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RESUMO

A inundacdo do solo promove um dos estresses abidticos mais frequentes, a que sdo
submetidas algumas plantas, e que podem interferir na qualidade dos ecossistemas, como a
floresta Amazdnica que sobrevive a partir de seu proprio material organico, e seu delicado
equilibrio ¢ extremamente sensivel a quaisquer interferéncias. Clusia grandiflora Splitz. ¢
uma espécie arborea ereta pioneira perene, de ocorréncia principalmente no bioma restinga na
Amazodnia. O objetivo desse trabalho foi determinar alguns dos mecanismos ecofisiologicos e
bioquimicos de tolerancia ao estresse por alagamento no solo. O experimento foi conduzido
em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazdnia (UFRA) localizada em
Belém- Pard, de janeiro a julho de 2014, quando foram utilizadas mudas de Clusia
grandiflora Splitz. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
esquematizacdo 2 x 5 x 5: duas condi¢des hidricas - controle “C” e alagamento das raizes “A"
x cinco periodos de avaliacdo - 0, 7, 14, 21 e 28 dias x 5 repetigdes controle e alagado,
totalizando 50 unidades. As plantas alagadas foram envolvidas por um vaso de maior volume,
mantidas com lamina d’4gua de 5 cm do coleto. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, os graficos
elaborados pelo programa Sigma Plot 12.5. O potencial hidrico do antemanhd (yam),
potencial hidrico do xilema foliar (yx), conteudo relativo de dgua (CRA), condutividade
hidraulica (Kp), e défict de pressdo de vapor folha-ar (DPVg,) reduziram conforme foi
aumentando o tempo de estresse nas plantas; fotossintese (A), condutancia estomatica (GS),
transpiracdo (E) e resisténcia estomatica (Rs) apresentaram diminuicdo nas plantas
estressadas, apresentando redugdes mais pronunciadas no 21° e no 28° dia. Houve
significativo decréscimo de crescimento em altura (HC), numero de folhas (NR),
comprimento de raizes (CR), area foliar (AF) no alagamento, e decréscimo ndo significativo
nos didmetros dos caules, por outro lado, ocorreu significativo aumento de comprimento de
raizes adventicias (CRa), diametro das raizes adventicias (DRa) ¢ formagdo de lenticelas
hipertréficas (ALh) nas plantas alagadas. As massas secas da raiz (MSR), do caule (MSC),
das folhas (MSF) e total (MST) apresentaram redu¢do nas plantas alagadas. O alagamento
induziu o aumento nas concentragdes de amonio (CAL), sacarose (SA), prolina (PRO) e
glicina betaina (GB), assim como nos teores de aminodcidos soluveis totais (AST),
carboidratos soltveis totais (CST), tanto nas folhas, quanto nas raizes, por outro lado
provocou redugdo nas concentracdes de nitrato (CN), da glutamina sintetase (GS), das
concetragdes de amido (CA), e das proteinas soltiveis totais (PST) nos tecidos foliares e das
raizes. As plantas alagadas apresentaram correlacdo significativa direta e indireta entre as
variaveis fisiologicas e variaveis bioquimicas, e entre as variaveis bioquimicas entre si. Os
indicadores de crescimento, biomassa, fisioldgicos e bioquimicos observados se mostraram
eficientes para avaliar o estado geral e metabolico das plantas. O acumulo de AST, PRO, GB,
LDH, ADH, SA e CST nas folha e na raiz, e a translocacdo de CA da folha para raiz
resultantes da intensidade do alagamento contribuiram para o ajustamento metabdlico da
planta, todavia, ndo foram capazes de impedir a reducao na producdo de massa seca. Todas as
plantas sobreviveram ao experimento, no entanto, as estressadas provavelmente supriram a
falta de oxigénio das raizes pela formacdo de raizes adventicias, lenticelas hipertroficas, e
rachaduras caulinares. C gradiflora se mostrou promissora para ser utilizada como planta
pioneira no reflorestamento de areas degradadas.
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Palavras- chave: Estresse hidrico, areas degradadas, potencial hidrico, fotossintese,
concentragdes de amido.

ABSTRACT

Flooding soil promotes one of the most frequent abiotic stresses to which they are subjected
some plants, and that can interfere with quality of ecosystems such as the Amazon forest that
survives from their own organic material, and its delicate balance is extremely sensitive to any
interference. Clusia grandiflora Splitz. is an erect perennial pioneer tree species, occurring
mainly in the Amazon biome sandbank. The aim of this study was to determine some of the
ecophysiological and biochemical mechanisms of stress tolerance by water flooding the
ground. The experiment was conducted in a greenhouse at the Federal Rural University of
Amazonia (UFRA) located in Belem-Para, from January to July 2014, when seedlings were
used in Clusia grandiflora Splitz. The experimental design was completely randomized layout
with 2 x 5 x 5: two water conditions - control "C" and the root flooding "A" x five evaluation
periods - 0, 7, 14, 21 and 28 days x 5 reps and control flooded, totaling 50 units. The flooded
plants were surrounded by a higher volume vessel, maintained with a water depth of 5 cm
from the collect. Data were submitted to analysis of variance (ANOVA), the averages
compared by Tukey test at level of 5%, the graphics produced by Sigma Plot 12.5 program.
The water potential of the predawn (yam), the foliar xylem water potential (yx), relative
water content (CRA), hydraulic conductivity (KL), and pressure Deficit vapor (DPVf-a) air-
sheet was reduced as increasing the stress time in the plants, photosynthesis (A), stomatal
conductance (GS), transpiration (E) and stomatal resistance (Rs) showed a decrease in
stressed plants, with reductions more pronounced in the 21st and 28th day. There was a
significant decrease in growth height (HC), sheet number (NR), root length (CR), leaf area
(AF) in flooding, not significant decrease in diameter of stalks, moreover, a significant
increase length of adventitious roots (CR), diameter of adventitious roots (DRI) and formation
of hypertrophic lenticels (ALH) in flooded plants. Dried pasta root (MSR), stem (MSC),
leaves (MSF) and total (MST) decreased in flooded plants. Flooding induced increase in
ammonium concentration (CAL), sucrose (SA), proline (Pro) and glycine betaine (GB) and in
total soluble amino acid levels (AST), soluble carbohydrates (CST), both in leaves, as in the
roots on the other hand caused a reduction in nitrate (CN), glutamine synthetase (GS), the
starch concetra¢des (CA), and total soluble proteins (PST) in the leaves and roots. The
flooded plants had direct and indirect significant correlation between physiological and
biochemical variables, and biochemical variables between each other. Growth indicators,
biomass, physiological and biochemical observed were efficient to evaluate the overall
condition and metabolism of plants. The accumulation of AST, PRO, GB, LDH, ADH, AS
and CST in leaf and root, and root translocation of the AC-to-sheet resulting from flooding
intensity contributed to the adjustment of Metabolic plant, however, were unable to prevent
the reduction in dry matter production. All plants survived the experiment, however, the
stressed probably lack of oxygen supplied the roots of the formation of adventitious roots,
hypertrophic lenticels, and stem cracking. C Gradiflora it showed promising for use as a
pioneer plant in the reforestation of degraded areas.

Key words: water stress, degraded areas, water potential, photosynthesis, starch
concentrations.



16

CAPITULO 1: CONTEXTUALIZACAO

Beneficiada por condigdes climaticas favoraveis de iluminagdo, temperatura e regularidade de
chuvas, a floresta Amazonica destaca-se como o bioma de maior riqueza do Brasil e do
mundo, muitas regides dessa floresta se destacam por alteragdes sazonais da disponibilidade
de agua do solo. Nesse particular as areas quando secas ou inundadas desempenham papel
importante na dindmica ambiental dos ecossistemas, que ird repercutir no desempenho,
disponibilidade e qualidade da flora e fauna, todavia, além da agua, outros fatores sao
relevantes quando se avaliam variagdes sazonais como a temperatura (LEMOS-FILHO, 2000),
umidade (MIRANDA et al., 2011) e a disponibilidade de luz. O alagamento do solo exerce
profundo efeito nos organismos que nele habitam, especialmente nas plantas, elimina os
espagos ocupados pelo ar, limitando as trocas gasosas com a atmosfera podendo criar no solo
um ambiente de baixa disponibilidade, ou auséncia de 02, assim como, respostas fisiologicas
ao alagamento. As plantas tendem a mobilizar reservas para suprir a demanda de carbono
necessario para a manutengdo do metabolismo, diminui¢ao geral do potencial de crescimento
e formacdo de estruturas anatoOmicas adaptativas, cujos resultados serdo influenciados pelas
interagcdes nas condi¢des ambientes de CO; e temperatura. Face 4 diminuicdo do oxigénio
endogeno as plantas alteram sua arquitetura, anatomia, metabolismo e crescimento, como
estratégia de sobrevivéncia (BAILEY-SERRES & VOESENEK 2008), e varias reagdes
metabolicas podem ocorrer como sinais 4 diminui¢do da concentragdo de oxigénio € por um

aumento de etileno.

Sao relatados que caracteristicas morfo-funcionais como massa foliar especifica (MFE) e
densidade foliar tém se mostrado relacionadas a disponibilidade de recursos, assim ocorre
com plantas em ambientes mais pobres que investem mais carbono em suas folhas, mantendo-
as por mais tempo (REICH ET AL., 2003; HOFFMAN ET AL., 2005). Segundo Marenco &
Lopes, (2005) a intensidade luminosa, a temperatura, a concentragdo de CO2, o teor de
nitrogénio da folha e a umidade do solo sdo fatores que afetam a atividade fotossintética dos
vegetais. Murchie e Horton, (1997) destacam que o aparato fotossintético ¢ altamente sensivel
as alteracdes na quantidade e qualidade da RFA, para Ashton e Berlyn (1992); Poole et al.,
(1996); Rogas et al., (1997); e Klich, (2000) os estomatos de folhas intactas normalmente se
abrem em resposta ao aumento de RFA, porém para Burrows e Milthorpe (1976) a
temperatura do ar também influencia as respostas estomaticas. Tardieu, (1994); Tardieu e

Simmoneau, (1998) relatam que a abertura estomatica relaciona-se com trés importantes
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varidveis fisiologicas: 1) metabolitos fotossintéticos; ii) hormonios ou reguladores de
crescimento, especialmente o 4cido abscisico (ABA); e iii) balango hidrico. Para Silva (1993)
elevada temperatura, em conjunto com a umidade relativa do ar interferem no potencial
hidrico do ar em torno da folha, atuando no DPV, no entanto, Rodrigues et al. (2011)
observaram que o DPV influenciou significativamente na condutancia estomatica de plantas
de um manguezal amazonico, mostrando que ndo somente a agua presente no solo influencia

as plantas de um ambiente.

As plantas que toleram inundacdes periddicas necessitam readaptar seu metabolismo e ciclo
de vida modificando a via respiratoria de forma a suportar as alteragdes entre condi¢des
aerobicas e hipdxicas ou até mesmo anodxicas, impostas pelo alagamento (KOZLOWSKI,
1997; LIAO, LIN, 2002, DAT et al., 2004), sofrem queda imediata na respiracdo das raizes,
tanto em plantas tolerantes como nas intolerantes, provocando inibi¢do da atividade
metabolica e, consequentemente reducdo na producdo de ATP (LIAO; LIN, 2002), que
armazena energia proveniente da respiragdo celular e da fotossintese, para consumo imediato
como transporte ativo de moléculas, sintese de substancias e divisdo celular, essa energia pode
ser estocada na forma de carboidratos e lipidios. A reducdo da respiragdo inibe a producao de
ATP e da atividade metabdlica restringindo o fornecimento de energia para o crescimento das
raizes, e o crescimento vegetativo (BATISTA et al, 2008), a queda de respiracdo e na baixa
producao de ATP ¢ compensada pela aceleragdo da glicolise, afim de satisfazer as exigéncias
energéticas para manter o metabolismo vegetal (PISICCHIO et al, 2010), que afeta a difusdo
do CO2 para o interior das células, refletindo na reducdo da taxa de fotossintese (MIELKE et
al., 2003), ocasionando redu¢do do crescimento e das atividades metabdlicas das raizes, e
assim passam a demandar por menos carboidratos, o que provocaria acimulo desses
compostos nas folhas, especialmente na forma de amido (HSU et al., 1999), todavia, para
tolerar a esses estresses a planta promove mecanismos proprios de ajustamento de seu

potencial osmotico.

Estudos ja indicam que alguns compostos contribuem para o ajustamento do potencial
osmotico como o acimulo de aminoacidos soliveis ¢ sacarose (MERCHANT et al., 2010),
carboidratos solaveis (ISLAM; MACDONALD, 2004; HENRIQUE et al., 2010; BERTOLDE
et al, 2012), prolina e a glicina-betaina (OLIVEIRA NETO, 2010), especialmente no
citoplasma, reduzem o potencial osmoético das células do tecido foliar, e consequentemente o

seu potencial hidrico (JALEEL et al., 2007) contribuindo para a manuten¢ao do turgor celular,
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como os ajustes no metabolismo celular que contribuem para manutengdo da turgéncia
celular, via acumulo de substancias organicas. Silva et al (2004) citam a prolina, que contribui
para a osmorregulacdo, Silveira et al, (2015) evidenciaram que plantas de S. membranifolia
aumentaram o consumo de carboidratos, expressos pelos maiores valores de AST na imersdo
parcial e degradacdo de amido, ja para Kreuzwieser et al. (2004), a principal caracteristica de
tolerdncia contra enchentes e alagamentos de arvores parece ser o fornecimento regular de
carboidratos para as raizes. Oliveira Neto (2010) observou aumento significativo da prolina e
glicina-betaina em raizes e folhas das plantas jovens de H. courbaril, contrariamente, Alves et
al (2012) verificaram reducdo desses compostos em raizes e folhas de plantas jovens de 7.
serratifolia. Alguns autores concluiram que a prolina atuaria na estabilizagdo de membranas e
estruturas subcelulares, fonte de carbono e nitrogénio (SILVA-ORTEGA, et al., 2008), ¢ a
glicina-betaina seria importante para formar moléculas de piruvato e compostos ligados a
sintese de hormoénio, como por exemplo, o etileno, além de servir como fonte de cabono
(MUNOZ-CLARES; VELASCO-GARCIA, 2004). Como consequéncia da diminuigio ou
parada da respiragdo aeroObia e nesta circunstdncia, as vias fermentativas como as
fermentagdes latica e alcodlica sdo ativadas e as atividades das enzimas alcool desidrogenase
(ADH) e lactato desidrogenase (LDH) s3o induzidas para sustentar a glicolise e compensar a
baixa producdo de ATP (SATO et al, 2002), conforme comprovado em M. cajuputi
(KOGAWARA et al.,, 2006), H. sucuuba (FERREIRA et al., 2009) e T. serratifolia (ALVES
et al., 2012). A inducdo da sintese de diversas proteinas em plantas submetidas a deficiéncia
de oxigénio, ¢ associada a glicolise e a fermentacdo (SAIRAM, et al., 2008), que permitem
superar a deficiéncia de oxigénio, sintetizando polipeptideos anaerdébicos (ADH e LDH) como
forma de compensar a deplecdo de proteinas aerdbicas (ZABALZA et al, 2009). O
alagamento pode reduzir a atividade do nitrato redutase (ALLEGRE et al., 2004; ALVES et
al., 2012) e glutamina sintetase (HORCHANI; ASCHI-SMITI., 2010; ALVES et al., 2012),
influenciando no balango de nitrogénio total e de diversos aminoacidos (LIAO; LIN, 2001).
Para Horchani; Aschi-smiti.,, (2010) a glutamina sintetase parece exercer um importante
controle na concentragio de NH4" ¢ a sua inibigdo podera resultar em actimulo deste ion,
podendo assim causar a morte da planta. Silveira, et al, (2015) estudando o alagamento de S.
membranifolia, concluiram que os teores de agucares soluveis totais, redutores e amido foram
significativamente inferiores nas plantas alagadas e totalmente alagadas, tanto nas folhas

quanto nas raizes
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A disponibilidade hidrica ¢ um dos principais fatores que regula o crescimento e a
sobrevivéncia de plantulas (TOBE, ZHANG, OMASA, 2006), sendo que a quantidade desse
recurso vai variar de acordo com a espécie, desempenhando papel importante no padrdo de
distribuicao desses vegetais (SCHUTZ, MILBERG, LAMONT, 2002). Em ambientes sujeitos
ao alagamento ainda que temporal, algumas espécies arboreas, evidenciam alteracdes
morfologicas e metabdlicas para tolerarem a deficiéncia de oxigénio, como o declinio do
potencial hidrico foliar, observado em J. curcas (GIMENO et al., 2012), em T. serratifolia
(ALVES et al, 2012). O fechamento estomatico parcial ou total ¢ relatado como uma das
primeiras respostas da parte aérea, e pode promover a diminui¢cdo da transpiracdo
(ZOLKOLOWSKI; PALLARDARY, 2004; HERRERA et al., 2008), contribuem também, a
expansdo foliar, senescéncia, indugdo de abscisdo foliar, diminui¢do nas trocas gasosas,
ativagdo do metabolismo anaerdbico, redu¢do do acimulo de biomassa da raiz, folhas e
hastes; hipertrofia de lenticelas e caules, formacdo de raizes adventicias, aerénquimas e
pneumatéforos (MIELKE et al., 2003, 2005; PAROLIN, 2003, 2009; BATISTA et al., 2008;
OLIVEIRA; JOLY, 2010; MARTINEZ et al, 2011; GHANBARY et al, 2012;
ZANANDREA et al., 2010).

