em “Exportar”. Exportar em formato “tiff”,
compressio LZW, caso seja solicitada a compressido (Figura 6.22). E importante
ressaltar que o processo de exportar salva a imagem, enquanto que, em “salvar”
ou “salvar como”, a janela do GIMP com as camadas e o trabalho que esta sendo
desenvolvido fica salva, sendo possivel entrar no projeto e continuar de onde parou,
posteriormente. Paraverificar se amoldura esta com a escala correta, € possivel utilizar
o Image]. Apo6s calibrar a escala do programa, selecionar na barra de ferramentas a
varinha magica “Wand”, clicar no interior da area da moldura e, no teclado, pressionar
“M” ou “Ctrl+M”. O resultado deve ser igual a 1 mm”.

Arquivo Editar Selecionar Visualizar Imagem Camada Cores Ferramentas Filtros Janelas Ajuda
Nova... Ctrl+N
Criar >
Abrir... Ctrl+O
Abrir como camadas... Ctrl+Alt+O
Abrir URL...
Abrir recente

Salvar... Ctrl+S
Salvar como... Shift+Ctrl+S
Salvar uma cépia...

Reverter

Exportar vetor para Exemplo de escalalmm?®.tif Ctrl+E

Export As... Shift+Ctrl+E |
Create Template...

Enviar como e-mail...

Imprimir...

Copiar localizacdo da imagem
Mostrar no gestor de ficheiros Ctrl+Alt+F

Fechar visualizacdo
Close All

Fonte: Dos autores (2021).

6.2.2. Preparando as imagens no GIMP

Esta etapa consiste basicamente em preencher com uma cor sélida o limen
de todos os vasos que se encontram dentro do perimetro da moldura de 1 mm’,
possibilitando maior confiabilidade dos dados medidos pelo Image]. As etapas
seguem descritas nos passos abaixo:

Passo 1: abrir no GIMP a imagem da sec¢ao transversal do xilema, por meio
do menu “Arquivo — Abrir...”. Este passo estd demonstrado no inicio do tépico
6.2.1, na Figura 6.14.
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Passo 2: abrir como camada a imagem da moldura de 1 mm?® criada previamente
no menu “Arquivo — Abrir como camadas...”, passo demonstrado na Figura 6.15, no
inicio do toépico 6.2.1.

Passo 4: criar uma nova camada no menu “Camada — Nova camada...”. Na caixa
de didlogo aberta, em “Etiqueta de cor”, selecionar a opcao “sem cor de plano de
fundo”, designada por um pequeno quadrado com um x. Clicar em “ok”. Este passo
esta exemplificado na Figura 6.16, no inicio do topico 6.2.1. Certificar-se de que
a nova camada esta sobreposta as outras duas camadas na barra de ferramentas a
esquerda da tela. A ordem das camadas na barra de ferramentas é a mesma ordem de
sobreposicao. Anova camada deve ser a superior, pois € nela que os lamens dos vasos
serao preenchidos (Figura 6.23). Caso a ordem esteja invertida, basta clicar sobre a
camada desejada e arrasta-la para a posicao correta.

Modo Normal v

(Opacidade

Figura 6.23. Ordem de sobreposicao das camadas no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 5: se necessario, arrastar a imagem utilizando a “ferramenta de
movimentos”, posicionando o limen dos vasos dentro da moldura de Imm?’, de
forma a evitar que parte de um vaso fique fora da moldura com a area de 1 mm?® pré-
estabelecida (Figura 6.24). Em muitos casos, essa € uma tarefa dificil, e € possivel que
alguns vasos sejam cortados parcialmente pelas arestas da moldura. Nestes casos,
fica a critério do pesquisador contabiliza-los ou ndo, entretanto, o critério adotado
deve ser aplicado a todas as imagens analisadas e deve constar na metodologia dos
trabalhos publicados a partir daqueles dados, para que os leitores tenham ciéncia da
metodologia, caso utilizem os valores para comparacoes.

Passo 6: preencher o limen dos vasos com o auxilio da ferramenta “Pincel”. Na
barra de ferramentas do lado esquerdo, selecionar a ferramenta “Pincel”, o tamanho
(de acordo com o tamanho do limen a ser preenchido) e uma cor que se destaque
das cores das imagens que serao mensuradas (vermelho, preto, etc.) (Figura 6.25). Na
barra de ferramentas a direita da tela, selecionar o formato do pincel de cor sélida.
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Arquivo Editar Selecionar Visualizar Imagem Camada Cores Ferramentas Filtros Janelas Ajuda

»\‘ 5l
2q

Ferramenta de Movimento: Move
camadas, selecdes e outros objetos M

Mover: a

Modo da ferramenta (Shift)
* Peg ma

Mover a camada atual

Figura 6.24. Enquadramento da foto microscépica contendo tecido de xilema na
moldurade ] mm® com auxilio do botao “ferramenta de movimentos” no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

Bl &
Pincel
Modo Normal v

'Opacidade
Pincel
G 2. Hardness 100

Tama.. 7400 3|

Figura 6.25. Preenchimento dos vasos de xilema com auxilio do botao “Pincel” no
modo “Hardness 100” no software GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).

“ »

Passo 7: dar zoom na area a ser preenchida, clicando na tecla “+” do teclado.
Preencher criteriosamente o limen de todos os vasos dentro da moldura de 1 mm?’,
com o auxilio do pincel (Figura 6.26).

Passo 8: remover a camada com a imagem das micro secc¢odes, clicando com o
botado direito na camada e selecionando o comando “Remover camada” na guia aberta
(Figura 6.27). Ao final, devem aparecer apenas as camadas da moldura de Imm® e o
limen dos vasos pintados (Figura 6.28).
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botao “Pincel” no modo “Hardness 100” no software GIMP.

Fonte: Dos autores (2021).

Nova camada...
— Foto do que € visto
:“-EE Sanace Novo grupo de camadas
“ Sample squ Duplicar camada
. Cavanilzsia Combin:
Remover camada

Figura 6.27. Remoc¢ao da camada com a imagem das micro sec¢oes no software GIMP.

Fonte: Dos autores (2021).

Figura 6.28. Imagem contendo a moldura e os vasos de xilema coloridos no software

GIMP.
Fonte: Dos autores (2021).
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Passo 9: Exportar a imagem conforme a Figura 6.22, na guia “Arquivo — Export
as..”. Na caixa de dialogo aberta, nomear o arquivo e clicar em “Exportar”. Salvar em
formato “tiff”. Agora, as imagens estao prontas para a mensurag¢ao no Image].

6.2.3. Utilizando o Image]

Passo 1 — Abrindo a imagem: na barra de comando, clicar em “File” —» “Open...”
ou por meiodo comando Ctrl + O (Figura 6.29). Escolher o arquivo desejado. Para
as proximas imagens, caso elas sejam sequenciais, € possivel abri-las clicando em
“Open Next”.

Image) - X
‘Flle  Edit Image Process Anahze Plugins  Window Help
. D
Open Next Ctrirshift+o  Ito switch; double click to configure)

Open Samples
Open Recent

Import

Close Ctrl+W

Close All Ctrl+Shift+w
Save Ctrl+S

Save As

Revert Ctrl+R

Page Setup...

Print... Ctrl+P

Quit

Figura 6.29. Como abrir as imagens no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 2 — Calibrando a escala: com a imagem aberta, dar zoom na area de
tamanho conhecida (no exemplo, observa-se a area conhecida de cada aresta da
moldura, que equivale a Imm). Para dar zoom, basta levar o mouse até a area de

[13

interesse e pressionar a tecla “+”, para aumentar o zoom, ou “-”, para diminuir,
quantas vezes for necessario. Clicar na ferramenta linha (“Straight”), na barra de
ferramentas. Com a ferramenta selecionada, manter pressionada a tecla shift do
teclado ao tracar uma linha na area de tamanho conhecido, e clicar em “Analize —
Set Scale”. Na caixa de dialogo, inserir em “Know distance”, o valor conhecido (no
caso do exemplo, ] mm, mas € possivel converter a unidade para micrometro ou
para a unidade de trabalho desejado); em “Unit of lenght”, a unidade de medida (no
exemplo, mm); marcar a caixa “Global”, para que a escala esteja disponivel para as
proximas imagens; clicar em “Ok”. Em “Distance in pixels”, pode ser observada a
quantidade de pixel pelo qual a linha passa, isso significa que, no caso do exemplo,

sao 652 pixels/mm (Figura 6.30).
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Image) — 5%
| File Edit Image Process Analyze Plugins  Window Help
aoa|ofm 4N Ala|ol] alejs]s] ] | =

Text tool (double-click to configure)

Ceiba_rubriflora_ass_r3_100_foto2.tif (G) (7
4.85x3.64 mm (1600x1200); RGB; 7.3MB

[]

_

Distance in pixels: 652

Known distance:

Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length:

ail

Click to Remove Scale |
¥ Global

Scale: 652 pixels/mm

Help| cancel| oK |

Figura 6.30. Calibrando a escala no software Image], utilizando a moldura da prépria
imagem.
Fonte: Dos autores (2021).

Esse processo deve ser refeito todas as vezes que o Image] for fechado, pois as
configuracdes nio ficam salvas. E importante manter a linha a mais reta possivel,
pressionando a tecla shift, para que a quantidade de pixels selecionada seja exatamente
o correspondente a escala. Logo apos a calibracao da escala, € interessante testa-la,
fazendo a mensuracao de uma area conhecida (tragcar uma linha em area conhecida
e clicar em “M” ou “Ctrl + M” no teclado, para averiguar que a escala esta correta. E
importante estar atento ao fato de que, ao calibrar a imagem, a resolucao de todas as
fotos deve ser a mesma da imagem utilizada na calibracao, pois a quantidade de pixels
influencia na medida estipulada pelo Image]. Em caso de mudancas na resolucao da
imagem, a escala deve ser calibrada novamente.

Outra forma de calibrar aimagem, é utilizar a propria barra de escala utilizada
para criar a moldura de Imm?* (Figura 6.31). Os passos sao parecidos, a diferenca €
que se deve:

e Abriraimagem com aescala micrométrica, dar zoom na area de tamanho conhecida
(no exemplo, utilizou-se uma barra micrométrica de 0.5 mm graduada em 0.lmm).

“

Para dar zoom, basta levar o mouse até a area de interesse e pressionar a tecla “+”, para

“ »

aumentar o zoom, ou “-”, para diminuir, quantas vezes for necessario.

e Clicar na ferramenta linha (“Straight”), na barra de ferramentas.

83



Programas de analises de imagens e mensuracdo dos dados anatémicos

e Com a ferramenta selecionada, manter pressionada a tecla shift do teclado, ao
tracar uma linha na area de tamanho conhecido, e clicar em “Analize — Set Scale”.

e Na caixa de dialogo, inserir em “Know distance” o valor conhecido (no caso do
exemplo, 0.1 mm; atencdo para sempre utilizar ponto, em detrimento de virgula,
para as casas decimais, pois o programa nao reconhece as virgulas).

e Em “Unit of lenght”, inserir a unidade de medida (no exemplo, mm; se estiver
utilizando micréometro como unidade, basta digitar “um”, que o programa entendera
aletra “u” como ).

e Marcar a caixa “Global”, para que a escala esteja disponivel para as proximas
imagens; clicar em “Ok”.

Image) ==K

File Edit Image Process |Analyze| Plugins Window Help

lolz|ol= 43K |Ala || Qo] 48] # =

Set Scale

1 ! Distance in pixels: |108

l Known distance: |0.1i

Pixel aspect ratio: [1.0

] Unit of length: |mm l

Click to Remove Scale |

A 'Y Scale: 1080 pixels/mrmn

Help| cancel|| oK |

Figura 6.31. Calibrando a escala no software Image], utilizando a barra de escala
micromeétrica.
Fonte: Dos autores (2021).

Esse processo deve ser refeito todas as vezes que o Image] for fechado, pois
as configuracoes nao ficam salvas. Deve-se estar atento ao fato de que, ao calibrar
a imagem, a resolucdo de todas as fotos deve ser a mesma da imagem utilizada na
calibragao, pois a quantidade de pixels influencia na medida estipulada pelo Image].
Em caso de mudancgas na resolucao daimagem, a escala deve ser calibrada novamente
com outra imagem de resolucao compativel.

Passo 3 — Contagem de vasos multiplos: os vasos multiplos (ou agrupados) sao
aqueles cujas paredes celulares estdo em contato; nao sao apenas vasos proximos

84



Fernanda Moreira Gianasi, Nathalle Cristine Alencar Fagundes, Rubens Manoel dos Santos

(Figura 6.32). Sao mais facilmente visualizaveis na fotografia da lamina anatomica,
entdo, caso a imagem dos vasos coloridos levante duvidas, basta recorrer a foto
original. Para conta-los, abrir no menu “Plugins — cell _couter”, previamente instalado
conforme o primeiro tépico deste capitulo (Figura 6.33).

Figura 6.32. Imagem de Imagem de micro seccao transversal de ramos de Albizia
polycephala (Benth.) Killip ex Record obtida a partir de camera digital acoplada
a microscopio optico. Aumento de 100x e uso de lente objetiva de 10x. Os vasos
multiplos estao circulados de vermelho.

Fonte: Dos autores (2021).

File Edit |Image Process Analyze || Plugins | Window

Lo |0~ 4] A o i Hacree !
e nn w_n Shortcuts 7
Jagnifying glass (or use "+" and "-" keys) Utilities i

Ceiba_rubriflora_ass_r3_100_foto2. =l -
Compile and Run...

2,48x1.86 mm (1600x1200); RGB: 7.3MB

Install... Ctrl+Shift+M
3D ~
Analyze -
Examples =
Filters o]
Graphics -
‘ Input-Output -
Scripts -
Stacks o
Tools -
[cell_counter 8

Figura 6.33. Como contar vasos multiplos no software Image]J.
Fonte: Dos autores (2021).
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Selecionar, na barra de ferramentas, a varinha magica “Wand”; na caixa de
dialogo “Cell counter”, clicar em “Type 1” e selecionar com o mouse todas os vasos do
mesmo tipo (Por exemplo, definir e selecionar “Type 1” como vasos solitarios e clicar
sobre todos os vasos solitarios; definir e selecionar “Type 2” como vasos multiplos
e clicar sobre todos os vasos multiplos). Ao clicar sobre os vasos, uma marcacao
do tipo 1 ou 2 fica em coloracao diferente na imagem, ao mesmo tempo em que €
contabilizada na caixa de dialogo do “Cell counter” (Figura 6.34). Ao final, transferir
os dados para a planilha de analise.