Dentre as respostas ao estresse de alagamento nas plantas, se inclui a rapida geracdo das
chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem agir causando danos ou como
moléculas sinalizadoras que ativam multiplas respostas de defesa, sdo formadas pela reducao
parcial de oxigénio molecular levando a produgdo das ERO na forma de oxigénio singleto
('02), perdxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH.) e anion superdxido (02
(Mittler, 2002), que reagem avidamente com moléculas biologicas, como DNA, proteinas e
lipideos, podendo alterar suas fung¢des, depende ndo s6 do compartimento que estd sendo
afetado, mas do tipo de ERO que estd reagindo (DROGE, 2002), que sdo moléculas livres
formadas por elétrons livres ou ndo pareados que apresentam instabilidade elétrica muito
grande e, por essa razdo mesmo tendo meia-vida muito curta apresentam alta capacidade
reativa (SHARMA; DUBEY, 2005) podendo causar danos celulares, que sdo evitados por
adaptagdes anatomicas, morfologicas, producdo de compostos antioxidantes, alteracdes
moleculares e mecanismos que rearranjam o aparato fotossintético e seus pigmentos

(MITTLER, 2002).

Segundo Drew (1997) o alagamento promove alteragdes morfo-anatdmicas como formagao de

aerénquima e a produ¢do de lenticelas hipertréficas que permitem a difusdo do oxigénio da
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parte aérea para as raizes, Alves et al. (2012) destacam que o alagamento do solo induz
significativas alteragdes morfo-anatomicas nas raizes de algumas espécies de plantas, outros
autores encontraram respostas ao alagamento sob forma de desenvolvimento de aerénquima,
corredores de ar ou espagos aéreos descontinuos, raizes adventicias ou com crescimento
diagetrdpico, e o aumento em superficie (WAMPLE & REID 1979. DREW et al.1981; JOLY.
1996, SCANTENA & MENESES, 1996, SANTIAGO E PAOLI, 2003). Medri et al, (2011)
estudando plantas de A. sellowiana encontraram o desenvolvimento de modificagdes morfo-
anatomicas tipicas de plantas tolerantes, como raizes diageotrdpicas, rachaduras caulinares,
lenticelas hipertrofiadas e espagos intercelulares maiores. O aerénquima pode ser constituido
na espécie de forma natural ou induzido por estresse, e se trata de um sistema que facilita a
difusdo de O2 e CO2 nos tecidos vegetais, cuja formagdo pode ser esquizogena, pelo
afastamento de células, ou lisigena, oriundo da morte de células corticais, que formam

colunas continuas para armazenamento e transporte de gases (JOLY 1991).

O ambiente hipoxico ou andxico induzem que as plantas respondam com maior ou menor
eficiéncia 4 baixa disponibilidade de O, (ARMSTRONG, 1994) em fungdo de caracteristicas
proprias, algumas espécies demonstraram ter relativa tolerdncia ao alagamento como, C.
prunifera (ARRUDA, 2004), C. pachystachya (BATISTA et al.,, 2008), H. courbaril
(OLIVEIRA NETO, 2010), H. crepitans (MARTINEZ et al, 2011), S. membranifolia
(SILVEIRA et al, 2015), outras tiveram seu crescimento ou até mesmo sua sobrevivéncia
comprometida quando alagadas, S. parahyba (COSTA et al., 20006), A. sellowiana (MEDRI et
al., 2012) e T. serratifolia (ALVES, 2012).

A revisdo acima indica que reducdo ou falta de oxigénio demonstram ser o principal
sinalizador das demais reagdes internas das plantas alagadas, que mantém dependéncia direta
na producdo de energia, nas reagdes metabdlicas e morfo-anatomicas para enfrentar o estresse
ao alagamento, todavia, alguns autores (BRADFORD & YANG 1981; HE et al. 1996;
FUKAO & BAILEY-SERRES 2004; VISSER & VOESENEK 2004) indicam em alguns
casos, o etileno como via de sinalizag¢do intermedidria e de producdo independente de energia,
que induz a formagao de genes, reacdes metabdlicas diversificadas, que garantem a formagao
de aerénquima e a inducdo de raizes adventicias, contribuindo para a tolerdncia ao
alagamento. No presente estudo ficou evidenciado a formacgao de raizes adventicias, lenticelas

hipertroficas e rachaduras caulinares que contribuiram como rota alternativa na captagdo do
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oxigénio da parte aérea para a aera¢do e difusdo nas raizes, que permitiu um balanco de

atividades metabdlicas, que vieram a permitir a tolerancia de C.grandiflora ao alagamento.

DESCRICAO DA CLUSIA GRANDIFLORA SPLITZ.

Clusia grandiflora Splitz ¢ pertence &4 familia Clusiaceae, muito conhecida pelo nome vulgar
cebola brava, ¢ uma espécie do tipo helidfita, semidecidua, arvore lactescente, pioneira,
perene podendo alcangar 20 m de altura, contém latex resinoso de coloracdo branco-
alaranjado, que exsuda rapidamente ao ser cortado o tronco, ramos ou folhas, apresenta tronco
circular, ritidoma liso, com pontos de rugosidade de cor cinza, ramificacdo simpodial, ramos
glabros, nos e entrendés bem definidos, folhas glabras, simples, decussadas, area laminar
obovada, base cuneada e apice arredondada (figuras 1: A e 2: a), inflorescéncias axilares e
terminais do tipo umbela de umbelas, com até trés flores de 5,0 a 7,0 cm de comprimento e
didmetro, pedunculadas, muito vistosas, de cor rosa (figuras 1: a e 2: C, ) ou brancas (figuras
1: a e 1: d), androginas, radiais, seis a oito pétalas livres, carnosas e obovadas (figura 1: d)
com quatro sépalas coridceas livres (figural: e), prefloracdo imbricada, androceu polistémone,
ovario infero com 10 a 15 carpelos iguais de placentagdo axial, estames homodinamos (figura
1: f), soldados na base, estiletes curtos e estigma indiviso (figura 1: b), o fruto ¢ simples, de
forma ovalada a globosa (figura 1: ¢), com média de 5,88 cm de didmetro e 5,14 cm de altura;
o fruto lembra, em formato, textura e colorag¢do, a de uma cebola (figura 1: B); epicarpo liso,
delgado, e coridceo, pericarpo espesso e suculento, de coloragdo alaranjada, e forte cheiro
adocicado, poliespérmico, sincarpico, capsula septifraga com deiscéncia longitudinal ao longo
das nervuras dorsais das folhas carpelares, dotados de numerosas sementes oblongo-elipticas,
providas de arildide de cor amarelo ligado a micropila; superficie lisa brilhante, de cor creme

a bege, circundando todo o tegumento, onde foi encontrado de 136 a 220 sementes por fruto.

A germinagdo ¢ do tipo epigea e a emergéncia hipocotilar; iniciou entre seis e nove dias da
semeadura com o aparecimento da radicula (figura 1: o a 1). Aos doze dias o hipocotilo se
alongou e elevou os cotilédones pequenos e indivisiveis, ainda envolvidos pelo tegumento
persistente, aos quatorze dias da emergéncia, o tegumento caiu expondo a plimula. Aos 20
dias a planta apresentou 4 folhas, e aos 3° dias 6 folhas. Com regular frequéncia registrou-se a
presenca de pequenos passaros, seus provaveis dispersores e pequenas abelhas e borboletas,

em torno e dentro das flores, seus provaveis polinizadores.
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A espécie se distribui na bacia amazonica predominantemente em areas de restinga, cujo solo
¢ rico em areia e pobre em nutrientes (Tabelas 1 e 2 abaixo), sendo facilmente encontrada em
terra firme, nas dunas ou habitando pequenas areas alagadas, com dura¢do permanente ou por
cerca de seis meses. A espécie desperta grande interesse no paisagismo, recuperagdo de areas
degradadas, propriedades medicinais, producdo de biomassa, e pelo valor fitoterapico
atribuido a seu latex (VAN DEN BERG, 1984), das flores extrai-se uma resina amarela-
avermelhada, muito aromatica, usada com banha de cacau, para curar as rachas do bico do
peito, as flores e frutos, também sdo indicadas para combater a tosse. Material herborizado no
herbario MG (registrados sob a codificagdo: MG 172769 a MG 172825) serviu de comparacao e

estudo da espécie estudada.

Figura 1: Caracteristicas botanicas de C. grandiflora - a: ramo com folhas, flor e inflorescéncia, b: corte
longitudinal da flor, c: fruto, d: pétala, e: sépala, f: estame, o - i: estagios de germinacgao, g-h: planta estabelecida
com 4 e 6 folhas, raizes pivotantes e secundarias

Caracterizagao do Solo da restinga
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Tabela 1: Composi¢do quimica.
PH P K Na Ca CatMg Al
Agua mg/dm’(*)  cmol/dm’(**)
59 1 6 6 05 0,8 0,2
Fonte: laboratério de solos da Embrapa Amazonia Oriental
(*) miligrama por decimetro cubico
(**) centimol de cargas por decimetro ciibico ou miliequivalentes por cm®

Tabela 2: Analise fisica — mecanica - granulometria.

Profundidade : Qranulomeula (gkg) :
(m) Areia Areia Silte Argila
grossa fina Total

0,20 40 890 50 20

Fonte: laboratorio de solos da Embrapa Amazonia Oriental.

C. grandiflora apresenta caracteristicas das plantas pioneiras, tolerante a ambientes mais
hostis como na restinga, com suas sementes germinando em dareas abertas e clareiras
(SWAINE E WHITMORE, 1988), que crescem em grandes clareiras, bordas de fragmentos
florestais e que sdo capazes de germinar e de se estabelecerem em areas abertas e perturbadas,
tolerando inclusive um ambiente mais hostil com alta irradiancia, alta temperatura, baixa
umidade do ar e do solo (CHRISTO et al. , 2009, CARVALHO et al. 2008, 2006, e
PEIXOTO et al. , 2004). Caracteristicas botanicas de C. grandiflora sdo apresentadas em

escala na figura 2.

Figura 2. Clusia grandiflora: fruto fechado tipo uma cebola e detalhe dos nos e entrends dos
ramos (A), fruto em processo de abertura natural (B), flor aberta, estaminada, 6 pétalas de
coloragao rosa (C), flor aberta, estaminada, 8 pétalas de tonalidade branca a rosa clara (D).
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OBJETIVOS E HIPOTESES

Com o objetivo de identificar algumas das estratégias de adaptacdo da espécie experimentada
foram desenvolvidos estudos das alteragdes ecofisioldgicas, crescimento e bioquimica de
plantas de 1 ano de idade, sob condigdes de alagamento controlado. Considerando que o
alagamento ¢ um periodo critico para as arvores aceita-se como hipotese que plantas jovens
de C. gradiflora apresentam diferentes estratégias de crescimento, de biomassa, fisiologicas,
bioquimicas morfologicas e anatdomicas, para tolerar ambientes submetidos as condi¢des de

alagamento.

Espera-se indicar a utilizacdo a C. grandiflora no reflorestamento de areas degradadas
principalmente da Amazdnia, na preservacdo e equilibrio da biodiversidade, dos sistemas

hidrolégicos, e contribuir para a qualidade da vida, e sustento sdcio-economico do homem.
Questdes respondidas ao final dos experimentos:

¢ Plantas de 1 ano de idade de C. grandiflora sdo tolerantes ao alagamento?

e O crescimento de plantas de 1 ano de idade de C. grandiflora sao afetado pelo
alagamento?

e A biomassa de plantas de 1 ano de idade de C. grandifiora sao afetadas pelo alagamento?
e Plantas de 1 ano de idade de C. grandiflora desenvolvem mecanismos fisioldgicos,

bioquimicos ou morfo-anatomicos, que permitam tolerar as condi¢des de alagamento?

ORGANIZACAO DA TESE EM CAPITULOS

O trabalho experimental consistiu em submeter plantas de 1 ano de idade de Clusia
Grandiflora Splitz. 4 dois regimes hidricos: controle (irrigado) e alagamento (ao nivel das
raizes), sob cinco tempos de avaliagdes continuas, aos: 0,7,14, 21 e 28 dias, sendo aferidas
cinco repeticdes de cada regime hidrico, perfazendo 50 unidades experimentais. A tese esta
divida em trés capitulos: No primeiro intitulado de “CONTEXTUALIZACAO” foi feita a
contextualizacdo de experimentos ja realizados, assim, abordando de maneira geral uma
revisdo de literatura sobre os efeitos provocados pelo estresse ao alagamento em algumas
arvores ja experimentadas, onde foi dada énfase nas respostas que se relacionam com as
variaveis avaliadas no presente trabalho. No segundo capitulo intitulado “ECOFISIOLOGIA,
BIOMETRIA E PRODUCAO DE BIOMASSA EM Clusia grandiflora Splitz.



25

SUBMETIDAS A ANOXIA”, foram investigadas e correlacionadas caracteristicas de
crescimento: altura do caule (HC), diametro do coleto (DC), nimero de folhas (NF), area
foliar (AF), varidveis ambientais, temperatura do ar (Tar), umidade relativa (UR), radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA), Temperatura maxima do ar (Tmax), Temperatura da folha
(Tfol), défict de pressdo de vapor folha-ar (DPV¢,), acimulo de biomassa: massa seca das
folhas/MSF, massa seca do caule/MSC, massa seca total — MST, taxa de crescimento relativo
(TCR) para cada parte da planta e para a planta como um todo e varidveis biofisicas:
potencial hidrico foliar (Yam), e do xilema (¥x), conteudo relativo de agua (CRA), taxa de
assimilagdo de carbono (A), condutdncia estomatica (gs), transpiracdo (E), resisténcia
estomatica (Rs) e condutividade hidrdulica (Ki). No terceiro capitulo intitulado
"METABOLISMO DO CARBONO E NITROGENIO DE CLUSIA GRANDIFLORA
SPLITZ. SUBMETIDAS A ANOXIA", foram avaliadas as respostas bioquimicas pelas
determinagdes de concentragdes de nitrato (CN), atividade da redutase do nitrato (RN),
concentragdes de Amonio livre (CAL), glutamina sintetase (GS), aminoacidos soliveis totais
(AST), proteinas soluveis totais (PST), prolina (PRO), glicina betaina (GB), alcool
Desidrogenase (ADH), lactato Desidrogenase (LDH), concentragdo de Amido (CA),
concentragdo de sacarose (SA), e carboidratos soluveis totais (CST), nas folhas ¢ nas raizes
das plantas, correlacionando-as entre si € com as varidveis, potencial hidrico do xilema
antemanha ({am), potencial hidrico do xilema foliar ({x), Contetido Relativo de d4gua (CRA),

condutividade Hidraulica (K ), condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), as médias comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5%, sendo os graficos elaborados pelo programa Sigma Plot 12.5.

RESPOSTAS GERAIS OBSERVADAS

Muitos autores concluiram que em condicdes de alagamento, como estratégia de
sobrevivéncia a esse estresse, algumas plantas reduzem o crescimento das raizes e parte aérea,
desenvolvem captagdo alternativa de oxigénio, produzem ajustamentos osmoticos e
fechamento de estomatos, por outro lado, hd também registros de plantas que ndo lograram
pleno éxito de sobrevivéncia a essa condi¢do de estresse. Em C. grandiflora foram observados
os seguintes sintomas de estresse ao alagamento: maior incidéncia de abscisdo das folhas,

reducdo geral do crescimento do sistema radicular, da altura do caule e da area foliar, redugdo
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geral de biomassa, formagao das lenticelas hipertroficas, rachaduras caulinares e formagao de

raizes adventicias ao longo de todo e experimento (2° capitulo / Figura 1: A, B e C).

Apos sete dias de inducdo ao alagamento comecaram aparecer nas plantas alagadas, as
primeiras resposta a esse estresse, como redu¢do do numero de folhas, altura do caule,
comprimento de raizes e area foliar, e didmetro do caule em menor intensidade, inversamente,
ocorreu um aumento de comprimento de raizes adventicias, didmetro das raizes adventicias e
formacdo de lenticelas hipertroficas e rachaduras caulinares especificamente nas alagadas,
todavia ndo foram registradas diferencas significativas nos didmetros dos coletos entre os dois
tratamentos, que pode ser explicada pela formacao de lenticelas hipertroficas que promovem
expansdo da base do coleto. A formagdo de raizes adventicias demonstra ser uma
caracteristica da espécie, que ocorreu tanto nas alagadas quanto nas controlada desde o inicio
até o final do experimento. A abscisdo foliar ocorreu nas plantas alagadas a partir de 21 dias,

em frequéncia superior 4 das plantas controle, todavia em intensidade muito baixa.