Image) =X

File Edit Image Process Analyze Plugins  Window Help

Ojolc|o] 4[N A|«|o|0] Qe 4] 2]~

e

A N

Counter Window - Coun... — « X Cell Counter

2.48%1.86 mm (1600x1200); RGB; 7.3MB Counters Actions
o Typel |6/| []Keep Original

) Type 3 |0 Add

‘ Remove

. ‘ [ Delete Mode
Results
‘ Reset
‘ Show Numbers
[Jshow All

Save Markers

Load Markers

Export Image
Figura 6.34. Como contar vasos multiplos e vasos solitarios usando o plugin “cell

conter” e o botao “Wand” ou varinha magica no software Image].
Fonte: Dos autores (2021).

Passo 4 — Mensurando a area de vasos: com a escala previamente calibrada,
clicar na guia “Analyze” — “Set Measurements...” — marcar a caixa “Add to overlay”.
Essa acdo permitira que, ao mensurar cada vaso, estes fiquem marcados com uma
numeracgio, indicando que a mensuracao foi feita. Quando a quantidade de vasos
€ pequena, visualmente € dificil confundi-los. Entretanto, quando se trabalha com
espécies com altas densidades de vasos, esta ferramenta € essencial. As Figuras 6.8
e 6.9 deste capitulo demonstram este procedimento para a medicao de area foliar.
Para a medicado da area do vaso, o procedimento é o mesmo.

Selecionar, na barra de ferramentas, a varinha magica “Wand”; clicar com
a varinha magica na area da imagem no interior do vaso e, no teclado, pressionar
“M” ou “Ctrl+M”. As areas serao marcadas em amarelo e marcadas com um namero.

Repetir os dois passos anteriores para cada um dos vasos. Uma guia com os valores
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sera aberta (Figura 6.85). Copiar e colar apenas os valores de “Area” para o bloco de
notas ou planilha, assim como a quantidade total de vasos. Lembrando que a unidade
depende daquela usada na calibracao da escala, no caso do exemplo, a area sera em
mm’. Cuidado com os valores copiados e colados, atentando-se para as virgulas e
pontos, que muitas vezes nao sao lidos corretamente pelo programa de destino.

Image)

File Edit Image Process Anahze Plugins Window Help

e« HNal«[oO aled e[ | [=

Ceiba_rubriflora_ass_r3_100_foto2.tif (G) (5. Results
2.48x1.86 mm (1600x1200); RGB: 7.3MB

| File Edit Font Results

|area | \
. 1 0041 !
2 0036 |
3 0026 |
4 0025 !
v 5 0011 |
6 0034 :
7 0.007
8 0041

Figura 6.35. Como medir a area dos vasos de xilema por meio do botao “Wand”
ou varinha magica no software Image]. Note que a imagem mostra as etiquetas
numeradas em cada um dos vasos, a caixa de dialogo aberta com a mensuracao por
vaso e o numero total de vasos na figura.

Fonte: Dos autores (2021).
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Ap6s realizar todos os procedimentos de coleta de dados em campo e em
laboratorio e obter as caracteristicas funcionais como descrito nos capitulos anteriores,
¢ chegada a etapa em que todos os esforcos sao convertidos em nimeros e as suas
relacoes podem ser testadas: a etapa de tratamento e analise de dados. Apos todo o
esforco humano e financeiro ja despendido, é essencial que as informacoes obtidas
sejam trabalhadas de forma a possibilitar que os objetivos propostos sejam alcangados,
queasinferéncias obtidas sejam confiaveis e que se possaextrairo maximo que os dados
possam oferecer. Assim, nesse capitulo, é apresentado brevemente como trabalhar
informacoes de caracteristicas funcionais, desde os cuidados com as planilhas até
explanacoes de algumas métricas ecologicas possiveis de serem obtidas por meio dos
dados. Além disso, também serdo apresentadas algumas possiveis aplicacoes destas
analises, bem como fontes e perspectivas adicionais. A ideia do capitulo é explanar
de forma breve sobre o assunto, em que informacoes mais profundas podem ser
obtidas nas referéncias citadas no final.

7.1. Tabulacao de dados de caracteristicas funcionais

Em todo o processo de coleta de informacgdes sobre caracteristicas funcionais,
coletam-se valores (atributos) referentes as variaveis de interesse da unidade amostral
mais basicaempregada (individuo, folha, ramo, etc.). Assim, realiza-se uma mensuragao
de uma determinada variavel e o valor obtido deve ser registrado em uma planilha
fisica ou eletronica. Recomenda-se que, sempre que possivel, os registros sejam
feitos diretamente em planilhas eletronicas, para que a ocorréncia de erros comuns
na digitacao seja minimizada. Contudo, muitas variaveis sao coletadas diretamente
em campo, em situacoes em que utilizar dispositivos eletronicos nao € possivel, ou
operacionalmente inviavel, sendo inevitavel utilizar planilhas fisicas. Nas duas situacgoes,
entretanto, é possivel que os registros sejam realizados no formato desejavel para a
realizacdao das analises posteriores (que sera discutido a seguir), para que o processo
de manejo dos dados seja reduzido ao maximo, assim minimizandoo tempo e esforco
necessarios para a analise, assim como para diminuir as chances de erros que possam
comprometer sua qualidade. Vale ressaltar que a planilha com os dados brutos deve
ser guardada em modo de seguranca, e outra planilha, com os mesmos dados, deve ser
utilizada para as analises, resguardando assim os dados originais.

A recomendagdao de planilha para tabulacio de dados de caracteristicas
funcionais segue um padrao adotado nas ciéncias de dados como um todo, em que
novas observacgoes sao sempre acrescentadas como novas linhas, e que variaveis e/
ou atributos sao acrescentados como novas colunas (Figura 7.1). Portanto, as colunas
servem para caracterizar e adicionar informacdes para as observagoes. Este formato
permite a manipulacao facil para qualquer outro formato, e também ja ¢ um formato
direto para analises estatisticas frequentemente utilizadas.
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local | parcela | n_arv spp rep |sub_rep| varl var2 var3
sitel 2 92 spl5 1 1 0.30 4.60 0.06
sitel 3 130 spl5 2 1 0.17 4.83 0.06
sitel 3 139 sp15 3 1 0.30 477 0.07
site2 14 64 sp27 1 1 0.53 11.33 0.14
site2 14 75 sp27 3 1 0.37 11.83 0.16
site2 14 79 sp27 2 1 0.63 10.57 0.15
site3 11 533 spl4 1 1 0.00 0.50 0.09
site3 12 576 spld 2 1 0.00 0.73 0.08
site3 12 625 spl4 3 1 0.00 0.50 0.12
site3 13 725 spl 1 1

Figura 7.1. Modelo de planilha para tabulacao dos dados de caracteristicas funcionais
considerado o mais adequado. Note que todos os caracteres estio em minusculo e que
nao ha espacos entre termos. “local” se refere a area de coleta, “parcela”, a unidade
amostral dentro da area (se aplicavel), “n_arv”, a identidade da arvore utilizada para
a coleta, “spp”, a identificacdo da espécie, “rep”, ao numero da repeticao da espécie
na area; as colunas com “var”’ se referem as variaveis de caracteristicas funcionais
utilizadas. As células marcadas em cinza sao células vazias a serem preenchidas com
a nova amostra incluida.