Aos 14, 21 e 28 dias as plantas continuaram a evidenciar de modo mais significativo os
mesmos sintomas registrados nos primeiros 7 dias de estresse, como redu¢do do numero de
folhas, altura do caule, didmetro do caule, comprimento de raizes e area foliar, todavia, foi
mantido nas alagadas o aumento continuo de comprimento de raizes adventicias, didmetro das
raizes adventicias, formacdo de lenticelas hipertroficas e rachaduras caulinares, ndo sendo
registrada ao final do experimento diferenca significativa nos didmetros do caules dos dois
tratamentos, que pode ser explicado pela formacdo de lenticelas hipertroficas, alteracao

anatomica que promove a expansdo da base do coleto.

Até aos 7 dias de estresse ndo houve diferenca significativa entre a massa seca das raizes nos
dois tratamentos, houve ligeiro aumento da massa seca das raizes das alagadas aos 14 dias, e
decréscimo nas avaliacdes seguintes, aos 21 e 28 dias. A massa seca do caule apresentou
aumento continuo de valores das plantas controle em relacdo a todas as medi¢gdes comparadas
com as alagadas, todavia a massa seca do caule das alagadas, ndo estagnou, e registrou
aumento continuo de valores entre si, em menor escala que as plantas controle, em todos os
periodos experimentais estressados. A massa seca das folhas das plantas estressadas
apresentou valores menores que as plantas controle nos 7, 14 e 21 dias, todavia registrou-se
uma retomada do crescimento aos 21 e 28 dias, praticamente igualando-se no ultimo dia

experimental, os valores apresentados pelas plantas controle e algadas foram respectivamente
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C: 22,704 g e A: 22,336 g. A massa seca total das plantas alagadas apresentou valores
menores em todas as medigdes, quando comparadas com as plantas controle, todavia, as
massas secas total das alagadas, quando comparadas entre si apresentaram sempre um valor

crescente em relacdo aos periodos experimentais.

Nas plantas alagadas, as raizes adventicias parecem explicar a vaiagdo da biomassa entre os
periodos experimentais (Figura 1: A e B / Capitulo 1), acompanhada da queda mais acentuada
das folhas por abscisdo, a morte e/ou a reducdo do crescimento das raizes (Figura 1:C /
Capitulo 1), que podem explicar a diminui¢do da biomassa seca em relagdo ao controle. As
variaveis ambientais ndo demonstraram nao ter exercido influéncia significativa nas plantas
estressadas (Figura 2 / Capitulo 1). No alagamento houve continua redugdo do potencial
hidrico (Figura 3: A e B / Capitulo 1), Contetido relativo de agua (Figura 3: C, Capitulo 1),
condutividade hidraulica (Figura 3: D; Capitulo 1), Resistencia estomatica (Figura 4: A
Capitulo 1), Fotossintese (Figura 4: B, Capitulo 1), condutancia estomatica (Figura 4: C;

Capitulo 1), e transpiragdo (Figura 4: D; Capitulo 1).

A redugdo do sistema de raizes do solo de C. grandiflora deve ter contribuido para menor
distribuicdo de dgua e de energia, causado alteragdes bioquimicas como a menor absor¢do de
nitrato, que deve ter afetado o metabolismo do nitrogénio, ocasionando a redug¢do do nitrato
redutase na raiz (Figura 2: D / Capitulo 2), amoénio livre (Figura 3: A e B / Capitulo 2),
glutamina sintetase (Figura 3: C e D / Capitulo 2), proteinas soluveis totais (Figura4: Ce D) e
concentragdes de amido das folhas (Figura 7: A / Capitulo 2), todavia a regulacdo das
atividades bioquimicas e regulacdo osmdtica foram compensadas pelo aumento de
aminoacidos soluveis totais (Figura 4: A e B), prolina e giberalina (Figura 5: Ae B, Ce D/
Capitulo 2), atividade da alcool desidrogenase e da lactato desidrogenase (Figura 6: A e B, C
e D / Capitulo 2) e das concentragdes de amido na raiz, sacarose e carboidratos soliveis totais
(Figura 7: B, Ce D, ¢ E e F / Capitulo 2). A redugdo nas varidveis fisiologicas devem ter
provocado alteragdes no aparato fotossintético, resultando na redugdo ou crescimento dos
teores bioquimicos das plantas estressadas. O aumento dos aminoacidos soliiveis totais,
prolina e glicina betaina, atividades da 4lcool desidrogenase, lactato desidrogenase, sacarose e
carboidratos soliveis totais sdo alteragdes bioquimicas, que podem estar relacionadas com as

alteracdes morfofisioldgicas e de crescimento de C. grandifiora.
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Como o alagamento reduz a disponibilidade de oxigénio no solo, a formacdo das raizes
adventicias, as lenticelas hipertréficas e as rachaduras caulinares demonstram terem sido
importantes na captacdo e difusdo de oxigénio da parte aérea para as raizes, possibilitado
maior aeragdo dos tecidos da raiz, além de ter contribuido positivamente na fisiologia da
planta, proporcionando um eficaz ajustamento no potencial hidrico, fotossintese, condutancia

estomatica, transpiracao e condutividade hidraulica, permitindo a sobrevivéncia das plantas.

Todas as plantas de C. grandiflora submetidas ao alagamento sobreviveram até o final do
experimento de 28 dias, cuja tolerdncia pode ser explicada pela formacgdo das raizes

adventicias, lenticelas hipertréficas, e de um eficiente balango osmético.

REFERENCIAS

ALLEGRE, A.; SILVESTRE, J.; MORARD, P.; KALLERHOFF, J.; PINELLI, E. Nitrate
reductase regulation in tomato roots by exogenous nitrate: a possible role in tolerance to long-
term root anoxia. Journal of Experimental Botany, v. 55, n. 408, p. 2625-2634, 2004.

ALVES, G. A. R.;; SANTOS FILHO, B. G. DOS.; LOBATO, A. K. DA SILVA. YUEN
TAN, D. K.; OLIVEIRA NETO, C. F. DE.; COSTA, R. C. L. DA.; AVILA F. W;
MARQUES, D. JOSE.; GALATE, R. DOS SANTOS. Water relations, nitrogen compounds
and enzyme activities in leaf and root of young Yellow Lapacho (Tabebuia serratifolia) plants
subjected to flooding. Plant Omics Journal, v. 5, n. 3, p. 216-222, 2012.

ARRUDA, G. M. T.; CALBO, M. E. R. Efeitos da inunda¢do no crescimento, trocas gasosas
e porosidade radicular da carnatuba (Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore). Acta Botanica
Brasilica. [online], v.18, n.2, p. 219-224, 2004.

ASHTON, P.M.S., BERLYN, G.P., 1992. Leaf adaptations of some Shorea species to sun and
shade. New Phytologist. v. 121, p. 587-596.

BAILEY-SERRES J.; VOESENEK L.A.C.J. Flooding stress: Acclimations and genetic
diversity. Annual Review of Plant Biology, v. 59, p. 313-339, 2008.

BATISTA, C. U. N.; MEDRI. M. E.; MEDRI, E. B.; PIMENTA, C, J. A. Tolerancia a
inundacdo de Cecropia pachystachyaTrec. (Cecropiaceae): aspectos ecofisiologicos e
morfoanatdmicos. Acta botanica Brasilica, v. 22, n. 91-98, p. 2008.

BERTOLDE, F.Z. ALMEIDA, A.-A.F. PIROVANI, GOMES, C.P. F.P. AHNERT, D.
BALIGAR, V.C. VALLE, R.R. Physiological and biochemical responses of Theobroma
cacao L. genotypes to flooding. Photosynthetica, v.50, n. 3, p. 447-457, 2012.



29

BRADFORD, K.J. & YANG. S.F. 1981. Physiological responses of plants to waterlogging.
HortScience, 16:25-30.

CARVALHO, F. A.; NASCIMENTO, M. T.; BRAGA, J. M. A. Composi¢do e riqueza
floristica do componente arboreo da Floresta Atlantica submontana na regido de Imbad,
Municipio de Silva Jardim, RJ. Acta Botanica Brasilica 20(3):727-740, 2006.

CARVALHO, F. A.; NASCIMENTO, M. T.; FILHO, A. T. O. Composi¢cdo, riqueza €
heterogeneidade da flora arborea da bacia do rio Sdo Jodo, RJ, Brasil. Acta Botanica
Brasilica 22(4):929-940, 2008

CHRISTO, A. G.; GUEDES-BRUNI, R.; SOBRINHO, F. A. P.; SILVA, A. G.; PEIXOTO,
A. L. Structure of the shrub-arboreal component of an atlantic forest fragment on a hillock in
the central lowland of Rio de Janeiro, Brazil. Interciencia. 34(4):232-239, 2009

COSTA, A. M.; GOBBI, E. L.; DEMUNER,V. G.; HEBLING, S. A. O efeito da inundagao
do solo sobre o crescimento inicial de Schizolobium parahyba (Vell.) S.F. Blake, guapuruvu.
Natureza On Line, v.4, n.1, p.7-13, 2006. Disponivel em: http://www.naturezaonline.com.br.
Acesso em: 20 de margo de 2015.

DAT, J. F., FOLZER, N. C. H.,, BOURGEADE, P., BADOT, P. M. Sensing and signalling
during plant flooding. Plant Physiology and Biochemistry, 42: 273-282, 2004.

DROGE, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological
Reviews, v. 82, p. 47- 85, 2002.

DREW, M. C. Oxygen deficiency and root metabolism: Injury and Acclimation Under
Hypoxia and Anoxia. Annual Review Plant Physiology and Plant Molecular Biology, v.
48, p. 223-250, 1997.

FERREIRA, C. S.; PIEDADE, M. T. F.; FRANCO, A. C.; GONCALVES, J.F.C.; JUNK W.
J. Adaptive strategies to tolerate prolonged flooding in seedlings of floodplain and upland

populations of Himatanthus sucuuba, a Central Amazon tree. Aquatic Botany v. 90, n. 3, p.
246-252, 2009.

FUKAO, T. & BAILEY-SERRES, J. 2004. Plant responses to hypoxia. Is survival a
balancing act? Survival and anaerobic catabolism. Functional Plant Biology 30:1-47.

GHANBARY, E.; TABARI, M.; GONZALEZ, E.; ZARAFSHAR, M. Morphophysiological
responses of Alnus subcordata (L.) seedlings to permanent flooding and partial submersion.
International Journal of environmental sciences, v. 2, n. 3, 2012.

GIMENO, V.; SYVERTSEN, J P.; SIMON, S. L; NIEVES, M.; DIAZ-LOPEZ, L.;
MARTINEZ, V.; GARCIA-SANCHEZ, F.; Physiological and morphological responses to
flooding with fresh or saline water in Jatropha curcas. Environmental and Experimental
Botany, v. 78, p. 47-55, 2012.

HE, C.J., MORGAN, P.W. & DREW, M.C. Transduction of an ethylene signal is required for
cell death and lysis in the root cortex of maize during aerenchyma formation induced by
hypoxia. Plant Physiology 112:463-472, 1996.



30

HENRIQUE, P. C.; ALVES, J. D.; GOULART, P. F. P.; DEUNER, S.; SILVEIRA, N. M.;
ZANANDREA, 1.; CASTRO, E. M. de. Physiological and anatomical characteristics of
Sibipiruna plants under hipoxia. Ciéncia Rural [online]. v.40, n.1, p. 70-76, 2010.

HERRERA, A.; TEZARA, W.; MARIN, O.; RENGIFO, E. Stomatal and non-stomatal
limitations of photosynthesis in trees of a tropical seasonally flooded forest. Physiologia
Plantarum, v. 134, p. 41-48, 2008.

HOFFMAN, N.E.; HANSON, A.D. Purification and properties of hypoxically induced lactate
dehydrogenase from barley roots. Plant Physiology, v.82, n.3, p.664-670, 1986.

HORCHANI, F.; ASCHI-SMITI, S. Prolonged root hypoxia effects on enzymes involved in
nitrogen assimilation pathway in tomato plants. Plant Signaling & Behavior, v. 5, n.12, p.
1583-1589, 2010.

HSU, Y.; TSENG, M.; LIN, C. The fluctuation of carbohydrates and nitrogen compounds in
flooded was-apple tres. Botanical Bulletin of Academia Sinica, v. 40, p. 193-198, 1999.

ISLAM, M. A.; MACDONALD, S. E. Ecophysiological adaptations of black spruce (Picea
mariana) and tamarack (Larix laricina) seedlings to flooding. Trees, v. 18, p.35-42, 2004.

JALEEL, CA.; MANIVANNAN, P.. SANKAR, B, KISHOREKUMAR, A.;
PANNEERSELVAM, R. Calcium chloride effects on salinity-induced oxidative stress,

proline metabolism and indole alkaloid accumulation in Catharanthus roseus. Comptes
Rendus Biologies. v. 330, n. 9, p. 674-83, 2007.

JOLY, C. A. Flooding tolerance in tropical trees. In: JACKSON, M. B.; DAVIES, D. D.;
LAMBERS, H. (Ed.). Plant life under oxygen deprivation: ecology, physiology and
biochemistry. The Hague: SBP Academic Publishing, 1991. p. 23-34. JOLY, C. A. Flooding
tolerance in tropical trees. In: JACKSON, M. B.; DAVIES, D. D.; LAMBERS, H. (Ed.). Plant
life under oxygen deprivation: ecology, physiology and biochemistry. The Hague: SBP
Academic Publishing, 1991. p. 23-34.

JOLY, C.A. The role of oxygen diffusion to the root system on flooding tolerance of tropical
trees. Revista Brasileira de Biologia 56:375-382. 1996

KLICH, M.G., 2000. Leaf variations in Elaeagnus angustifolia related to environmental
heterogeneity. Environmental and Experimental Botany, v. 44, p. 171-183.

KOGAWARA, S.; YAMANOSHITA, T.; NORISADA, M.; MASUMORI, M.; KOJIMA, K.
Photosynthesis and photoassimilate transport during root hypoxia in Melaleuca cajuputi, a
flood-tolerant species, and in Eucalyptus camaldulensis , a moderately flood-tolerant species.
Tree Physiology, v. 26, p.1413-1423, 2006.

KOZLOWSKI, T.T. Responses of woody plants to flooding and salinity. Tree Physiology
Monograph, n. 1, p. 1-29, 1997.

KOZLOWSKI, T. T.; PALLARDY, S. G. Stomatal response of Fraxinus pennsylvanica
seedlings during and after flooding. Physiologia Plantarum, Lund, v. 46, n. 2, p. 155-158,
1979.



31

KREUZWIESER, J.; PAPADOPOULOU, E.; RENNENBERG, H. Interaction of flooding
with carbon metabolism of forest trees. Plant Biology, New York, v. 6, p. 299-306, 2004.

LEMOS-FILHO, J. P. Photoinhibition in three “cerrado” species (Annona crassifolia, Eugenia
dysenterica and Campomanesia adamantium), in the dry and rainy seasons. Revista
Brasileira de Botanica 23(1):45-50, 2000.

LIAO, C.T.; LIN, C.H. Physiological adaptation of crop plants to floodingstress. Proceedings
of the National Science Council, v.25, p.148-157, 2001.

MARENCO, R.A.; LOPES, N.F. Fisiologia Vegetal: Fotossintese, respiracdo, relagcdes
hidricas e nutri¢do mineral, Editora UFV. Vicosa, MG. 451pp., 2005.

MARTINEZ, G. B.; MOURAO, M.; BRIENZA JUNIOR, S. Respostas Morfofisiologicas de
Plantas de agacu (Hura crepitans L.) provenientes de varzeas do rio Amazonas: Efeito da
anoxia do solo. Revista Arvore, v.35, n.6, p.1155-1164, 2011.

MEDRI, C.; PIMENTA, J. A.; SOUZA, L. A.; MEDRI, P. S.; SAYHUN S.; BIANCHINIL, E.;
MEDRI, M. E. O alagamento do solo afeta a sobrevivéncia, o crescimento e o metabolismo de
Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae)? Soil flooding affects the survival, growth and

metabolism of Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae)? Semina: Ciéncias Biolégicas e da
Satde, Londrina, v. 33, n. 1, p. 123-134, 2012.

MERCHANT, A.; PEUKE, A. D.; KEITEL, C.; MACFARLANE, C.; WARREN, C. R;
ADAMS, M. A. Phloem sap and leaf 813C, carbohydrates, and amino acid concentrations in
Eucalyptus globulus change systematically according to flooding and water deficit treatment.
Journal of Experimental Botany, v. 61, n. 6, p. 1785-1793, 2010.

MIELKE, M.S.; ALMEIDA, A.F.; GOMES, F.B.; AGUILAR, M.A.G.; MANGABEIRA,
P.A.O. Leaf gés exchange, chlorophyll fluorecence and growth responses of Genipa

americana seedlings to soil flooding. Environmental and Experimental Botany, v. 50, p.
221-231, 2003.

MIELKE, M.S.; MATOS, E. M.; COUTO, V. B.; ALMEIDA, A. F. GOMES, F. P;
MANGABEIRA, P. A. O. Some photosynthetic and growth responses of Annona glabra L.
seedlings to soil flooding. Acta botanica Brasilica, v. 19, n. 4, p. 905-911, 2005.