Fonte: Dos autores (2021).

A partir do apresentado na Figura 7.1, é possivel discutir alguns pontos
importantes, em que é recomendado que o leitor volte a visualiza-la para que o
entendimento possa ser potencializado.

e Novas repeticoes sao acrescentadas como novas linhas. Neste modelo de
planilha, umanovarepeticio ouamostra € acrescentada como umanovalinhae todas
as suas informacoes preenchidas, mesmo que algumas delas sejam compartilhadas
com a amostra anterior (nesse caso, a informacao € repetida), como, por exemplo, as
informacoes de “local”, “parcela”, “spp”, e até mesmo “n_arv”. Na Figura 7.1, note que
cada espécie de cadalocal de coleta tem trés repeticoes e que cada uma delas esta em
uma linha diferente, com suas respectivas medidas para as caracteristicas funcionais
avaliadas. A nova repeticao representada em cinza esta sendo acrescentada como
uma nova linha a ser preenchida com os valores mensurados.

e Novas variaveis sao acrescentadas como novas colunas. Neste formato, uma
novavariavel mensurada é acrescentada como umanova coluna, estando diretamente
relacionada as informacgodes da amostra, tanto informacdes de caracterizacao, quanto
as informacoes obtidas para outras variaveis de caracteristicas funcionais. Assim,
na Figura 7.1, a medida de “4.6” variavel 2 (var2) da repeticao “1” da espécie ‘spl5”
da parcela “2” do local de coleta “sitel” esta diretamente relacionada com a medida
“0.06” da variavel 3 (var3) da mesma repeticao. A ligacao entre tais valores permite a
analise de relacao entre estas variaveis, o que pode ser essencial para a obtencao das
inferéncias do estudo.
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e O numero de linhas por amostra é definido pela variavel de maior nivel de
detalhe. E comum, em coletas de dados de caracteristicas funcionais, serem mensuradas
variaveis funcionais com diferentes niveis de amostragem, em que, por exemplo, para
algumas, o nivel de amostragem € de individuo, enquanto outras podem ter sido coletadas
em nivel de folha ou ramo do individuo, existindo mais de uma medicao por individuo.
Neste caso, por exemplo, a espécie “spl5” da parcela “2” da area de estudo “sitel” teria 3
medidas de densidade da madeira, (g/cm®), uma para cada individuo, mas cada um deles
teve pelo menos 5 folhas mensuradas para comprimento foliar (cm®). Assim, o nimero
de linhas empregado para esta amostra vai ser determinado pela quantidade de medidas
realizadas na variavel comprimento foliar (15 medidas, 5 por individuo). Nesse caso,
deve ser adicionada uma coluna com a informacgao do segundo nivel de amostragem,
que fara referéncia somente as variaveis especificas (Figura 7.2). Note que, na Figura 8.2,
todas as medidas de area foliar realizadas na repeticao 1 estao preenchidas com “1” na
coluna “rep”, e tétm nameros de “1” a “5” na coluna “sub_rep” (sub-réplica).

Uma questdo adicional é o que fazer com as células das variaveis mensuradas em
nivel de réplica. Existem algumas possibilidades, mas que contam, sobretudo, com o
cuidado do pesquisador. A primeira delas é repetir o valor de densidade da madeira
obtido para a amostra unica da repeticao para todas as células das sub-réplicas. Esta
pratica funciona e é frequentemente adotada, mas deve ser sempre considerada com
cautela em processamentos futuros, considerando que a média se mantém igual, mas
que o desvio padrao da amostra pode ser alterado. Outra possibilidade € deixar estas
células vazias ou mesmo preenche-las com algum coédigo especifico, como “NA”.
Esta opcao € mais adequada, considerando que, com ela, € possivel filtrar facilmente
os valores reais. Assim, note que, na Figura 7.2, somente a primeira célula de cada
repeticao esta preenchida com dados de densidade da madeira.

e Evite o uso de caracteres em maiasculo e espacos entre termos. Recomenda-
se que, ao preencher uma planilha com dados para serem analisados, seja adotado
um padrdao em que nao sao adotados caracteres em maiusculo, considerando que a
maioria dos softwares reconhece diferencas entre uma mesma palavra escrita com
diferentes capitalizagdes. Da mesma forma, deve-se evitar o uso de espagos entre
termos, considerando a dificuldade de visualizagao de erros, pois, em uma planilha
extensa, € dificil ao usuario detectar onde erroneamente foram adotados dois espacos
ao invés de um. Quando planilhas com tais erros avancam para a etapa de analise
em softwares estatisticos, palavras de mesmo significado podem ser entendidas como
termos ou fatores diferentes. Por exemplo, “area foliar”, “Area Foliar”, “area foliar” (dois
espacos) seriam entendidos como termos diferentes. Recomenda-se que seja sempre
adotada letra minuscula, e a ndo utilizacao de espaco, e que, quando for necessario, o
espaco seja substituido por “_” (sera melhor detalhado a seguir). Veja que, nas Figuras
71 e 7.2, ndo ha letras em maiusculos, nem a adog¢ao de espagos entre termos.
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local |parcela|n_arv spp rep [sub_rep|dens_mad |comp_folha
sitel 3 92 spls 1 1 0.65 4.60
sitel 3 92 spls 1 2 NA 4.00
sitel 3 92 spls 1 3 NA 4.53
sitel 3 92 spls 1 4 NA 4.99
sitel 3 92 spl5 1 5 NA 3.90
sitel 3 130 spls 2 1 0.62 4.83
sitel 3 130 spl15 2 2 NA 4.75
sitel 3 130 spls 2 3 NA 4.22
sitel 3 130 spls 2 4 NA 4.15
sitel 3 130 spls 2 5 NA 4.63
sitel 3 139 spl5 3 1 0.59 4.77
sitel 3 139 spl5 3 2 NA 4.79
sitel 3 139 spl5 3 3 NA 4.55
sitel 3 139 spl5 3 4 NA 4.66
sitel 3 139 spl5 3 ) NA 3.88

Figura 7.2. Modelo de planilha para tabulacao dos dados de caracteristicas funcionais
quando variaveis apresentam diferentes niveis de amostragem. Note que todos caracteres
estao em minusculo e que nao ha espacos entre termos. “local” se refere a area de
coleta, “parcela”, a unidade amostral dentro da area (se aplicavel), “n_arv”, ao nimero
da arvore utilizada para a coleta, “spp”, a identificacao da espécie, “rep”, ao namero da
repeticao da espécies na area, “sub_rep”, ao numero da subréplica, “dens_mad”, a
densidade da madeira (g/cm’), e “comp_folha”, ao comprimento da folha (cm).
Fonte: Dos autores (2021).

e Eviteousodehifens,barras, parénteses e outros simbolos. Recomenda-se que,
no preenchimento, seja evitada a utilizacao de simbolos, acentos, barras, parénteses,
asteriscos e outros, em funcao de grande parte deles ser utilizada nos comandos
operadores basicos de softwares estatisticos. Assim, o software pode ler tais simbolos
como parte de uma operacao, e nao com o sentido real desejado. Existem formas de
evitar estes problemas dentro dos softwares, no entanto, € mais vantajoso evitar sua
ocorréncia de antemao, para evitar erros e otimizar o processo. Em funcao disso,
recomenda-se o uso do “_” para substituir os espacos (quando necessarios). Nesta

[{3N1]

mesma situacao, por exemplo, um hifen poderia ser entendido como um sinal
de subtracao. Note que, na Figura 7.1, foi adotado o “_” para separar adequadamente
termos necessarios, tais como “n_arv’, que remete ao numero da arvore coletada.