MIRANDA, L. A. P.; VITORIA, A. P.; FUNCH, L. S. Leaf phenology and water potential of
five arboreal species in gallery and montane forests in the Chapada Diamantina; Bahia;
Brazil. Environmental and Experimental Botany 70:143-150. 2011.

MUNOZ-CLARES, R. A.; VELASCO-GARCIA. R. Genio y figura de la betaina aldehido
Deshidrogenasa. Mensaje Bioquimico, v. 28, p. 203-223, 2004.

MURCHIE, E.H.; HORTON, P. Acclimation of photosynthesis to irradiance and spectral
quality in British plant species: chlorophyll content, capacity and habitat preference. Plant,
Cell and Environment, v. 20, p. 438-448, 1997.

OLIVEIRA NETO, C.F. Crescimento, alteragdes ecofisiologicas e bioquimicas em plantas
jovens de jatoba (Hymenaea courbaril L) submetidos a deficiéncia hidrica e ao alagamento.
Belém, 2010. 93p. Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias). Universidade Federal Rural da
Amazonia, 2010.



32

PAROLIN, P. Fugitive and possessive establishment strategies in Amazonian floodplain
pioneers. Flora, London, v. 198, n. 6, p. 436-443, 2003.

PAROLIN, P. Submerged in darkness: adaptations to prolonged submergence by woody
species of the Amazonian floodplains. Annals of Botany, Oxford, v. 103, n. 2, p. 359- 376,
Jan. 2009.

PEIXOTO, G. L.; MARTINS, S. V.; SILVA, A. F.; SILVA, E. Floristic survey of the tree
layer in an area of Atlantic Rainforest in Serra da Capoeira Grande Environmental Protection
Area, Rio de Janeiro State, Brazil. Acta Botanica Brasilica 18(1):151-160. 2004.

PIEDADE, M.T.F.; JUNK, W.W.; PAROLIN, P. 2000. The flood pulse and photosynthetic
response of trees in a white water floodplain (varzea) of Central Amazon, Brazil. Verh.
Internat. Verein. Limnol., 27: 1734-1739.

PISICCHIO, C. M.; BIANCHINI, E.; PIMENTA, J. A.; SERT, M. A.; DAVANSO-FABRO,
V. M.; MEDRI, M. E. Heliocarpus popayanensis Kunth (Malvaceae) tolera a hipoxia do
substrato? Acta Scientiarum. Biological Sciences, v. 32, n. 2, p. 201-209, 2010.

POOLE, I.; WEYERS, J.D.B.; LAWSON, T.; RAVEN, J.A. Variation in stomatal density and
index: implications for paleoclimatic reconstructions. Plant, Cell and Environment, v. 19,
p.705-712, 1996.

PORTES, M. T.; ALVES, T. H.; SOUZA, G. M. Time-course of photosynthetic induction in
four tropical woody species grown in contrasting irradiance habitats. Photosynthetica
46(3):431-440, 2008.

REICH, P. B; WRIGHT, 1. J.; CAVENDER-BARES, J.; CRAINE, J. M.; OLEKSYN, J.;
WESTOBY, M.; WALTERS, M. B. The evolution of plant functional variation: traits,
spectra, and strategies. International Journal of Plant Science 164(3):143-164, 2003

ROCAS, G.; BARROS, C. F.; SCARANO, F. R. Leaf anatomy plasticity of Alchornea
triplinervia (Euphorbiaceae) under distinct light regimes in a Brazilian montane Atlantic
rainforest. Trees 11:469-473, 1997

RODRIGUES, H. J. B.; COSTA, R. F. DA; RIBEIRO, J. B. M.; SOUZA FILHO, J. D. DA
C.; RUIVO, M. L. P.; SILVA JUNIOR, J. A. Seasonal variability of the stomatal conductance
in amazonian mangrove 33 ecosystem and their relationships with meteorological variables.
Revista Brasileira de Meteorologia 26(2):189-196, 2011.

SATO, T; HARADA, T; ISHIZAWA, K. Stimulation of glycolysis in anaerobic elongation of
pondweed (Potamogeton distinctus) turions. Journal of Experimental Botany. v. 53,
p.1847-1856, 2002

SAIRAM, R.K.; KUMUTHA, D.; EZHILMATHI, K.; DEHMUKH, P. S.; SRIVASTAVA.
G. C. Physiology and biochemistry of waterlogging tolerance in plants. Biologia Plantarum,
v.52,n. 3, p. 401-412, 2008.

SANTIAGO, E.F.; PAOLI, A.A.S. O aumento em superficie em Adelia membranifolia (Miill.
Arg.) Pax e K. Hoffm. e Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. em resposta ao estresse por



33

deficiéncia nutricional e alagamento do solo. Revista Brasileira de Botanica, Sao Paulo, v. 14,
p. 97-101, 2003.

SCATENA, V.L. & MENEZES, N.L. 1996. Anatomia de raizes de Syngonanthus Ruhl.
(Eriocaulaceae). Revista Brasileira de Biologia 56:333-343.

SCHUTZ W., MILBERG P., LAMONT B.B. Seed dormancy, after-ripening and light
requirements of four annual Asteraceae in south-western Australia. Annals of Botany 90,
707-714, 2002.

SHARMA, P.; DUBEY, R.S. Lead toxicity in plants. Brazilian Journal Plant Physiology,
v.17, p.35-52, 2005.

SILVA, W.S., 1993. Carbon and nitrogen assimilation in cacao (Theobroma cacao L.) leaves.
Influences of environmental stimuli and abscisic acid. 246p. Thesis (Doctor Science) —
Faculty of Sciences. University of Bristol, Bristol.

SILVA, E.C.; Nogueira, R.JM.C.; Neto, A.D.A.; Brito, J.Z.; Cabral, E.L. 2004. Aspectos
ecofisiologicos de dez espécies em uma area de caatinga no municipio de Cabaceiras, Paraiba,
Brasil. Theringia, Série Botanica, 59(2): 201-205.

SILVA-ORTEGA, C.0.; OCHOA-ALFARO, A.E.; REYES-AGUERO, J.A.; SANTA
CRUZ, G.A.; JIMENEZ-BREMONT. J.F. Salt stress increases the expression of P5CS gene
and induces proline accumulation in cactus pear. Plant Physiology and Biochemistry, v. 46,
p- 82-92, 2008.

SILVEIRA, Neidiquele Maria et al . Crescimento e parti¢do de carboidratos em plantas de
sebastiania membranifolia submetidas ao alagamento. CERNE, Lavras, v. 21, n. 1, p. 67-
74, Mar. 2015.

SWAINE, M. D.; WHITMORE, T. C. On the definition of ecological species groups in
tropical rain forests. Vegetation 75:81-86, 1988.

TARDIEU, F. Growth and functioning of roots and of root systems subjected to soil
compaction: towards a system with multiple signaling. Soil Tillage Research, v. 30, p. 217-
243, 1994.

TARDIEU, F.; SIMMONEAU, T. Variability among species of stomatal control under
uctuating soil water status and evaporative demand: modelling isohydric and anisohydric
behaviours. Journal of Experimental Botany, v. 49, p. 419-432, 1998.

TOBE, K.; ZHANG, L. & OMASA, K. Seed germination and seedling emergence of three
Artemisia species (Asteraceae) inhabiting desert sand dunes in China. Seed Science Research
16: 61-69, 2006.

VISSER, E.J.W.; VOESENEK, L.A.C.J.; VARTAPETIAN, B.B.; JACKSON, M.B. 2003.
Flooding and plant growth. Annals of Botany, 91:107-109.

ZABALZA, A.; VAN DONGEN, J.T.; FROEHLICH, A.; OLIVER, S.N.; FAIX, B.; GUPTA,
K.J.; SCHMAZLIN, E.; IGAL. M.; ORCARAY, L.; ROYUELA, M.; GEIGENBERGER, P.
Regulation of respiration and fermentation to control the plant internal oxygen concentration.
Plant Physiology, v. 149, p.1087-1098, 2009.



34

WAMPLE, R.L. & REID, D.M. 1979. The role of endogenous auxins and ethylene in the
formation of adventitious roots and hypocotyl hypertrophy in flooded sunflower plants
(Helianthus annus L.). Plant Physiology 45:219-226

WITTMANN, F., SCHONGART, J., BRITO, J. M., OLIVEIRA WITTMANN, A,
PIEDADE, M. T. F., PAROLIN, P. (2010). Manual of trees from Central Amazonian
varzea floodplains: taxonomy, ecology and use. Manaus: Editora INPA.

ZANANDREA, I.; ALVES, J. D.; DEUNER, S.; GOULART, P. F. P.; HENRIQUE, P. C;
SILVEIRA, N. M. Tolerance of Sesbania virgata plants to flooding. Australian Journal of
Botany, Melbourne, v. 57, n. 8, p. 661-669, Feb. 2010.



35

CAPITULO 2

ECOFISIOLOGIA, BIOMETRIA E PRODUCAO DE BIOMASSA EM Clusia
grandiflora Splitz. SUBMETIDAS A ANOXIA.

RESUMO

Visando elucidar aspectos da tolerancia a anoxia de Clusia grandiflora Splitz. plantas de 1
ano de idade foram submetidas a 28 dias de inundag¢do das raizes, sob dois tratamentos,
controle (C) e inundagdo (A), aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram investigadas caracteristicas de
crescimento: altura do coleto (HC), didmetro do coleto (DC), numero de folhas (NF), area
foliar (AF), variaveis ambientais: temperatura do ar (Tar), temperatura maxima do ar (Tmax),
umidade relativa (UR), radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), défict de pressdo de vapor
folha-ar (DPV¢,), acumulo de biomassa: massa seca de raiz (MSR), massa seca do caule
(MSC), massa seca das folhas (MSF), massa seca total (MST), varidveis biofisicas: potencial
hidrico do antemanha (Wam), e do xilema foliar (¥x), contetudo relativo de d4gua (CRA), taxa
de assimilacdo de carbono (A), condutancia estomadtica (gs), transpiracdao (E), resisténcia
estomatica (Rs), temperatura foliar (Tfol) e condutividade hidraulica (Kr). Os tratamentos (A)
apresentaram menores incrementos em todas as variaveis de crescimento, quando comparados
ao tratamento controle, a biomassas das raizes declinou nos dias 7 e 14, quando o inverso
ocorreu nas alagadas, ao final do experimento registrou-se menor incremento de biomassa das
plantas alagadas, em comparacdo com as plantas controle. Houve reducdo continua de Wam,
¥x, CRA, Ki, A, gs, DPV¢, e E em todos os tratamentos (A). Ao final do experimento todos
os tratamentos apresentaram 100% de sobrevivéncia, todavia, as plantas estressadas
apresentaram taxas de crescimento e crescimento inferiores que as controladas. Os resultados
obtidos indicam que o fechamento estomatico, a perda de folhas, o ganho de biomassa na raiz,
a formacdo de raizes adventicias, formacdo de raizes superficiais, rachaduras caulinares e
lenticelas hipertroficas podem ser estratégias para atenuar o efeito prejudicial do alagamento.
As taxas de sobrevivéncia sugerem que C. grandiflora exibe alto potencial para
reflorestamento em ambientes alagados.

Palavras-chave: Tolerdncia ao alagamento, assimilagdo de carbono, radiagdo
fotossinteticamente ativa, condutancia estomatica.



36

ABSTRACT

To elucidate aspects of anoxia tolerance of Clusia grandiflora Splitz. 1 year old plants were
subjected to 28 days of flooding of the roots under two treatments: control (C) and flooding
(A), at 0,7, 14, 21 and 28 days. Growth characteristics were investigated: height collect (HC),
stem diameter (DC), number of leaves (NF), leaf area (LA), environmental factors: air
temperature (Tar), maximum air temperature (Tmax) , relative humidity (RH),
photosynthetically active radiation (PAR), vapor pressure Deficit leaf-air (DPV{-a), biomass
accumulation: root dry weight (MSR), dry mass of the stem (MSC), dry matter leaves (MSF),
total dry matter (MST), biophysical variables: the predawn water potential (Yam), and leaf
xylem (W¥x), relative water content (CRA), carbon assimilation rate (A), conductance stomatal
(gs), transpiration (E), stomatal resistance (Rs), leaf temperature (Tfol) and hydraulic
conductivity (KL). The treatments (A) had lower increases in all growth variables when
compared to the control treatment, the biomass of roots declined on 7 and 14 when the
opposite occurred in the flooded at the end of the experiment was recorded minor increase of
biomass of wetland plants compared to control plants. There was a reduction continues to
Yam, ¥x, CRA, KL, A, gs, DPVfit and E in all treatments (A). At the end of the experiment
all treatments showed 100% survival, however, the stressed plants showed lower growth rates
and growth subsidiaries. The results indicate that stomatal closure, the loss of leaves, biomass
gain in the root, the formation of adventitious roots, forming shallow roots, stem cracking and
hypertrophic lenticels can be strategies to mitigate the harmful effects of flooding. Survival
rates suggest that C. grandiflora shows high potential for reforestation in flooded

environments.

Keywords: tolerance to flooding, carbon assimilation, photosynthetically active radiation,

stomatal conductance.
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INTRODUCAO

Muitas regides da floresta amazonica se destacam por alteracdes sazonais da disponibilidade
de agua do solo, nesse particular as dreas quando secas ou inundadas desempenham papel
importante na dindmica ambiental dos ecossistemas, que ird repercutir no desempenho,
disponibilidade e qualidade da flora e fauna, todavia, além da agua, outros fatores sdo
relevantes quando se avaliam variacdes sazonais como a temperatura (LEMOS-FILHO,
2000), umidade (MIRANDA et al., 2011) e a disponibilidade de luz. O alagamento do solo
exerce profundo efeito nos organismos que nele habitam, especialmente nas plantas, por
serem sésseis (PIEDADE et al., 2000), elimina os espagos ocupados pelo ar, limitando as
trocas gasosas com a atmosfera podendo criar no solo um ambiente de baixa disponibilidade,
ou auséncia de O2. Como respostas fisiologicas ao alagamento, as plantas tendem a mobilizar
reservas para suprir a demanda de carbono necessario para a manuten¢ao do metabolismo,
diminuicdo geral do potencial de crescimento e formagdo de estruturas anatomicas
adaptativas, cujos resultados serdo influenciados pelas interagdes nas condigdes ambientes de
CO, e temperatura. Face 4 diminui¢do do oxigénio enddgeno as plantas alteram sua
arquitetura, anatomia, metabolismo e crescimento, como estratégia de sobrevivéncia
(BAILEY-SERRES & VOESENEK, 2008), e varias reagdes metabolicas podem ocorrer

como sinais 4 diminui¢do da concentragdo de oxigénio e por um aumento de etileno.

Caracteristicas morfo-funcionais como massa foliar especifica (MFE) e densidade foliar tém
se mostrado relacionadas a disponibilidade de recursos, assim ocorre com plantas em
ambientes mais pobres que investem mais carbono em suas folhas, mantendo-as por mais
tempo (REICH et al., 2003; HOFFMAN et al., 2005). Segundo Marenco & Lopes, (2005) a
intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO2, o teor de nitrogénio da folha e a
umidade do solo sdo fatores que afetam a atividade fotossintética dos vegetais. Portes et al.
(2008) observaram que a estratégia ecoldgica das espécies estd relacionada a plasticidade
fenotipica e a condi¢do de aclimatacdo fotossintética sob uma nova condicdo do ambiente
permitindo que as plantas transitem entre estados fisiologicos distintos. Murchie e Horton,
(1997) destacam que o aparato fotossintético ¢ altamente sensivel as alteragdes na quantidade
e qualidade da RFA, para Ashton e Berlyn (1992); Poole et al., (1996); Rogas et al., (1997); e
Klich, (2000) os estomatos de folhas intactas normalmente se abrem em resposta ao aumento

de RFA, porém para Burrows e Milthorpe (1976) a temperatura do ar também influencia as
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respostas estomaticas. Tardieu, (1994); Tardieu e Simmoneau, (1998) relatam que a abertura
estomatica relaciona-se com trés importantes varidveis fisiologicas: 1) metabdlitos
fotossintéticos; ii) hormdnios ou reguladores de crescimento, especialmente o acido abscisico
(ABA); e iii) balanco hidrico. Para Silva (1993) elevada temperatura, juntamente com a
umidade relativa do ar interferem no potencial hidrico do ar em torno da folha, atuando no
DPV, por outro lado, Rodrigues et al. (2011) observaram que o DPV influenciou
significativamente na condutincia estomatica de plantas de um manguezal amazonico,

mostrando que ndo somente a agua presente no solo influencia as plantas de um ambiente.

As plantas que toleram inundacdes periddicas necessitam readaptar seu metabolismo e ciclo
de vida modificando a via respiratoria de forma a suportar as alteragdes entre condi¢des
aerobicas e hipdxicas ou até mesmo anodxicas, impostas pelo alagamento (KOZLOWSKI,
1997; LIAO, LIN, 2002, DAT et al., 2004), sofrem queda imediata na respiracdo das raizes,
tanto em plantas tolerantes como nas intolerantes, provocando inibi¢do da atividade
metabolica e, consequentemente reducdo na producdo de ATP (LIAO; LIN, 2002), que
armazena energia proveniente da respiragdo celular e da fotossintese, para consumo imediato
como transporte ativo de moléculas, sintese de substancias e divisdo celular, essa energia pode
ser estocada na forma de carboidratos e lipidios. A reducdo da respiragdo inibe a producao de
ATP e da atividade metabdlica restringindo o fornecimento de energia para o crescimento das
raizes, e o crescimento vegetativo (BATISTA et al, 2008), a queda de respiracdo e na baixa
producao de ATP ¢ compensada pela aceleragdo da glicolise, afim de satisfazer as exigéncias

energéticas para manter o metabolismo vegetal (PISICCHIO et al, 2010).

Para muitos autores, a disponibilidade hidrica ¢ um dos principais fatores que regula o
crescimento e a sobrevivéncia de plantulas (TOBE, ZHANG, OMASA, 2006), sendo que a
quantidade desse recurso vai variar de acordo com a espécie, desempenhando papel
importante no padrdo de distribuicdo desses vegetais (SCHUTZ, MILBERG, LAMONT,
2002). Em ambientes sujeitos ao alagamento ainda que temporal, algumas espécies arboreas,
evidenciam alteragdes morfologicas e metabolicas para tolerarem a deficiéncia de oxigénio,
como o declinio do potencial hidrico foliar, observado em Jatropha curcas L. (GIMENO et
al., 2012), em T. serratifolia (ALVES et al., 2012). O fechamento estomatico parcial ou total
¢ relatado como uma das primeiras respostas da parte aérea, e pode promover a diminui¢do da
transpiracdo (ZOLKOLOWSKI; PALLARDARY, 2004; HERRERA et al., 2008), contribuem

também, a expansdo foliar, senescéncia, inducdo de abscisdo foliar, diminui¢do nas trocas
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gasosas, ativagdo do metabolismo anaerébico, redu¢do do acimulo de biomassa da raiz,
folhas e hastes; hipertrofia de lenticelas e caules, formacdo de raizes adventicias, aerénquimas
e pneumatoforos (MIELKE et al., 2003, 2005; PAROLIN, 2003, 2009; BATISTA et al,,
2008; OLIVEIRA; JOLY, 2010; MARTINEZ et al, 2011; GHANBARY et al., 2012;
ZANANDREA et al., 2010).

O ambiente hipoxico ou andxico induzem que as plantas respondam com maior ou menor
eficiéncia 4 baixa disponibilidade de O, (ARMSTRONG, 1994) em fungdo de caracteristicas
proprias, algumas espécies demonstraram ter relativa tolerdncia ao alagamento como,
Copernicia prunifera (ARRUDA, 2004), Cecropia pachystachya (BATISTA et al., 2008),
Hymenaea courbaril L. (OLIVEIRA NETO, 2010), Hura crepitans L. (MARTINEZ et al.,
2011), Sebastiania membranifolia (SILVEIRA et al, 2015), outras tiveram seu crescimento ou
até mesmo sua sobrevivéncia comprometida quando alagadas, Schizolobium parahyba
(COSTA et al,, 20006), degiphila sellowiana (MEDRI et al., 2012) e Tabebuia serratifolia
(ALVES, 2012).

Clusia grandiflora Splitz, Clusiaceae de nome popular cebola brava, ¢ uma espécie do tipo
heliofita, semidecidua, arvore lactescente, podendo alcancar 8 m de altura, flores petaladas
vistosas, frutos globulares com numerosas sementes elipsoides, média de 122/fruto,
apresentando dispersdo barocorica e zoocorica. Apresenta ocorréncia na bacia amazoOnica
predominantemente em areas de restinga, cujo solo ¢ rico em areia e pobre em nutrientes,
sendo facilmente encontrada na terra firme, nas dunas ou habitando em pequenas areas
alagadas, com dura¢do permanente ou por cerca de seis meses. A espécie desperta grande
interesse no paisagismo, recuperacdo de areas degradadas, propriedades medicinais, produgao
de biomassa, e pelo valor fitoterapico atribuido a seu latex (VAN DEN BERG, 1984). A
espécie apresenta caracteristicas das plantas pioneiras, tolerante a ambientes mais hostis com
suas sementes germinando em areas abertas e clareiras (SWAINE E WHITMORE, 1988), que
crescem em grandes clareiras, bordas de fragmentos florestais e que sdo capazes de germinar
e de se estabelecerem em areas abertas e perturbadas, tolerando inclusive um ambiente mais
hostil com alta irradiancia, alta temperatura, baixa umidade do ar e do solo (CHRISTO ET

AL., 2009, CARVALHO ET AL. 2008, 2006, E PEIXOTO ET AL., 2004).
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MATERIAL E METODOS

Local do estudo e instalacio do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de 03/03/2013 a 30/07/2014, inicialmente em casa
de vegetagdo do horto de plantas medicinais da Embrapa Amazonia Oriental (48°26°45”W e
1°26°31”S), sob condigdes de campo, onde foi realizada a semeadura, emergéncia, € o
envasamento das espécies em potes de 1,3 m3, apos 4 meses foram transplantadas para vasos
plasticos de 12 1, posteriormente foram levados para a casa de vegetagdo do Laboratorio de
Solos da Universidade Federal Rural da Amazdénia — UFRA (01° 28 03”’S, 48° 29°18”W),
para aclimatagdo por 90 dias. As sementes foram coletados de 20 frutos, que apresentaram
média de 121 sementes/fruto, oriundos de 10 de arvores de C. grandiflora situadas ao acaso,
na restinga do Crispim (00°37'06" a 00034'42"S e 47°40'24" a 47°38'00" W), localizada
proximo da praia do Crispim, municipio de Marapanim, distante 86 km de Belém capital do

Para, Amazonia, Brasil.

As sementes foram lavadas em 4gua corrente, em seguida submetidas 4 tratamento fungicida
por imersdao em NaClO por 2 minutos, em seguida lavadas em &gua corrente e semeadas em
bandejas com tubetes de polietileno de 40 mm x 140 mm, submetidas a 4 substratos, casca de
castanha do Brasil triturada (CCPT), areia lavada (AL) esterilizada com agua 4 100 ° C,
carocgo de acai triturado (CAT), e terra preta (TP) peneirada, com delineamento experimental
de 1 x4 x 100 (1 espécie x 4 substratos x 100 sementes) sendo mantido em condigdes de casa
de vegetagdo durante todo o seu desenvolvimento, com irrigacdes didrias e temperatura e

umidade relativa do ar em média respectivamente de 30,83 =2 °C e 77,79 + 4 %.

Ap6s a aclimatacdo as plantas foram submetidas a dois tratamentos hidricos: 1) Controle (C),
irrigadas diariamente mantendo o substrato proximo a capacidade de campo, e 2) alagadas
(A), com manuten¢do de lamina d’agua de cerca de 5 cm acima do nivel do substrato, os
baldes das plantas foram instaladas individualmente sobre baldes vedados, de maior
capacidade e altura. Foram efetivadas 5 medi¢des, aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, com cinco
plantas por tratamentos, perfazendo 50 unidades experimentais. A 4gua dos vasos sob
alagamento foi trocada a cada medicdo, para evitar potenciais interferéncias, que viessem a

modificar o efeito da disponibilidade de oxigénio, ou de promoverem alteragdes oxido
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redutivas inerentes a presenca dos solos alagados. Todos os vasos foram instalados ao acaso,

com distancia de 50 cm para evitar possiveis interagdes entre plantas.

Variaveis coletadas:

Ambientais: Temperatura (Tar), Temperatura maxima (Tmax), umidade relativa do ar (UR),
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) no interior da casa de vegetacdo através do uso do
Termohigrometro (MODELO 5203, Incoterm, Rs, Brasil) e déficit de pressdo de vapor agua
entre folhas ar (DPVg,) estimado de acordo com Landsberg (1986), levando-se em conta a

Tar, UR e temperatura da folha (Tfol), em cada periodo de avaliagdo.

Biofisicas: Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutdncia estomatica (gs), Resistencia
estomatica (Rs) e temperatura da folha(Tfol) foram obtidas por meio do aparelho IRGA
(Infra-red Gas Analyser/ADC equipaments - mod. LCi 6400, Hoddesdon, UK) no horério de
09:00 — 10:00h, o potencial hidrico antemanhad (¥ ,n) e potencial hidrico do xilema (¥x)
foram obtidos respectivamente, entre 4:30 ¢ 5:30 h, e 09:00 h e 10:00 h por meio de uma
bomba de pressdo do tipo Scholander (m670, Pms Instrument Co., Albany, USA), conforme
descrito por Pinheiro et al. (2007), como amostras foram avaliadas folhas maduras e
completamente expandidos, do terceiro par contados a partir do 4pice. A condutividade
hidraulica foi calculada de acordo com Hubbard et al. (1999) e Donovan et al. (2000): K; =
(gs x DPVfa) / ( Yam — ¥x ), e o Contetdo relativo de agua (CRA) foi determinado entre
04:00 e 05:00h em cada coleta. Foi utilizado o método segundo Slavick (1979): foram
retirados 30 discos foliares frescos (10 mm de diametro) de cada planta, ao acaso, através de
vazador de ago-inoxidavel, determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF1) em
balanga analitica. Em seguida os discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo
35 ml de 4gua destilada e deixados na bancada (25° C) por um periodo de 6-7 horas.
Posteriormente os discos foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso de agua e
em seguida pesados para determinar a massa targida (MF2). Apds, os discos foram colocados
em sacos de papel e levados a estufa (70° C) por 24 h e posteriormente foi determinada a
massa seca dos discos (MS). Os resultados foram expressos em porcentagem, conforme
formula abaixo: CRA = (MF1 — MS / MF2 — MS) x 100 (%), em que: MF1= Massa fresca
1; MF2= Massa fresca 2; MS= Massa seca.
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De crescimento e biomassa: numero de folhas (NF), altura do caule (HC) em cm; didmetro
do coleto (DC) em cm; area foliar (AF) em cm2, utilizando-se planimetro e equacao da elipse,
sendo expressa em cm2; comprimento das raizes (CR) em cm, comprimento das raizes
adventicias (CRa) em cm, didmetro das raizes adventicias (DRa) em cm, area de lenticelas
hipertroficas (ALh) em cm2; massa seca da raiz (MSR), massa seca do caule (MSC), massa
seca das folhas (MSF) e massa seca total (MST), utilizando o método de diferenca de peso

apos secagem em estufa a 65°C por 72 h, com valores expressos em gramas por planta.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA), as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, os

graficos foram elaborados pelo programa Sigma Plot 12.5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracoes morfoanatomicas

As plantas controle e alagadas desenvolveram raizes adventicias mesmo antes do primeiro dia
de avaliacdo, todavia, com maior intensidade nas alagadas, por outro lado, todas as plantas
alagadas também desenvolveram uma proliferagdo de raizes secundarias, formacdo de
lenticelas hipertrdoficas e rachaduras caulinares na base do caule, que se mostraram evidentes
desde aos 7 dias de alagamento, a abscisdo foliar foi mais evidente nas plantas estressadas,

quando comparadas com as plantas controle (Fig. 1: A, B, C).

FIGURA 1- A: Forméc;éo de Lenticelas hipertréficas (Lh), B: raizes adventicias (RA), raizes diageotrdpicas
(RD), C: RC (rachadura caulinar) e folha em processo de abscisdo foliar (AB) em plantas de C. grandilfora
submetidas ao alagamento durante 28 dias.
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Estudos ja realizados evidenciam os resultados encontrados neste trabalho para C.
grandiflora, onde demonstram que o alagamento do solo induz significativas alteragdes
morfo-anatdmicas nas raizes de algumas espécies de plantas, como intensa senescéncia e
abscisdo foliar em B. papyrifera ap6s 60 dias de alagamento estudadas por Kozlowski (1984),
hipertrofia de lenticelas (KOLB; JOLY, 2009; SHIMAMURA et al., 2010.), a producdo de
raizes adventicias (BATISTA et al., 2008; GREGORIO et al., 2008; KOLB; JOLY, 2009;
OLIVEIRA; JOLY, 2010; EZIN et al., 2010), e a formacdo de aerénquima (BOURANIS et
al., 2006, SAIRAM et al., 2008; GRAFFMAN et al., 2008; ASHRAF, 2012). Vartapetian &
Jackson 1997 afirmam que funcionalmente as raizes adventicias substituem as raizes
ocasionalmente mortas durante o alagamento, para Medina et al. (2009) essas modificacdes
morfologicas representam estratégias contribuem para a melhor aeracdo do sistema radicular.
Do ponto de vista anatdmico, as raizes adventicias diferem internamente das demais raizes
por apresentarem uma maior propor¢ao do cortex, reducdo do sistema de condugdo além de
amplos espagos intercelulares e desenvolvimento de aerénquima (SANTIAGO & PAOLI,
2007). Martinez et al (2011) estudando H. crepitans constataram 4 partir do 10° dia de
alagamento, o aparecimento de clorose, senescéncia foliar, formacdo de lenticelas
hipertréficas, raizes adventicias na base do caule, e deslocamento de raizes para a superficie
da lamina d’agua, em outro estudo, Medri et al (2011) estudando A. sellowiana constataram
que a espécie ¢ intolerante ao alagamento do solo, entretanto, as sobreviventes apresentaram
modificagdes morfoanatdomicas que conferem tolerdncia, em outro experimento, alteragdes
morfologicas como formagdo de lenticelas aos 15 dias de alagamento de raizes, e abscisdo
foliar 4 partir dos 30 dias foram observadas respectivamente em todas as plantas alagadas, e
nas totalmente alagadas em G. spruceana por Gongalves et al (2013), em L. sericeus alagada,
Lira et al, (2013), encontraram aumento do diametro do colo, lenticelas hipertréficas e raizes
adventicias e raizes adventicias. Essas caracteristicas morfoanatomicas sdo encontradas nas
plantas alagadas tolerantes, que promovem a difusdo do oxigénio para o sistema radicular
(COOK,1999, PIRES et al, 2002, VERPETTIANN, 2006), alinhando-se a esses resultados, os

da espécie ora estudada.

Variaveis ambientais

As variaveis ambientais Tar, Tfol, Tmax, Ur, RFA e DPVfa variaram significativamente entre
os diferentes dias do experimento, independente do tratamento (Figura 1: A, B, C, D, E, F).

As curvas de Tar, Tfol e Tmax (figura 1: A, B, C) tiveram comportamentos de variagdes
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semelhantes, com médias minimas e maximas respectivamente de 30,64°C e 32,67°C,
31,09°C e 34,06 °C, e 32,32°C e 34,60°C respectivamente, as menores médias de Tar, Tfol e
Tmax foram registradas aos 7 dias do experimento. A UR variou de 73,44 % aos 28 dias a
80,44% no primeiro dia do experimento (figura 1 D). A RFA variou de 311,11 pmol.m™®.s™ a
459,94 pmol,m™.s™ respectivamente aos 28 ¢ 21 dias (figura 1 G). Os valores do DPVfa
variaram de 0,433 KPa a 0,547 KPa, apresentando os menores valores nos dias 7 ¢ 14,

coincidindo com os de menores valores de Tfol, Tar e Tmax. (Figura 2 F).
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Figura 2. Temperatura do ar (Tar: A), temperatura da folha (Tfol: B), Temperatura maxima do ar (Tmax: C),
Umidade Relativa do Ar (UR: D), Radia¢ao Fotossinteticamente Ativa (RFA: E), Déficit de pressdo de vapor
entre folha e atmosfera (DPVfa: F) durante o periodo experimental. As barras verticais representam o desvio-
padrdo das médias.
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Potencial hidrico do xilema antemanha, Potencial hidrico do xilema foliar, Conteudo
Relativo de agua, e Condutividade Hidraulica.

Na primeira avalia¢do (dia 0) ndo houve diferenga significativa nos valores registrados entre
as plantas controle e alagadas nas variaveis potencial hidrico do xilema antemanha, potencial
hidrico do xilema foliar, contetido relativo de agua, e condutividade hidraulica. O potencial
hidrico do antemanha nas plantas controle e sob alagamento variou na amplitude, de -0,27
MPa a -0,40 MPa, registrando decréscimos continuos nas plantas estressadas quando
comparadas com as irrigadas, exibindo valores de 3,67%, 33,58%, 35,25% e 47,79%
respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias (figura 3: A). O potencial hidrico do xilema foliar
variou de -0,82 Mpa (controle) a -1,85 Mpa (alagadas), registrando decréscimos continuos nas
plantas alagadas aos 7, 14, 21 e 28 dias, da ordem de 75,61%, 89,92%, 91,78% e 120,28 %
(figura 3: B). O conteudo relativo de dgua apresentou valores médios no controle de 91,07% e
exibiram continuamente diminui¢do nas plantas alagadas em todos os dias do experimento,
em relagdo ao controle, da ordem de 0,94%, 7,19%, 9,95%, e 10,29% respectivamente aos 7,
14, 21 e 28 dias (figura 3: C). A condutividade hidraulica apresentou nas plantas controle e
alagadas os valores de 0,31 molm®s? e 0,01 molm’s™, respectivamente, exibiram
decréscimo continuo de valores nas plantas estressadas em relagdo ao tempo de alagamento,
ao final do experimento foi registrado o decréscimo de 97,80% nas plantas alagadas quando

comparadas ao controle (Figura 3: D).
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Figura 3. Potencial hidrico do antemanha (y.n: A), Potencial hidrico do xilema foliar (y,. B), Contetido relativo
de agua (CRA: C) e Condutividade Hidraulica (K. :D) de C. grandiflora submetidas continuamente a 0,7,14,21 ¢
28 dias de alagamento (©) e controle (®). As barras verticais representam o desvio-padrdo das médias e as letras
representam teste de Tukey (p<0,05).