A adocgao destes simbolos é muito comum para explicar as variaveis ou suas
unidades, tais como “(cm)”, para mostrar que uma determinada variavel foi medida em
centimetros. Esta ¢ uma informacao extremamente valiosa e que deve ser conservada
ao longo de todo o processo de analise e interpretacdo, contudo, é recomendada a
criacdo de uma aba ou arquivo externo em que todos os cédigos sdo apresentados
com seus nomes por extenso e unidades utilizadas.

e Evite o uso dos nomes dos autores das espécies. Nomes de autores em espécies

normalmente contém uma série de caracteres, espagos e pontos que podem gerar os
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problemas descritos anteriormente. Um exemplo € a espécie Chloroleucon acacioides
(Ducke) Barneby & J.W.Grimes, em que os nomes dos autores sao quase maiores que
aidentificacao propriamente dita. Recomenda-se que, nas planilhas, sejam adotados
somente o género e o epiteto especifico, e que, se necessario, os nomes completos
sejam utilizados somente nos relatorios, artigos e trabalhos finais.

e Tenha cuidado com a utilizacao de virgulas e pontos. Outro problema muito
comum ao lidar com planilhas € a padronizacao de utilizacdo dos separados decimais

(1344

e de milhar. O padrao brasileiro é de “ (virgula) para decimais e “” (ponto) para
separacao de milhares. Contudo, softwares estatisticos baseados em lingua inglesa
comumente adotam o contrario, o que pode geraralguns erros e estimativas incorretas.
Assim, deve-se atentar fortemente a qual padrao adotar, considerando que, se adotar
o padrao brasileiro, deve-se “avisar” o software dessa utilizacao. Recomenda-se que,
caso exista o costume de utilizar tais softwares (como R), seja realizada uma alteracao
nas configuragoes de seu computador para o padrao estrangeiro. Isso evita uma etapa
no processo de analise e reduz a chance de erros no processo.

Como significam coisas distintas, sempre deve-se atentar a utilizacdo dos dois
simbolos durante a digitacao dos dados, para que nao se utilize “;” quando o correto é “”
e vice-versa. Erros de digitacao pontuais também podem acontecer, e é recomendado
que o pesquisador procure por tais inconsisténcias antes de partir para a analise
propriamente dita, por meio de recurso como “localizar” em planilhas eletronicas,

procurando pela presenca do sinal nao utilizado (depende do padrao adotado).
7.2.Lidando com problemas posteriores a coleta de dados

Apoésosdadosseremtabuladoseaetapadecoletade dadosfinalmenteserfinalizada,
chega a hora de iniciar os trabalhos de exploracao e analise. Ao fim da tabulacao, e
também varias vezes ao longo de todo o processo de analise, é recomendavel que o
pesquisador esteja atento a alguns dos erros citados no topico anterior e que submeta
os dados a testes o tempo inteiro, considerando que ¢ muito comum passarem alguns
erros. Contudo, mesmo tomando todos os cuidados descritos anteriormente, ainda
podem surgir alguns problemas. Este topico discutira alguns deles.

7.2.1. Dados faltantes

Ao lidar com banco de dados, é muito comum existirem células sem valores
preenchidos, o que pode ser explicado por varios fatores distintos. No caso de pesquisas
de caracteristicas funcionais, ap6s uma exaustiva coleta de dados em campo, muitas
vezes em locais de dificil acesso, pode acontecer de algumas amostras serem perdidas
(calor, umidade, fungos etc.) ou nao apresentarem qualidade suficiente para a realizacao.
Muitas vezes, € inviavel retornar ao local de coleta e aquela amostra permanece sem valor
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para uma determinada variavel. Outra possibilidade é a amostra de uma determinada
espécie apresentar caracteristicas intrinsecas que dificultam a mensura¢ao pelo método
adotado para as demais espécies, como, por exemplo, folhas extremamente pequenas.
Uma ultima possibilidade mais extrema € a ocorréncia de falhas na digitacao, descarte
das amostras e das planilhas de campo (se houver), e ndo ser possivel realizar uma nova
mensuracao. Em todas elas, o resultado é o mesmo: uma célula vazia.

Para lidar com esse problema, existem algumas alternativas, que apresentam
vantagens e desvantagens. A primeira e mais direta € remover a amostra da analise.
Contudo, considere que, ao adotar tal acdo, outras variaveis mensuradas na mesma
amostra também serao perdidas e sera como se a amostra nunca tivesse existido
no conjunto de dados. Esta estratégia tem a vantagem de nao evitar que valor
possivelmente enviesado seja adotado (detalhes a seguir), porém, tem a desvantagem
de reduzir a variabilidade e intensidade amostral de outras variaveis (esse aspecto s6
se aplica quando a analise sera realizada utilizando mais de um tragco). Em funcao
disso, em situagoes em que os dados faltantes ocorrem em varias linhas e em diversas
variaveis, a estratégia de remocao acaba reduzindo o conjunto amostral de forma
significativa. Assim, ela pode ser utilizada em situagdes de poucos valores faltantes, e
deve ser evitada quando eles sdo representativos.

Outra possibilidade € substituir a célula faltante por um valor, que pode ser amédia
do individuo, amostra, site ou outra unidade amostral de interesse, ou uma estimativa
realizada com o auxilio de outras variaveis que apresentam forte relacao a variavel de
interesse. No primeiro caso, considerando o individuo como unidade amostral, um
valor faltante de densidade da madeira para a repeticao 3 da “spl” da area de coleta
“sitel” pode ser a média dos valores das repeticoes 1 e 2, ou mesmo a média dos outros
valores da espécie observados no mesmo site, ou entao a média dos valores observados
em todas as amostras do site juntos. Recomenda-se a ado¢ao da média dos valores das
repeticOes da espécie na area de estudo em primeiro momento, considerando a maior
tendéncia de similaridade de valores. Ao adotar a média, o valor faltante é substituido
por um valor que reproduz o padrao ja existente nos dados. Assim, o valor que sera
adotado nao se diferenciara dos valores ja existentes, embora, em uma mensuragao
real, um valor expressivamente menor ou maior que os observados pudessem ocorrer.
Este € o método mais comum de preenchimento em situacbes em que os dados
faltantes tém elevada representatividade no banco de dados, e que eliminar linhas nao
¢é viavel. No geral, a média € uma boa aposta do valor faltante.

A segunda possibilidade ocorre por meio deestimativa da variavel de interesse
que apresenta dados faltantes utilizando outra variavel fortemente relacionada. Por
exemplo, considere as variaveis YY e XX, que apresentam uma relacao biolégica forte.
Se o banco de dados apresentar dados completos da variavel XX, € possivel utilizar
meétodos estatisticos (como regressoes lineares) para estimar os valores faltantes de YY,

94



Cléber Rodrigo de Sousa, Vinicius de Andrade Maia, Rubens Manoel dos Santos

baseado narelacido obtida entre YY e XX na amostra como um todo. Contudo, considere
que € necessario avaliar a qualidade da estimativa mediante uma série de critérios e
que, nao necessariamente, os valores obtidos representarao o dado faltante de forma
adequada. E importante considerar que, mesmo quando o ajuste for suficientemente
bom, o valor obtido também sera uma reproducao dos valores ja obtidos, embora, em
uma mensuracao real, este pudesse estar fora do intervalo de valores observados.

Em situacoes em que os dados faltantes nao sdo representativos, outra
possibilidade ¢ manter as células vazias, mas somente na situacdo em que estes
dados serao utilizados para analises em nivel de comunidade, como sera detalhado
a seguir. Mais a frente, o leitor vera que os dados obtidos serao convertidos em uma
tabela de valores médios por espécie ou populacao, e que deixar células vazias nao
comprometera os resultados, considerando que as médias sdo obtidas para cada
variavel separadamente.

Em situagcoes de variaveis categoéricas, a estratégia direta a ser adotada é
avaliar qual a categoria observada nas demais amostras da populacao. Em estudos
de caracteristicas funcionais, na maioria das vezes, nao se trabalha com variaveis
categoricas que variem expressivamente dentro de uma mesma espécie, o que facilita
a resolucao do problema. Porém, caso isso aconteca, duas opgoes sao possiveis:
preencher o dado faltante com a categoria mais frequente nas amostras da mesma
espécie (mesmo em outros locais de coleta), ou preencher as células faltantes com um
codigo unico que indique que aquela ndo é uma categoria valida, como, por exemplo,
“not_cat” (grosso modo, “sem categoria”). Neste ultimo caso, € possivel evitar a
eliminacdo de valores de outras variaveis e também nao ha o risco de assumir uma
categoria para a amostra em situacoes de alta variabilidade. Por fim, pode-se usar a
existéncia de uma relacdo obrigatoria entre a variavel categorica que apresenta dados
faltantes e outra variavel categorica, em situagcoes em que tais variaveis apresentam
uma relacao biolégica obrigatoria.

Nas situacoes em que a célula com valor ou categoria faltante € substituida por
um conteudo valido baseado em alguma das estratégias apresentadas, € importante
ter registrado quais células de quais colunas passaram por este processo. Ao fazer isso,
fica garantido que, se no futuro, houver problemas nas analises, sera possivel adotar
uma outra estratégia potencialmente mais efetiva. Recomenda-se que, para isso, seja
acrescentada uma coluna para cada variavel que teve células vazias preenchidas de
alguma forma, e que, nesta coluna, sejam indicadas as linhas com dados faltantes.
E possivel adotar textos ou numeros, como “sim” e “ndo”, “0” e “1” etc. Assim, se
as variaveis “area_fol” e “dens_mad” passaram por correcoes, duas colunas devem
ser adicionadas com nomes explicativos, tais como “area_fol_na” e “dens_mad_na”.
Além disso, mantenha sempre um registro de qual método foi empregado, e sempre
o descreva na metodologia de artigos, relatorios e trabalhos finais.
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7.2.2. Valores invalidos

Mesmo ap6s todos os cuidados durante a coleta e tabulacao dos dados, € comum
que ocorram células preenchidas com valores que levantam suspeitas de ocorréncias
de erros em alguma etapa do processo. Por exemplo, quando sao mensuradas variaveis
que tém um intervalo de valor definido, como de 0 a 100, e algumas células apresentam
valores maiores que isso. Ou entdo, amostras que apresentam densidade da madeira
com valores que fogem da realidade biologica da variavel, como 5 g/cm’, enquanto €
conhecido que valores superiores a 1.5 g/cm’ ja ndo sao comuns. Além disso, podem ser
observados valores em uma determinada repeticao muito distintos das outras repeticoes
da mesma espécie. Obviamente, podem existir variacoes dentro de uma mesma espécie,
mas atendéncia € que elas nao sejam expressivas e que, nestas situacoes, cabe averificacao.
Estes erros podem ser originados de erros de digitacdo ou mesmo erros de mensuracao,
e cabe investigar a causa para que uma decisao assertiva possa ser tomada.

Em tais situacoes, recomenda-se a consulta de versoes anteriores de campo,
planilhas fisicas (se houver) e as amostras propriamente ditas (se possivel). Ao realizar
tal verificacdo, erros de posicionamento da virgula ou de digitacio de um numero
a mais, que mudam totalmente a magnitude do valor, sao facilmente encontrados e
corrigidos. Por exemplo, durante a digitacao, o pesquisador pode ter digitado “500”
onde era “50”, ou entao “0,125” (com virgula) ao invés de “0.125” (com ponto). Se o
computador utilizado estiver configurado com “’, como separar decimal (como o
meu), ovalor “0,125” sera convertido automaticamente para “125.0”. Apermanéncia de
tais erros pode implicar inferéncias nao condizentes com a realidade e interpretacoes
ecologicas equivocadas.

7.3. Obtencao de métricas de diversidade funcional em
comunidades

Agora que os dados de caracteristicas funcionais obtidos estdo organizados,
eventualmente corrigidos e com informacgoes confiaveis, pode-se proceder a etapa
de utilizacdo destes dados para obtencao de informacdes sobre os padroes funcionais
de comunidades. Dados de caracteristicas funcionais podem ser usados em outros
contextos (como em anatomia ecolégica), mas, neste capitulo, sera abordada somente
sua utilizacao em associacdo com dados de ocorréncia ou abundancia de espécies em
comunidades, com o objetivo final de obtencao de informacdes sobre diversidade
funcional em nivel de comunidade.

Para isso, nos proximos dois topicos, sera mostrado como montar as planilhas
basicas a serem utilizadas (topico 1) para a obtencao de seis medidas de diversidade
funcional disponiveis no pacote FD (LALIBERTE; LEGENDRE; SHIPLEY, 2015) do
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programa R (R CORE TEAM, 2020). Existem outros pacotes, inclusive em outros
softwares, que podem obter estas e outras métricas. Contudo, em funcao do amplo
uso deste pacote em estudos em ecologica de comunidades, os topicos a seguir serao
restritos a ele e as métricas disponiveis.

7.3.1. Construcao de planilhas para obtencao das métricas

Aobtencao das métricas de diversidade funcional ocorre mediante o cruzamento
de duas bases de dados: a primeira refere-se aos valores médios das caracteristicas
funcionais para a espécie ou populacao (mais detalhe a respeito a seguir), e asegunda, a
uma matriz de ocorréncia, abundancia ou area basal (ou biomassa) (também pode ser
utilizada a abundancia relativa ou area basal relativa da espécie na comunidade para
controlar diferencas em esforcos amostrais) para as mesmas espécies e populacoes
nas areas de estudo ou parcela. A seguir, serao detalhadas as duas situacoes citadas,
em que os passos para a obtencao das bases de dados serao apresentados.

7.8.1.1. Analises em nivel de espécie

As analises em nivel de espécie sao adotadas em estudos em escala local e/ou em
que nao existem diferencas expressivas entre individuos dentro de uma mesma espécie
coletados em diferentes areas. Dessa forma, a partir dos dados coletados, sera obtida
uma base de dados com os valores médios das caracteristicas funcionais para cada uma
das espécies coletadas, utilizando, para isso, TODAS as informacdes disponiveis sobre
elas. A obtencdo desta média pode ser realizada em softwares de planilhas eletronicas,
por meio do recurso de “tabelas dinamicas”, ou em softwares estatisticos. Assim, por
exemplo, considerando que, na base de dados da Figura 7.2, s6 ha individuos da espécie
“splb”naarea de estudo “sitel”, os valores mensurados para cada caracteristica funcional
serao utilizados para a obtencao de uma média que represente o comportamento
meédio da espécie para tais caracteristicas. Este procedimento é realizado para todas as
espécies, obtendo-se uma planilha como a apresentada na Figura 7.3.