A redugdo do potencial hidrico do xilema foliar de C. grandifiora ja tinha sido observado por
Islam; MaC Donald, (2004) em L. laricina, Gilmeno et al., (2012) em J. curcas e Alves, et al.,
2012 em T. serratifolia, que atribuem essa reducdo, provavelmente 4 diminuicao da respiragao
aerdbia e consequentemente a queda de energia, reducdo na quantidade de pélos e do sistema
radicular (ALVES, et al., 2012 TAIZ; ZEIGER, 2013), o espessamento da membrana celular
que aumentaria a resisténcia ao fluxo de agua, e consequentemente na menor absor¢do de
agua pelas raizes (PRYOR, 2006). Em C. gradiflora a redug¢ao do potencial hidrico do xilema
foliar foi constante nas plantas alagadas, que pode ser explicado pela redu¢do do comprimento
das raizes, todavia, essa tendéncia de reducdo ndo foi superada pelo surgimento das raizes
adventicias, que também ocorreu nas plantas controle, ou o surgimento de lenticelas
hipertroficas e rachaduras caulinares nas alagadas. O contetido relativo de 4dgua foi superior
nas folhas das plantas controle quando comparado ao tratamento, que sugere estar relacionado

com o fechamento dos estdmatos, provocado por alteragdes metabdlicas, esse resultado
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concorda com Coelho et al (2013) em plantas plentas milho, porém difere do o encontrado por

Freitas et al. (2007) em acaizeiros sob alagamento.

Em C. grandiflora no regime alagado foi constatada a diminui¢cdo da condutividade
hidraulica, que ¢ relacionada por alguns autores com a redugdo da condutividade estomatica,
como observado em experimentos de alagamento em P. mariana e L. laricina (ISLAM E
MACDONALD, 2004), cuja correlacdo esta evidenciada na tabela 1. Calvo-Polanco et al.
(2012) observaram ao final de 6 meses de alagamento em L. laricina, as taxas de E e de ¥x
apresentaram valores semelhantes aos das plantas irrigadas, que lhes permitiu inferir que a
retomada do suprimento adequado de dgua nas plantas alagadas ocorreu devido o aumento da

condutividade hidraulica em funcao do surgimento das raizes adventicias.

Resisténcia estomatica, Fotossintese, Condutincia estomatica e Transpiracao.

As variaveis, resisténcia estomatica, fotossintese, condutancia estomatica e transpiragao
apresentaram valores médios parecidos na primeira medicdo (dia 0) ndo diferindo
significativamente nos tratamentos controle e alagado. A resisténcia estomatica nas plantas
controladas apresentou valor médio de 3,41 s.m™ e nas alagadas o valor médio de 9,74 s.m™,
as plantas sob estresse apresentaram incremento de valores em todas as medicdes,
apresentando percentuais de variacdo da ordem de 35,74%, 96,59%, 350,07% e 421,03%
respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias (figura 7: A). A fotossintese apresentou valores
médios de 8,40 pmol.m™.s™ nas plantas controles ¢ uma variagio de 8,53 pmol.m™.s™ a 2.49
umol.m”.s” aos 7 e 28 dias do experimento, exibiu valores de fotossintese sempre menores
que as controle e em relacdo aos dias estressados, cujos decréscimos percentuais
correspondem 4 28,50%, 34,33%, 64,08% e 69,93% respectivamente aos 7, 14 , 21 e 28 dias
(figura 7: B). A condutancia estomatica demonstrou diferenca significativa de valores em
relacdo aos tempos e tratamentos, da ordem de 0,31 mol.m™.s” a 0,28 mol.m™.s™ nas plantas
controladas e 0,23 mol.m™.s” a 0,02 mol.m".s™ nas plantas alagadas, exibiu continua redugio
de valores no tratamento alagados, expressos percentualmente em 23,33%, 49,66%, 77,78% e
80,77% respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias (figura 7: C). A transpira¢do exibiu valores
médios da ordem de 7,58 molm’.s” nas plantas controle e 4,89 molm’.s" nas plantas
alagadas, a transpira¢do apresentou valores médios continuamente decrescentes com o tempo

de alagamento, exibindo valores percentuais de decréscimo da ordem de 16,41%, 25,66%,
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43,51%, e 56,45% respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias de alagamento (figura 7: D). As
transpiratdria apresentaram continuamente valores decrescentes com a evplugdo dos tempos, as
menores taxas transpiratorias (Figura 4 D) foram observadas aos 21 e 28 dias, em comportamento
totalmente independente das variaveis ambientais (Figura 2), o que permite indicar que a

condutancia estomatica e consequentemente a transpiragao nao sofreram influéncia da UR, Trol,

Tar, e DPVa.
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Figura 4. Resisténcia estomatica (Rs: A), Fotossintese (A:B), Conduténcia estomatica (gs: C), Transpiragdo (D:
E) de C. grandifiora submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (©) e controle (®). As barras
verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

O alagamento pode provocar variagdes na respiragdo aerdbia, no nivel nutricional e na
fotossintese, podendo afetar o crescimento e desenvolvimento das diferentes partes da planta
em ambientes alagados, tornando a sobrevivéncia da planta dentre outras variaveis,
dependente de um balanco na distribui¢do de fotoassimilados entre as suas varias partes

(WIEDENROTH, 1993; ARMSTRONG; BRAENDLE; JACKSON, 1994). Alguns estudos
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sobre plantas submetidas ao alagamento relatam respostas de reducao da taxa fotossintética,
condutancia estomatica e respiragdo, como em B. gasipaes (CARVALHO E ISHIDA, 2002),
G. americana (MIELKE et al, 2003), C. pachystachya (BATISTA et al, 2008), T. cacao ,
BERTOLDE et al.. 2012) L. sericeus (LIRA et al, 2013) e G. Spruceana (GONCALVES et
al, 2013). Em espécies de ambientes de varzea Amazonica foi registrado em C. latiloba ¢ S.
reticulata, redugdo de 10% nas taxas de fotossintese maxima, todavia em P. glomerata foi
observado que a atividade fotossintética permaneceu constante entre 8 e 12 pmol m-2 s-1, e
em L. corymbulosa foi maior na fase terrestre (13 pmol m™ s™), sendo apds seis meses de
alagamento acentuadamente reduzida para 3 pmol m> s (ARMBRUSTER et al., 2004).
Redugdo significativa na respiracao foi observada em plantas jovens de 7. serratifolia aos 9
dias de alagamento (ALVES et al., 2012), por outro lado, Lira et al (2013) observaram
reducdo de 48,20% da taxa fotossintética em L. sericeus e Gongalves et al. (2013), 51% em

relacdo 4 fotossintese maxima de G. Spruceana.

Em C. grandiflora foram registradas significativas reducdes de taxa fotossintética,
condutancia estomatica, e transpiragdo quando submetida ao alagamento, que pode ser
associado a limitagdes ndo estomaticas, como a degradacdo de pigmentos e alteracdes em
enzimas do Ciclo de Calvin como causas principais do declinio fotossintético (PEZESHKI,
2001), pela reducdo do numero de folhas, area foliar, esclerofilia e distribuicdo de
fotoasimilados (BATISTA et al, 2008), e por fatores estomaticos € ndo estomaticos
(MIELKE, et al.,2003), assim o declinio registrado nas trocas gasosas de C. grandiflora
submetidas ao alagamento parecem refletir a reducdo da condutancia estomatica, limitagdes

estomaticas e alteracdes do aparelho fotossintético.

Correlacao entre variaveis fisiologicas

Visando estabelecer se as varidveis fisiologicas estdo correlacionadas foi realizada analise de
correlacdao de Pearson cujos resultados estdo configurados na tabela 1.
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Tabela 1. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre Fotossintese (A), Transpiragdo
(E), Contetdo relativo de agua (CRA), Resisténcia estomatica (Rs) Potencial hidrico
do antemanhd (Wam), Potencial hidrico do xilema foliar (¥x), Condutancia
Estomatica (gs), e condutividade hidraulica (KL) de C. grandiflora Splitz., nos
tratamentos, controle e alagado por 28 dias.

Tratamento Variaveis fisiologicas
A CRA E Rs
Yam -0,343™  -0,145™  -0,233™  0,197™
Px 0,014 0,075 0,020™ 0,217
Controle gs 0,118 0,211™ 0,048  -0,996"
Ky 0,155™ 0,005™ 0,061™ -0,765"
Pam 0,741" 0,793 0,773 -0,772"
Alagado Px 0,866" 0,685 0,8817" 0,771
gs 0,895 0,799™ 0,955 -0,934"
K. 0,846 0,655 0,848" 0,729

* significativa a 5% (p<0,05)
** significativa a 1% (p<0,01)

Nas plantas controle foi verificada correlacdo negativa em nivel de 1% (p < 0,001) entre
resisténcia estomatica, condutividade hidraulica e condutancia estomatica. Nas plantas alagadas
houve significativa interacdo positiva entre A, CRA, E, WYam, ¥x, gs e K| e, significativamente
negativa com a resisténcia estomatica (Tabela 1), Taiz e Zeiger, (2013), afirmam haver uma
correlagdo positiva entre a gs € E, desse modo assim, a diminuigdo do Wx no tecido foliar, pode ter
causado o fechamento estomatico e, consequentemente, a reducdo da gs (Figura 4: C), que
diretamente influenciou na diminui¢do da E (Figura 4: D) em C. grandiflora. Horchani et al.
(2010) e Martinazo et al (2013) correlacionaram a reducdo das taxas trasnpiratorias, devido a
diminuicdo da condutancia estomatica, respectivamente em S. lycopersicum e P. salicina expostas
a anoxia. A interacdo significativamente positiva da condutancia hidraulica com a fotossintese,
conteudo relativo de agua (Figura 3: C) e transpiragdo (Figura 4: D) , e significativamente
negativa, com a resisténcia estomatica (Figura 4: A) permite indicar que a diminui¢ao da Kv pode
ter influenciado na redugao do potencial hidrico do xilema foliar, e no fechamento estomatico de

C. grandiflora.

Altura do caule, nimero de folhas diAmetro do caule, area foliar, comprimento da raiz,
comprimento e diAmetro de raizes adventicias, e area de lenticelas hipertroéficas.

Como esperado, no primeiro dia os dois tratamentos apresentaram valores similares, ndo

diferindo um do outro (Figura 5: A-H), nas medi¢des aos 7, 14, 21 e 28 dias, as plantas
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controle apresentaram aumento continuo de numero de folhas (Figura 1A), altura do caule
(Figura 2B), didmetro do caule (Figura 3C), area foliar (Figura 4D), comprimento de raizes
(SE), esses parametros foram continuamente inferiores nas plantas (A) nessas mesmas fases
experimentais, todavia, o didmetro do coleto ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. As plantas alagadas apresentaram valores superiores de crescimento de raizes
adventicias (Figura 3F), didmetro das raizes adventicias (Figura 3G) e formagao de lenticelas
hipertréficas (Figura 3H). O numero médio de folhas no regime controle e alagado foi de
25,44 e 21,15 respectivamente, as plantas alagadas apresentaram decréscimo de valores da
ordem de -8,93%, -17,19%, -27,40% ¢ -32,72% em relagdo aos tratamentos controle aos 7,14,
21 e 28 dias. Os valores médios das alturas dos caules das plantas controle e alagadas foi
expressa em 34,29 cm e 28,22 cm, as plantas alagadas exibiram decréscimo de altura em
valores de -9,17%, -24,08%, -24,13% e -33,26%, respectivamente menores que as plantas
controle, aos 7, 14, 21 e 28 dias. Os valores do didmetro do caule apresentaram valores que
demonstram ndo haver diferenga significativa entre os tratamentos, aos 28 dias as plantas
controle apresentaram 1,07 cm contra 1,09 cm das alagadas. A érea foliar apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos com valores médios respectivamente nas plantas
controle e nas alagadas de 2.068,79 cm2 nas plantas controle e 1.644,80, as plantas alagadas
exibiram valores percentuais de decréscimo da ordem de -9,68%, -30,38%, -31,11%, -32,02%
em relacdo 4s plantas controle, respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias. As plantas controle e
alagadas apresentaram valores médios de comprimento de raizes de 45,03 cm e 38,07 cm, as
plantas alagadas apresentaram decréscimos continuos de comprimento de raizes quando
comparadas com as plantas alagadas, da ordem de -13,95%, -22,18%, -21,51% e -19,74% aos
7, 14, 21 e 28 dias. Em contraposi¢do aos valores de baixo crescimento acima expressado, as
plantas alagadas apresentaram em relacdo s plantas controle ganhos percentuais médios de
comprimento de raizes adventicias em 19,49%, 20,25%, 31,80% e 53,85%, e, em didmetro de
raizes adventicias, em 23,89%, 37,12%, 65,76% e 62,43% respectivamente aos 7,14, 21 e 28
dias, em todas as fases alagadas as plantas estressadas apresentaram formacao de lenticelas
hipertroficas com valores médios de 21,64 cm2, as plantas alagadas apresentaram rachaduras
caulinares logo acima da formagdo de lenticelas hipertroficas, as plantas controle nao

apresentaram formacao de lenticelas hipertroficas ou rachaduras caulinares.
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Figura 5. Ntimero de folhas (NF: A), Altura do caule (HC: B), Didmetro de coleto (DC: C), Area foliar (AF: D),
Comprimento das raizes (CR: E), Area de lenticelas hipertroficas (ALh: F), Comprimento de raizes adventicias
(CR.: G), Diametro das raizes adventicias (DR,: H) de C. grandiflora submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28
dias de alagamento (0) e controle (®). As barras verticais representam o desvio-padrdo das médias e as letras

representam teste de Tukey (p<0,05)
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Corroborando com o encontrado neste trabalho para C. grandiflora, Silveira et al (2015)
estudando S. membranifolia submetidas ao alagamento encontraram aumento continuo de
altura, numero de folhas e ramos das plantas controle ao logo do periodo experimental de 90
dias, ao final do experimento observaram uma expressiva reducdo dos valores médios de
altura e do numero de folhas nas plantas alagadas, porém, ndo observaram diferenga
significativa no crescimento em didmetro do coleto. Andrade (1999), Casimiro (2006) e Lira
et al (2013) trabalhando com G. Americana, C. glandulosa, e L. sericeus respectivamente,
observaram redu¢do no incremento em altura em condi¢do de alagamento, nesta ultima os
autores registraram que a altura sofreu redugdo de 65,07% aos 90 dias, e que o alagamento
ndo afetou o numero de folhas até os 75 dias de experimento. Em G. spruceana submetidas a
90 dias de alagamento apresentaram valores médios de crescimento relativo, menores que o
tratamento controle, nos parametros didmetro (0,0035 mm.mm” / 0,0023 rnm.mm‘l), em
altura (-36%), as taxas de crescimento absoluto em diametro do coleto apresentaram valores
inferiores em 46%, os indices de ganho foliar foram -4,00, as taxas de crescimento absoluto
em altura apresentou reducao de 46%, o valor em ganho foliar foi 68% menor (GONCALVES
et al, 2013), Martinez et al (2011) encontraram para H. crepitans submetidas a 90 dias de
alagamento diminuicdo da taxa crescimento em altura, redu¢do do numero de folhas de até
76%, reducdo da area foliar de até 32%, todavia o diametro do coleto ndo sofreu interferéncia
do alagamento, entretanto Lenhard et al (2010) estudando o crescimento de C. férrea
submetidas a vérios tratamentos inclusive alagado ndo encontraram interacdo significativa
entre os dias de tratamentos e a disponibilidade de dgua, para as caracteristicas didmetro do
colo, teor relativo de agua, area foliar, area foliar especifica, taxa assimilatdria liquida, taxa de
crescimento relativo e peso especifico da planta, em outro experimento similar, Batista et al
(2008) observaram reducdo na altura e area foliar, todavia ndo provocou efeito sobre o
didmetro da base de C. Pachystarchya sob alagamento. MIELKE et al., (2003) estudando
plantulas de G. americana submetidas ao alagamento, durante 63 dias, observaram uma
diminuicdo de 30% tanto em altura como em numero de folhas, todavia, ndo foram
observadas diferencas para o diametro do coleto, entretanto, em outro experimento, MIELKE
et al., (2005) estudando plantulas de A. glabra alagadas por 56 dias, ndo verificaram
diferencas em altura e numero de folhas. Oliveira; Joly (2004) estudando C. brasiliensis
encontraram como sintomas de estresse ao alagamento reducdo de altura e de quantidade de
folhas, todavia o crescimento em didmetro das plantas alagadas foi superior ao das plantas
controle. Em C. grandiflora ndo houve paralizacdo de crescimento, todavia, evidenciou-se

uma reducdo geral de crescimento nas alagadas sugerindo ser essa estratégia, uma forma de
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economizar energia, contribuir para o equilibrio metabolico, e permitir uma expressdo de

mecanismo de tolerancia da espécie ao alagamento.