Com a base de dados de valores médios das caracteristicas funcionais para as
espécies presentes na amostra, o proximo passo € obter a base de dados relativa aos
padroes ecologicos destas mesmas espécies nas areas de estudo ou parcelas. Para isso, é
necessario ter em maos os dados de ocorréncia das espécies nos sites (listas floristicas),
de abundancia ou de biomassa (baseados em inventarios florestais). Cada informacao
ecologica tem particularidades nas inferéncias, para as quais eu recomendo que o
pesquisador recorra a estudos basicos de ecologia para um maior detalhamento a
respeito. De maneira geral, dados de ocorréncia sao adotados na auséncia de dados de
abundanciaouareabasal. Asinformacoes de abundanciade individuos estao fortemente
relacionadas a ocupacao e distribuicao, enquanto a area basal/biomassa tende a estar
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relacionada ao sucesso na ocupacao (fitness). Em cada caso, deve-se trabalhar a base
de dados existente (em seu formato especifico), para que seja obtida uma matriz em
um formato similar ao apresentado na Figura 7.4. Esta mesma base de dados pode ser
preenchida com dados de ocorréncia (0 ou 1), abundancia de individuos ou area basal
(ou biomassa) de cada espécie em cada area de estudo.

spp dens_mad comp_fol esp_fol
spl 1.05 5.00 0.13
sp2 1.02 6.04 0.12
sp3 0.8 3.00 0.15
spd 0.6 17.28 0.11
sp5 1.08 7.55 0.12
spb 1.10 5.27 0.18
sp7 1.07 4.77 0.14
sp8 1.02 5.80 0.10
sp9 0.88 13.22 0.27
spl0 1.01 23.67 0.34
spll 0.88 5.21 0.30
spl2 111 5.50 0.15
spl3 1.03 10.66 0.21
spld 0.77 8.83 0.17
spls 1.09 10.44 0.14

Figura 7.3. Base de dados com valores médios para trés caracteristicas funcionais
para 15 espécies. “dens_mad” refere-se a densidade da madeira (g/cm®), “comp_fol”,
ao comprimento da folha (cm), e “esp_fol”, a espessura foliar (mm).

Fonte: Dos autores (2021).

spl|sp2|sp3|spd|sp5|sp6|sp7|sp8|sp9|spl0|spll|spl2|spl3|spld|spl5|
sitel il o] 0| 1f o] O] of 5 0O 0 0 0 0 0| 16
site2 2| 0 2| 1] 0] 0] 0] 0] O 5 5 0 o[ 18 0
site3 of of 5 3 oOf 11|12 0O O 0 0 0 0 0 2
sited of 2 5/ of 0f[13] of Of O o[ 11 0 5 8 0
site5 3] 0/ 13] 1] 0] 0] 0] 0] O 4 0 4 5 0 0
site6 ol of of of of of 4 O O 0 0 3 0 1 7
site7 1l 5| 0] 8 0] 0] 3] of O 8| 15 0| 22 0 0
site8 ol 2| of of of Of 4 0 O 0 0 8 0 0l 11
site9 i o] o] 9 7/ 0] 4 of 0] 10f 15 0| 85 0 0
sitel0 o[ 15| 0of of 1 5 5 0 O 0 0| 10 0 0| 13
sitell 2| 0/ 0] 7] 0] 0] 0] 2 2] 11 0 0| 17 1 0
sitel2 il 2| 0| of o] O] of 4 © 0 0 8| 15 1| 15
sitel3 ol of of 3[ of of 1f 5 o0Of 15 0 0| 18 0 0
siteld 2| 25| 0] 0] Of O O] 1] 1 0 0 7 7 3| 14
sitelS il o of of of ol of 13 o 23 6 0 8 0 0
sitelé o[ 200 of 1f of 5 2 0O O 0 0| 10 0 5 2
sitel? ol of of of of Oof 31 Of 7 8 0 0 0 6 2
sitel8 10 2 of 2 of 2/ 5 0Of O 0 0| 52 0 5 0
sitel9 of of of of of of 9 of of 30 0 0 0 2 7
site20 11 1f 0| of of 0Oof of O O 0 0| 10 of 12 0

Figura 7.4. Matriz com abundancia de individuos de 15 espécies em 20 areas de
estudo (“site”). Note que as células poderiam estar preenchidas também com dados
de ocorréncia (O ou 1) ou de area basal/biomassa.

Fonte: Dos autores (2021).
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7.8.1.2. Andlises em nivel de populagao

Outra possibilidade de organizacio da base de dados ocorre quando existem
diferencas ambientais e ecologicas importantes entre areas de coleta, que podem
implicar diferencas significativas entre individuos de uma mesma espécie coletados
em diferentes areas. Nestes casos, deve-se considerar trabalhar os dados em nivel
de populacao, que, basicamente, se refere a espécie X na area de estudo Y. Nesta
situacao, a planilha de valores médios contera as espécies existentes, considerando
suas ocorréncias nas varias areas de estudo. Assim, por exemplo, se a espécie “spl”
ocorrer e tiver amostras de caracteristicas funcionais coletadas nas areas de estudo
“sitel”, “site2” e “sited”, a planilha contera trés linhas contendo informacoes sobre
a espécie, com as médias das caracteristicas funcionais da espécie em cada area de
estudo, com coédigos como “spl_sitel”, “spl_site2” e “spl_site3”, como demonstrado
na Figura 7.5. Ao adotar tal estratégia, a planilha considerara que uma mesma espécie
pode apresentar variacoes intraespecificas significativas, ocasionadas por variacgoes

em caracteristicas ambientais das areas de estudo.

spp dens_mad| comp_fol | esp_fol
spl_sitel 1.05 5.00 0.13
spl_site2 1.10 6.04 0.12
spl_site3 0.80 5.00 0.15
spl_sited 0.96 5.45 0.11
sp2_sitel 0.50 7.80 0.12
sp2_site2 0.66 8.00 0.19
sp3_site3 0.70 3.50 0.14
sp3_site6 0.50 3.89 0.10
spd_site7 0.88 13.22 0.27
spd_sitel0 1.01 15.35 0.34
sp5_sitel 0.89 20.50 0.30
sp5_sitel0 1.01 21.30 0.15

Figura 7.5. Valores médios por populacao (espécies nas areas de estudo) para trés
caracteristicas funcionais coletadas. dens_mad” refere-se a densidade da madeira (g/
cm’®), “comp_fol”, ao comprimento da folha (cm), e “esp_fol”, a espessura foliar (mm).
Fonte: Dos autores (2021).