Correlacio entre Variaveis ambientais, fisiologicas e morfoldgicas.

Nas plantas controle registrou-se forte correlagdo de gs com K a 1% (p<0,01), e a 5% (p<0,05)
com o numero de folhas, entre gs e Tar a 5%, e correlacdo significativa indireta a 5% entre a
area foliar e Wx, ndo hove interacdo significativa entre as demais variaveis. Nas plantas alagadas
a condutancia hidraulica, apresentou correlagdo significativa a 1% com A, E, ¥x e gs, no entanto
o numero de folhas e altura do caule apresentou forte correlacdo negativa com essas mesmas
variaveis. A area foliar apresentou correlagdo negativa em nivel de 1% com E, e em nivel de 5%
com A, ¥x e gs, o comprimento das raizes tem forte correlacdo negativa com E, e a raiz

adventicia apresenta relacdo negativa com A, em nivel de 5%.

Nos dois regimes hidricos ndo houve correlacio significativa entre o DPVfae A, E, ¥x e gs (tabela
2). A falta de correlagdo do DPVf permite sugerir que o fechamento estomatico esteja
relacionado a fatores endogenos (bioquimicos), bem como na variacdo hormonal, entre as altas
concentragdes de etileno ¢ o aumento de producdo de ABA nas folhas. Para Mielke; Schaffer
(2010) alteracdes nas taxas de assimilagdo de carbono em plantas alagadas podem estra
relacionadas tanto ao fechamento estomatico, como modificacdes na atividade de enzimas
envolvidas no processo de carboxilizacao e degradagao de pigmentos, no entanto Gongalves et al
(2013) indicaram as limitagdes estomaticas como responsaveis por exercer influencia

preponderante nas taxas de assimilacdo de carbono em plantas alagadas de G. Spruceana.

Em P. mariana e L. laricina submetidas a 34 dias de alagamentom, Islam e Macdonald (2004)
observaram redug@o significativa na condutividade hidraulica em relagdo as plantas controle,
vinculando a redugdo da gs & diminui¢ao da condutividade hidraulica da raiz. Respostas em L.
laricina, permitiram observar a retomada da condutividade e da condutancia estomatica nas
plantas alagadas, chegando ao final de 6 meses de experimento, em valores proximos aos das
plantas controle, os autores concluiram que a manutengdo do equilibrio entre a perda de agua e
captacao de agua requer ajustes na condutancia hidraulica do tecido, sendo que a maior parte da
regulacdo dindmica da Kvr da raiz tem sido atribuida ao fluxo de dgua pela membrana celular,
regulado pelas aquaporinas que aumentariam com o surgimento das raizes adventicias (CALVO-

POLANCO etal. , 2012),
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Tabela 2 — Coeficiente de correlagdo de Pearson entre Fotossintese (A), Transpiracdo (E), potencial
hidrico do xilema foliar (¥x), Condutancia estomatica (gs), Umidade relativa do ar (UR), Radigdo
fotossinteticamente ativa (RFA), temperatura do ar (Tar), Temperatura da folha (Tfol), Déficit de pressdo
de vapor entre folha e ar (DPVfa), condutividade hidraulica (Kr), Altura do caule (HC), comprimento da
raiz (CR),e Area da folha (Af) de C. grandiflora Splitz., nos tratamentos controle e alagado por 28 dias.

Tratamento Variaveis ambientais, fisiologicas e morfologicas
A E Px Gs

UR 0,296™ -0,080"™ 0,366™ 0,031™
RFA -0,182™ 0,238™ 0,524" 0,208™
Tar 0,317 0,136™ 0,076™ 0,482°
Tfol 0,013™ 0,014™ 0,216™ 0,314™
DVPfa 0,226™ 0,225™ -0,141™ -0,045™

Controle KL 0,144 0,066™ -0,007™ 0,751
NF 0,203" 0,100™ -0,368"™ -0,464"
HC -0,097" 0,028" -0,379™ -0,381™
CR -0,111™ 0,050° -0,142™ -0,248"™
CRa 0,153" 0,005"™ 0,012 -0,114™
AF 0,073™ 0,06™ -0,415" -0,272"
UR 0,461° 0,601"" 0,430 0,580"
RFA 0,287™ 0,231™ -0,149"™ 0,126™
Tar 0,367" 0,238™ 0,417 0,169™
Tfol 0,522 0,474" 0,528"" 0,402
DVPf 0,001™ -0,055" 0,301™ -0,067™

Alagado KL 0,834" 0,845 0,966"" 0,889
NF -0,722" -0,610” -0,778" -0,654"
HC -0,745" 0,725 -0,756" 0,747
CR -0,430" -0,507" -0,423" -0,504"
CRa 0,419 -0,296"™ -0,252" -0,250™
AF -0,451" -0,407" -0,505" -0,497"

* significativa a 5% (p<0,05)
** significativa a 1% (p<0,01)

Massa Seca das raizes, Massa Seca do Caule, Massa Seca das Folhas e Massa Seca Total.

A massa seca das raizes apresentou valores médios das plantas controle e plantas alagadas na
ordem de 17,56 g e 1591 g respectivamente, onde restou evidenciado diferencas
significativas entre os tratamentos e entre os tempos aos 21 e 28 dias da ordem de -18,66% e -
23,58% de decréscimo das plantas alagadas em relagdo 4s controle. A massa seca do caule
apresentou valores médios de 5,17 g e 4,60 g entre as plantas controle e alagadas
respectivamente, houve reducdo significativa entre os tratamentos e tempos, havendo

percentuais de reducdo de massa das alagadas em relagdo as plantas controle da ordem de -



56

7,58%, -11,89%, -21,35% e -5,13%, respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias, havendo um
declinio acentuado na perda de massa aos 28 dias, todavia, mesmo em pequeno percentual as
plantas alagadas apresentaram incremento de massa ao longo do experimento. A massa seca
das folhas apresentou valores médios de 21,28 g e 18,20 g respectivamente nas plantas
controle e nas controladas, registrou-se diferenga significativa entre tempos e tratamentos nos
dias 7 (-12,05%), 14 (-31,75%) e 21(-20,23%), ao final do tratamento os valores tenderam a
se estabilizaram e apresentaram diferenga percentual entre o controle e alagadas de -1,62%. A
massa seca total apresentou valores médios de 44,00 g e 38,71 g nas plantas controle e
alagadas, que representa uma variacao de 12,04 %, as plantas alagadas exibiram diferenca de
valores significativos entre os dois tratamentos, com decréscimos continuos de valores das
alagadas na ordem de -5,10%, -16,85%, -19,77%, e 11,79% respectivamente aos 7, 14, 21 e
28 dias.
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Figura 6. Massa Seca das Raizes (MSR: A), Massa Seca do Caule (MSC: B), Massa Seca das Folhas (MSF: C),
Massa Seca Total (MST: D) de C. grandiflora submetidas continuamente a 0, 7, 14, 21 ¢ 28 dias de alagamento
(o) e controle (®). As barras verticais representam o desvio-padrio das médias e as letras representam teste de
Tukey (p<0,05)
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A proliferacdo de raizes secundarias e adventicias sdo fortes indicadores de que podem ter
contribuido para o aumento da biomassa total dos tecidos registradas neste trabalho em C.
grandiflora, outros autores registraram tanto aumento quanto reducdo de biomassa, como a
reducdo da massa seca do sistema radicular em B. gasipaes e R. palustris (CARVALHO e
ISHIDA, 2002; CHEN et al., 2011), concordando com a tendéncia de redugdo de biomassa
emplantas alagadas, Lira et al (2013) estudando plantas alagadas de L. sericeus encontraram
aos 30 dias de experimento, reducdo na massa seca da raiz, e redu¢do da massa seca da parte
aérea aos 15 dias, a partir dos 30 dias ndo foram mais observadas diferencas entre os
tratamentos, Zanandrea et al. (2010) estudando o efeito do alagamento em plantas de S.
virgata, observaram maior producdo de massa seca de folhas e raizes quando submetidas ao
alagamento das raizes, todavia, Silveira et al. (2015) registraram redu¢do no niimero de
folhas a partir dos 24 dias de alagamento nas raizes, que também justificaria também a

reducdo da massa seca desse tecido.

Percentual de biomassa de raiz, e biomassa da parte aérea

A média percentual alcangada na biomassa de raiz (MSR), caule (MSC) e folhas (MSF)
correspondeu respectivamente a 39,75%, 11,76%, e 48,49% da biomassa total, no alagamento
os percentuais foram 41,19%, 11,87% e 46,94%. Relacionando os percentuais de MSR e
MSPA (MSC+MSF) em relacdo 4 MST, obteve-se a média entre os tratamentos, na alocacao
de biomassa das plantas controles de 44,61 % (MSR) e 55,21 % (MSPA), contra 41,19%
(MSR) e 58,83%(MSPA) nas alagadas. Ao final do experimento as plantas controle
apresentaram uma evolugdo de 13,85% de alocacdo percentual de MSR, nas plantas alagadas
a alocagdo de biomassa a MSR apresentou declinio de 39,44% para 38,65% e evolucdo em

MSPA, de 60,49% para 61,41% (Figura 7: A, B)

A razdo MSR/MSPA nas plantas controle apresentou o valor médio de 0,82 e de 0,63 nas
alagadas. Comparando o inicio e final do experimento a relagdo MSR/MSPA nas plantas
controle evoluiu de 0,65 para 0,82 e nas plantas alagadas houve ligeiro declinio, de 0,65 para

0,63.
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Figura 7: Comparativo percentual de Massa Seca da Raiz (MSR) e Massa Seca da Parte Aérea em relagdo 4
Massa Seca Total de plantas de C. grandiflora submetidas continuamente a 0, 7, 14, 21 e 28 dias de controle (C):
colunas de areas escuras e alagamento (A): colunas de areas cinza. Letras maiusculas (regime hidrico) e letras
minusculas (tempo de alagamento) iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05), barras representam
o erro padrdo da média de cinco repeti¢des.

Lira et al (2013) investigando L. sericeus por 63 dias, encontraram no tratamento alagadas
uma razao massa seca raiz/parte aérea de 0,35 e 1,10 nas plantas controle aos 90 dias, em G.
americana submetidas a 90 dias de alagamento houve reducdo de porcentagem de biomassa
da raiz e folhas, e aumento do caule, todavia, Ghanbary et al. (2012), trabalhando com plantas
jovens de A. subcordata, verificaram aumento significativo na razdo massa seca raiz/parte
aérea das plantas alagadas em relacdo ao controle, contrariamente, Oliveira e Joly (2010)
constataram em plantas de C. brasiliense (Clusiaceae) a redugdo da razdo raiz/parte aérea aos
90 dias ap6s de alagamento. Comparando-se ao primeiro dia do tratamento, aos 7 e 14 dias
houve variagdo nos percentuais e razdo de MSR e MSPA nos dois regimes hidricos, as plantas
controle apresentaram reducdo de MSR de 39,18% para 38,9% e 37,44%, e consequentemente

maior alocagdo de biomassa em MSPA, a relacio MSR/MSPA reduziu de 0,65 para 0,64 e
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0,60, ao final do experimento essa relagdo evoluiu para 0,82, contrariamente, nas plantas
alagadas o percentual de MSR evoluiu de 39,44% (dia 1) para 39,44% e 42,79%,
consequentemente a razdo MSR/MSPA evoluiu de 0,65, para 0,75 e 0,85, ao final do
experimento a relagdo declinou para 0,63. Essas alteracdes de aloca¢do de biomassa em C.
grandiflora pode ser explicado pela necrose de raizes, na emissdo de raizes adventicias em
ambos regimes hidricos, e pela formacdo de lenticelas hipertroficas nas alagadas, que
provavelmente contribuiram na captacdo de oxigénio para as raizes, permitindo a realizagdo
de reagdes metabdlicas, liberagdo de substancias toximas, e na expansdo dos tecidos de

crescimento da parte aérea e das raizes.

CONCLUSAO

Ap6s os resultados e discussdo respondemos aos questionamentos: Plantas de 1 ano de idade
de C. gradiflora sdo tolerantes ao alagamento? O crescimento e a biomassa de C. gradiflora é
afetado pelo alagamento? Plantas de 1 ano de idade de C. gradiflora desenvolvem
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e morfo-anatdmicos, que permitam tolerar as

condigdes de alagamento?

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o alagamento produziu em C.
grandiflora mecanismos para combater ao estresse produzido, que se manifestaram pela
reducdo geral do crescimento, da biomassa e das trocas gasosas, esses mecanismos
proprocionaram plena tolerancia, e podem também estar relacionados ao tempo de exposi¢cao
a esse tipo de estresse, vez que, apos os primeiros tempos de alagamento aos 7, 14 e 21 dias,
exibiram diminui¢do gradual dos efeitos de reducao, e tenderam a se estabilizar 4 partir dos 28

dias de alagamento.

C. grandiflora exibiu plena tolerancia ao alagamento de 28 dias, apresentou taxas de
crescimentos e de biomassa em niveis menores que as plantas controle, todavia, demonstrou

plena capacidade para continuar crescer e acumular biomassa.
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CAPITULO 3

METABOLISMO DO CARBONO E NITROGENIO DE C(lusia grandiflora Splitz.
SUBMETIDAS A ANOXIA

RESUMO

Visando elucidar aspectos da tolerancia a anoxia de Clusia grandiflora Splitz. plantas de 1
ano de idade foram submetidas a 28 dias de inundag¢do das raizes, sob dois tratamentos,
controle (C) e inundagdo da raiz (A), aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram avaliados: Potencial
hidrico de antemanha (Wam), potencial hidrico do xilema foliar (‘¥x), conteudo relativo de
agua (CRA), transpira, condutividade hidraulica (Ky), concentracao de nitrato (CN), atividade
da redutase do nitrato (ARN), amoénio livre (AM), glutamina sintetase (GS), aminoacidos
soluveis totais (AST), proteinas soluveis totais (PST), amido, prolina, glicina betaina (GB),
alcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase (LDH), concentragdo de amido (CA),
sacarose (AS) e carboidratos soluveis totais (CST) na raiz e na folha. Houve reducdo continua
e significativa do Wx, Wam e K nas plantas alagadas. Nas folhas das plantas alagadas, as
varidveis bioquimicas CN, CAL, GS, PST, e CA reduziram significativamente, enquanto
AST, PRO, GB, LDH, ADH, SA E CST cresceram significativamente. Nas raizes o
alagamento aumentou acentuadamente os teores de AST, PRO, GB, LDH, ADH, CA, SA, e
CST. Nas plantas alagadas evidenciou-se correlagdo significativamente positiva entre prolina
da folha e da raiz com AST, LDH, ADH, SA, CST, e GBr, com excecao de SA ¢ LDHr essas
mesmas substancia apresentaram, correlagdo inversa com as concentracdes de amido. As
concentragdes de amido apresentaram correlagdo positica com CN, CAL, GS, PST, no entanto
essas mesmas substancias apresentaram correlagdo negativa com a prolina de folha e raiz.
Registrou correlagdo significativa entre a RN das folhas controle com as alagadas. Os
resultados permitem sugerir que as plantas de 1 ano de idade de C. grandiflora foram capazes
de tolerar o periodo em que foram submetidas ao alagamento.

Palavras-chave: Trocas gasosas, amido, prolina, dlcool desidrogenase, carboidratos soliveis
totais.



71

ABSTRACT

To elucidate aspects of anoxia tolerance of Clusia grandiflora Splitz. 1 year old plants were
subjected to 28 days of flooding of the roots under two treatments: control (C) and flood the
root (A), at 0, 7, 14, 21 and 28 days. Were evaluated: water potential of predawn (Yam), the
foliar xylem water potential (Wx), relative water content (CRA), sweats, hydraulic
conductivity (KL), nitrate concentration (CN), nitrate reductase activity (NRA ), free
ammonium (AM), glutamine synthetase (GS), total soluble amino acids (AST) and total
soluble proteins (PST), starch, proline, glycine betaine (GB), alcohol dehydrogenase (ADH),
lactate dehydrogenase (LDH), starch concentration (CA), sucrose (AS) and total soluble
carbohydrates (CST) at the root and leaf. There was continuous and significant reduction in
¥x, Wam and KL in flooded plants. The leaves of flooded plants, the biochemical variables
CN, CAL, GS, PST, and CA reduced significantly, while AST, PRO, GB, LDH, ADH, SA
AND CST grew significantly. Roots flooding sharply increased AST levels, PRO, GB, LDH,
ADH, CA, SA, and CST. In the flooded plants showed significantly positive correlation
between proline leaf and root with AST, LDH, ADH, SA, CST, and GBR, except for SA and
LDHr those same substance presented, inverse correlation with the starch concentrations. The
starch concentrations showed positica correlation with CN, CAL, GS, PST, however these
same substances were negatively correlated with proline leaf and root. Recorded significant
correlation between the RN leaves control with flooded. The results suggest that the plant 1
year old C. grandiflora were able to tolerate the period in which they were subjected to
flooding.