Emseguida,amesmaideia é aplicadana obtenciao dabase de dados de ocorréncia,
abundancia e area basal (ou biomassa) nas areas de estudo, contudo, neste caso, as
colunas sdao preenchidas com as populacoes, ao invés de espécies. O modelo obtido
¢é similar ao apresentado na Figura 7.6. Note que uma mesma espécie que ocorra em
mais de uma area de estudo tera mais de uma coluna, com diferencas relacionadas
as populacoes em questao. Uma populagdo so6 tera valores preenchidos para a area de
estudo especifica, ou para subamostras desta area de estudo, quando aplicavel.
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spl sitel| spl site2 | spl site3 | spl_sited | sp2 sitel
sitel 15 0 0 0 15
site2 0 23 0 0 0
site3 0 0 5 0 0
sited 0 0 0 12 0
siteb 0 0 0 0 0
siteb 0 0 0 0 0
site7 0 0 0 0 0
site8 0 0 0 0 0
site9 0 0 0 0 0
site10 0 0 0 0 0

Figura 7.6. Matriz com abundancia de individuos das populac¢des (espécies nas areas
de estudo) nas areas de estudo (“site”). Note que as células poderiam estar preenchidas
também com dados de ocorréncia (O ou 1) ou de area basal/biomassa, e que uma
populacao relativa a uma determinada area de estudo (“site”) s6 tem individuos no
site a que esta relacionada.

Fonte: Dos autores (2021).

7.4. Métricas de diversidade funcional do pacote “FD” do
programa R

Opacote FD (LALIBERTE; LEGENDRE; SHIPLEY, 2015) do programa R (R CORE
TEAM, 2020) oferece a possibilidade de obtencao de seis medidas de diversidade
funcional, apresentadas a seguir. Todas elas utilizam as planilhas apresentadas
anteriormente, podendo ser utilizadas em nivel de espécie ou de populacao. Os
indices seguem os trabalhos de Botta-Dukat (2005), Laliberté e Legendre (2010),
Lavorel et al. (2008) e Villéger, Mason e Mouillot (2008):

e Riqueza funcional: mensura a quantidade de nicho ocupado por espécies
dentro de uma comunidade, a partir da sua ocorréncia em cada comunidade (area
de estudo ou parcela). Tende a estar fortemente correlacionada com a riqueza de
espécies.

e Equitatividade funcional: mensura a equitatividade da distribuicio da
abundancia dentro de um site, considerando o espaco funcional existente no banco
de dados como um todo. Assim, avalia a regularidade de espacamento entre pontos
e suas abundancias dentro do espac¢o funcional. Uma maior equitatividade funcional
em uma comunidade implica que os grupos funcionais existentes se diferenciam
entre si de forma parecida.

e Divergéncia funcional: mensura o quao dispersas ou agrupadas as espécies
estdo no espaco funcional, tomando como base as suas abundancias. Um maior valor
de divergéncia funcional implica que os grupos funcionais presentes apresentam
valores mais divergentes dentro do espago funcional, considerando suas abundancias.
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e Dispersao funcional: mede a distancia média das espécies existentes a um
ponto de referéncia (centroide ou mediana) de todas as espécies no espaco funcional.
Quanto maior a dispersdao funcional, mais dispersos sio os comportamentos
funcionais dentro de uma comunidade, considerando também suas abundancias.

e RAO entropy: mede a dissimilaridade média das espécies em relacdo as suas
caracteristicas funcionais, considerando as suas abundancias nas comunidades.

e Média ponderada dos caracteres funcionais (community-level weighted
means of trait values - CWM): Esta é a principal medida oferecida pelo pacote e
provavelmente a que o pesquisador mais usara em seus estudos, sendo comumente
chamada de “composicao funcional”. Os CWMs consistem em uma média ponderada
do valor de cada caracteristica funcional (trait) para uma comunidade, considerando
os valores médios dos traits das espécies e uma matriz de ponderacio que pode
conter dados de ocorréncia, abundancia ou area basal (ou biomassa). A interpretacao
¢ simples: o valor obtido de um determinado ¢rait em uma comunidade é o valor
proximo ao mais comum a ser observado naquela comunidade. O calculo do CWM
¢ intuitivo e pode inclusive ser realizado em planilhas eletronicas a partir da equacgao:

CWM yz = Z“: (Yi* Wiz)

i=1 Z;l (WZ)

A qual demonstra a obtencao do valor médio de uma caracteristica funcional
Y em uma comunidade z, em que Y se refere ao valor observado da caracteristica
funcional para a espécie i, e W, a ocorréncia, abundancia ou area basal (ou biomassa)
da espécie i na comunidade z.

Considerando um exemplo em que uma comunidade tem somente duas
espécies: “spl” e “sp2, que tém seus valores médios para densidade da madeira (g/
cm’) de 0.52 e 0.87. A espécie “spl” tem 5 individuos na comunidade “A”, enquanto
espécies “sp2” tém 10 individuos. Nesta situacdo, o CWM da densidade da madeira
para a comunidade “A” seria obtido da seguinte forma:

(0.52%5+0.87x10)
15

CWM dm = =0.75

Assim, cada comunidade, area de estudo ou parcela (depende do nivel de
amostragem) tera um valor de CWM para cada caracteristica funcional, obtido
por meiodo cruzamento entre os dados médios das espécies ou populacoes (como
representado nas Figuras 7.8 e 7.5), e das abundancias destas mesmas espécies e
populacoes nestas comunidades, areas de estudo ou parcelas (como observado nas
Figuras 7.4 e 7.6). Nesta etapa, os calculos em nivel de populagiao seguem a mesma
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légica, em que cada populacdo € considerada como uma unidade separada para a
utilizacao dos valores médios e para as abundancias (ou outra medida ponderadora).

74.1. Recomendacoes adicionais

Apos os calculos, o resultado sera uma base de dados com valores das variaveis
descritas anteriormente para cada uma das unidades amostrais, que poderao ser
utilizados em conjunto com as mais diversas informacdes externas para testar
pesquisas ecologicas relevantes. Exemplos sdo a sua utilizacdo com variaveis
climaticas, de solo, de impacto antropico, tanto em padroes espaciais de variagao,
quanto ao longo do tempo. Recomenda-se a associacao de tais informagoes com
fontes externas de dados, para que sua pesquisa ganhe complexidade e o nivel de
alcance de suas inferéncias seja potencializado.

Como ja demonstrado, as métricas aqui apresentadas sao calculadas no
programa R (R CORE TEAM, 2020). Embora algumas medidas e analises possam ser
realizadas fora deste programa, a maioria das ferramentas disponiveis para analise
em pesquisa cientifica estao restritas a esta plataforma. Assim, ha a possibilidade
de que muitos pesquisadores ainda nao tenham familiaridade com sua utilizagao,
porém, recomenda-se que todas as analises para pesquisas em padroes funcionais
sejam executadas nesta plataforma. Primeiro, porque algumas destas medidas so
podem ser obtidas nesta plataforma, e segundo, porque sua utilizacao atesta, aos
leitores do futuro artigo e a comunidade cientifica, uma garantia de padronizacgao de
meétodos, que esta disponivel nos pacotes utilizados.

Coletar dados de caracteristicas funcionais ¢ uma tarefa ardua e que nem sempre
estadisponivel paratodos os interessados em desenvolver pesquisas nesta area. Alguns
bancos globais de caracteristicas funcionais sao uma alternativa, tais como o Global
Wood Density database (ZANNE et al., 2009) e o Inside Wood (WHEELER, 2011), que
contém dados de densidade da madeira para espécies arboreas; o Seed Information
Database — SID (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW, 2020), que contém informacoes
sobre caracteristicas de sementes de espécies de plantas, e o TRY (KATTGE et al.,
2011), para traits diversos sobre organismos em diferentes regioes.
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