Keywords: Gas exchange, starch, proline, alcohol dehydrogenase, total soluble
carbohydrates.
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INTRODUCAO

Beneficiada por condigdes climaticas favoraveis de iluminagdo, temperatura e regularidade de
chuvas, a floresta Amazonica destaca-se como o bioma de maior riqueza do Brasil e do
mundo, muitas regides dessa floresta se destacam por alteragdes sazonais da disponibilidade
de agua do solo. Nesse particular as areas quando secas ou inundadas desempenham papel
importante na dindmica ambiental dos ecossistemas, que ird repercutir no desempenho,
disponibilidade e qualidade da flora e fauna, todavia, além da agua, outros fatores sao
relevantes quando se avaliam variagdes sazonais como a temperatura (LEMOS-FILHO, 2000),

umidade (MIRANDA et al.,, 2011) e a disponibilidade de luz.

O alagamento do solo exerce profundo efeito nos organismos que nele habitam, especialmente
nas plantas, por serem sésseis (PIEDADE et al., 2000), elimina os espagos ocupados pelo ar,
limitando as trocas gasosas com a atmosfera podendo criar no solo um ambiente de baixa
disponibilidade, ou auséncia de O2, assim, como respostas fisiologicas ao alagamento, as
plantas tendem a mobilizar reservas para suprir a demanda de carbono necessario para a
manuten¢cdo do metabolismo, diminuicdo geral do potencial de crescimento e formagdo de
estruturas anatdmicas adaptativas, cujos resultados serdo influenciados pelas interagdes nas
condi¢des ambientes de CO, e temperatura, para Marenco & Lopes, (2005) a intensidade
luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO2, o teor de nitrogénio da folha e a umidade do

solo sdo fatores que afetam a atividade fotossintética dos vegetais.

As plantas que toleram inundacdes periddicas necessitam readaptar seu metabolismo e ciclo
de vida modificando a via respiratoria de forma a suportar as alteragdes entre condi¢des
aerobicas e hipdxicas ou até mesmo anodxicas, impostas pelo alagamento (KOZLOWSKI,
1997; LIAO, LIN, 2001, DAT et al., 2004), sofrem queda imediata na respiracdo das raizes,
tanto em plantas tolerantes como nas intolerantes, provocando inibi¢do da atividade

metabolica e, consequentemente reducao na producdo de ATP (LIAO; LIN, 2001).

Alguns compostos contribuem para o ajustamento do potencial osmético como o acumulo de
aminoacidos soluveis e sacarose (MERCHANT et al., 2010), carboidratos soltiveis (ISLAM;
MACDONALD, 2004; HENRIQUE et al.,, 2010; BERTOLDE et al., 2012), prolina ¢ a
glicina-betaina (OLIVEIRA NETO, 2010), especialmente no citoplasma, reduzem o potencial

osmotico das células do tecido foliar, e consequentemente o seu potencial hidrico (JALEEL et
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al., 2007) contribuindo para a manuten¢do do turgor celular, como os ajustes no metabdlismo
celular que contribuem para manutencdo da turgéncia celular, via acumulo de substancias
organicas. Silva et al (2004) citam a prolina, que contribui para a osmorregulacdo, Silveira et
al, (2015) evidenciaram que plantas de S. membranifolia aumentaram o consumo de
carboidratos, expressos pelos maiores valores de AST na imersdo parcial e degradacdo de
amido, ja para Kreuzwieser et al. (2004), a principal caracteristica de tolerancia contra
enchentes e alagamentos de arvores parece ser o fornecimento regular de carboidratos para as
raizes. Oliveira Neto (2010) observou aumento significativo da prolina e glicina-betaina em
raizes e folhas das plantas jovens de H. courbaril, todavia, Alves et al (2012) verificaram

reducdo desses compostos em raizes e folhas de plantas jovens de 7. serratifolia.

Foi relatado que a prolina atuaria na estabilizagdo de membranas e estruturas subcelulares,
fonte de carbono e nitrogénio (SILVA-ORTEGA, et al., 2008)., e a glicina-betaina seria
importante para formar moléculas de piruvato e compostos ligados a sintese de hormdnio,
como por exemplo, o etileno, além de servir como fonte de cabono (MUNOZ-CLARES;
VELASCO-GARCIA, 2004). Como consequéncia da diminui¢do ou parada da respiracao
aerdbia e nesta circunstancia, as vias fermentativas como as fermentacdes latica e alcoolica
sdo ativadas e as atividades das enzimas 4lcool desidrogenase (ADH) e lactato desidrogenase
(LDH) sao induzidas para sustentar a glicolise e compensar a baixa producao de ATP (SATO
et al., 2002), conforme comprovado em Melaleuca cajuputi Powell (KOGAWARA et al,,
2006), Himatanthus sucuuba Wood (FERREIRA et al., 2009) e 7. serratifolia (ALVES et al.,
2012). A inducdo da sintese de diversas proteinas em plantas submetidas a deficiéncia de
oxigénio, ¢ associada a glicolise e a fermentacdo (SAIRAM, et al., 2008), que permitem
superar a deficiéncia de oxigénio, sintetizando polipeptideos anaerébicos (ADH e LDH) como
forma de compensar a deplecdo de proteinas aerdbicas (ZABALZA et al, 2009). O
alagamento pode reduzir a atividade do nitrato redutase (ALLEGRE et al., 2004; ALVES et
al., 2012) e glutamina sintetase (HORCHANI; ASCHI-SMITI., 2010; ALVES et al., 2012),

influenciando no balango de nitrogénio total e de diversos aminoéacidos (LIAO; LIN, 2001).

Para Horchani; Aschi-Smiti., (2010) a glutamina sintetase parece exercer um importante
controle na concentragdo de NH4+ e a sua inibicdo podera resultar em acimulo deste ion,
podendo assim causar a morte da planta, Silveira, et al, (2015) estudando o alagamento de S.

membranifolia, concluiram que os teores de agucares soluveis totais, redutores e amido foram
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significativamente inferiores nas plantas alagadas e totalmente alagadas, tanto nas folhas

quanto nas raizes.

O ambiente hipoxico ou andxico induzem que as plantas respondam com maior ou menor
eficiéncia 4 baixa disponibilidade de O, (ARMSTRONG, 1994) em fungdo de caracteristicas
proprias, algumas espécies demonstraram ter relativa tolerdncia ao alagamento como,
Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore (ARRUDA, 2004), C. pachystachya Trec.
(BATISTA et al, 2008), H. courbaril L. (OLIVEIRA NETO, 2010), H. crepitans L.
(MARTINEZ et al., 2011), S. membranifolia (SILVEIRA et al, 2015), outras tiveram seu
crescimento ou até¢ mesmo sua sobrevivéncia comprometida quando alagadas, S. parahyba
(Vell.) S.F. Blake, (COSTA et al., 2006), A. sellowiana Cham. (MEDRI et al., 2012) ¢ T.
serratifolia (Vahl) Nicholson (ALVES, et al, 2012).

Clusia grandiflora Splitz, pertence a familia Clusiaceae, ¢ conhecida pelo nome vulgar cebola
brava, ¢ uma espécie do tipo heliofita, semidecidua, arvore lactescente, pioneira, perene
podendo alcangar 20 m de altura. A espécie se distribui na bacia amazdnica
predominantemente em areas de restinga, cujo solo ¢ rico em areia e pobre em nutrientes,
sendo facilmente encontrada em terra firme, nas dunas ou habitando pequenas areas alagadas,
com duragdo permanente ou por cerca de seis meses. A espécie desperta grande interesse no
paisagismo, recuperacdo de 4reas degradadas, propriedades medicinais, producdo de
biomassa, e pelo valor fitoterapico atribuido a seu latex (VAN DEN BERG, 1984), das flores
extrai-se uma resina amarela-avermelhada, muito aromatica, usada com banha de cacau, para
curar as rachas do bico do peito, as flores e frutos, também sdo indicadas para combater a

tosse.
O objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas ecofisiologicas e metabolicas de plantas de 1

ano de idade de jovens de C. grandiflora Splitz, em condigdes de anoxia.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo e instalacio do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de 03/03/2013 a 30/07/2014, inicialmente em casa
de vegetacdo do horto de plantas medicinais da Embrapa Amazonia Oriental (48°26°45”W e
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1°26°31”S), sob condigdes de campo, onde foi realizada a semeadura, emergéncia, € o
envasamento das espécies em potes de 1,3 m3, apos 4 meses foram transplantadas para vasos
plasticos de 12 1, posteriormente foram levados para a casa de vegetagdo do Laboratorio de
Solos da Universidade Federal Rural da Amazdénia — UFRA (01° 28 03”'S, 48° 29°18”W),
para aclimatagdo por 90 dias. As sementes foram coletados de 20 frutos, que apresentaram
média de 121 sementes/fruto, oriundos de 10 de arvores de C. grandiflora situadas ao acaso,
na restinga do Crispim (00°37'06" a 00034'42"S e 47°40'24" a 47°38'00" W), localizada
proximo da praia do Crispim, municipio de Marapanim, distante 86 km de Belém capital do

Para, Amazonia, Brasil.

As sementes foram lavadas em 4gua corrente, em seguida submetidas 4 tratamento fungicida
por imersdao em NaClO por 2 minutos, em seguida lavadas em 4gua corrente e semeadas em
bandejas com tubetes de polietileno de 40 mm x 140 mm, submetidas a 4 substratos, casca de
castanha do Brasil triturada (CCPT), areia lavada (AL) esterilizada com agua 4 100 ° C,
carocgo de acai triturado (CAT), e terra preta (TP) peneirada, com delineamento experimental
de 1 x4 x 100 (1 espécie x 4 substratos x 100 sementes) sendo mantido em condigdes de casa
de vegetagdo durante todo o seu desenvolvimento, com irrigacdes didrias e temperatura e

umidade relativa do ar em média respectivamente de 30,83 =2 °C e 77,79 + 4 %.

Apbs a aclimatacdo as plantas foram submetidas a dois tratamentos hidricos: 1) Controle (C),
irrigadas diariamente mantendo o substrato proximo a capacidade de campo, e 2) alagadas
(A), com manuten¢do de lamina d’agua de cerca de 5 cm acima do nivel do substrato, os
baldes das plantas foram instaladas individualmente sobre baldes vedados, de maior
capacidade e altura. Foram efetivadas 5 medi¢des, aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, com cinco
plantas por tratamentos, perfazendo 50 unidades experimentais. A 4gua dos vasos sob
alagamento foi trocada a cada medicdo, para evitar potenciais interferéncias, que viessem a
modificar o efeito da disponibilidade de oxigénio, ou de promoverem alteragdes oxido
redutivas inerentes a presenca dos solos alagados. Todos os vasos foram instalados ao acaso,

com distancia de 50 cm para evitar possiveis interagdes entre plantas.

Variaveis avaliadas

Ambientais e Biofisicas: As varidveis ambentais Temperatura do ar (Tar), temperatura

maxima (Tmax), Umidade relativa do ar (UR) e radiagdo fotossiteticamente ativa (RFA)
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foram obtidos por temomehigrometro digital dotado de data logger, as variaveis biofisicas,
Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs) foram obtidas por meio do
aparelho IRGA (Infra-red Gas Analyser/ADC equipaments - mod. LCi 6400, Hoddesdon,
UK) no horario de 09:00 — 10:00h, o potencial hidrico antemanha (¥ ,,) e potencial hidrico
do xilema (Wx) foram obtidos respectivamente, entre 4:30 e 5:30 h, e 09:00 h e 10:00 h por
meio de uma bomba de pressao do tipo Scholander (m670, Pms Instrument Co., Albany,
USA), conforme descrito por Pinheiro et al. (2007), como amostras foram avaliadas folhas
maduras e completamente expandidos, do terceiro par contados a partir do apice. A
condutividade hidraulica foi calculada de acordo com Hubbard et al. (1999) ¢ Donovan et al.
(2000): Kr = (gs x DPVfa) / ( Yam — ¥x ), e o Conteudo relativo de agua (CRA) foi
determinado entre 04:00 e 05:00h em cada coleta. Foi utilizado o método segundo Slavick
(1979): foram retirados 30 discos foliares frescos (10 mm de didmetro) de cada planta, ao
acaso, através de vazador de aco-inoxidavel, determinando imediatamente a massa dos
mesmos (MF1) em balancga analitica. Em seguida os discos foram transferidos para uma placa
de Petri, contendo 35 ml de agua destilada e deixados na bancada (25° C) por um periodo de
6-7 horas. Posteriormente os discos foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso
de 4gua e em seguida pesados para determinar a massa turgida (MF2). Apos, os discos foram
colocados em sacos de papel e levados a estufa (70° C) por 24 h e posteriormente foi
determinada a massa seca dos discos (MS). Os resultados foram expressos em porcentagem,
conforme féormula abaixo: CRA = (MF1 — MS / MF2 — MS) x 100 (%), em que: MF1=
Massa fresca 1; MF2= Massa fresca 2; MS= Massa seca.

Bioquimicas

Concentracdes de nitrato (CN): Foi utilizado o método de Cataldo et al., (1975). Amostras
de 50 mg de folhas e raizes previamente liofilizadas, foram pesadas e adicionadas em tubos de
ensaio contendo 5,0 mL de 4gua destilada, e estes incubados em banho-maria por 30 minutos
a 100 oC. Em seguida, este quantitativo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e
retirado o sobrenadante. A reacdo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 puL do
extrato + 200 uL. de solug¢do de acido salicilico 5 % (p/v), em acido sulfirico concentrado.
Apos vigorosa agitacdo em agitador do tipo vortex, os tubos foram adicionados lentamente
4700 pL de NaOH 2N. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso até atingirem a

temperatura ambiente por cerca de 20 minutos.
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Ap6s este processo, foram feitas leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 410 nm. O
branco foi feito usando no ensaio dgua deionizada em substituicdo ao extrato. A concentracao
de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrdo com concentragdes crescentes de NO3- (0,
0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 umol mL- 1). Os resultados foram expressos em mmol de NO3".
kg" MS de tecido.

Atividade da Redutase do Nitrato (RN): foi utilizado o método in vivo preconizado por
Hageman; Hucklesby (1971). Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos das raizes
¢ das folhas de 0,5 cm de didmetro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio,
contendo 5 mL do tampao fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNO3 mM
e estes cobertos com papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram
evacuados com o auxilio de uma bomba de vacuo, durante 2 minutos. Posteriormente, os
tubos foram colocados em —banho-marial a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de luz.

Em tubos de ensaio tipo pirex, foram adicionados aliquotas de 1 mL de tampao fosfato + 2
mL do extrato diluido + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1 naftiletilenodiamina
dicloridrato (NNEDA) 0,02%, totalizando um volume final de 5 mL. Em seguida, os tubos
foram deixados em repouso por 15 minutos. A leitura foi no espectrofotdometro a 540 nm
contra o branco (3,0mL de tampao fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de
NNEDA, 0,02 %). O resultado da atividade da redutase do nitrato foi estimado através da
produgdo de NO2- no meio de reagdo, sendo expressa em pmoles de NO2". g MF' . h'| a

partir de uma curva-padrdo obtida com KNO2 p.a (Sigma).

Concentracdes de Amonio livre (CAL): foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das
raizes e das folhas em po, e colocados em tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de
agua destilada e levados ao banho-maria por 30 min a 100 oC. Apos a extracdo as amostras
foram centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para
obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram acrescentados 400 puL. de extrato total +
2,5 mL da solugdo A (5 g de fenol + 0,025 g de nitroprussiato de s6dio/ 500 mL de agua
destilada) e homogeneizado em vortex, acrescentando mais 2,5 mL da solucdo B (2,5 g de
NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de s6dio/ 500 mL de agua destilada) e foram agitados
novamente em vortex, levando-os ao banho-maria por 20 min a 37 oC. Apos esse periodo
foram removidos do —banho-marial e deixados em repouso por 40 min, em seguida, levados
para fazer a leitura no espectrofotometro a 625 nm e usando-se 4gua destilada (em

substituicdo ao extrato) + reagentes como branco.
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As concentragdes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com
(NH4)2 SO4 p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol de NH4"/ Kg de MS. Para
isso utilizou-se o método descrito por (WEATHERBURN, 1967).

Concentracdes de Glutamina Sintetase (GS): Foram adicionados 0,2 g de massa seca das
raizes e das folhas em p6 em 5 mL (2mL + 2 mL + 1mL/ 2 minutos cada) de tampao de
extracdo TRIS-HCI 25 mM, pH 7,6, contendo: 10 mM de MgCl2.6 H2 O + 10 mM de B-2-
mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na. Depois de trituradas, foram filtradas
em pano fino de seda e centrifugadas a 30.000 g (21.000 rpm), em centrifuga refrigerada a 0°-
4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado para posterior analise.

A reagdo foi preparada em tubo de ensaio, com 600 pL de tampao de reacdo TRIS-HCI 0,25
M, pH 7 + 200 pL de glutamato de s6dio 0,3 M, pH 7 + 200 uL. de ATP 30 mM, pH 7 + 200
uL de Mg SO4. 7H20 0,5 M + 500 pL de extrato de folhas + 200 pL de solucdo de
hidroxilamina (NH20H 1,0 M + NaOH 1,0 M na propor¢do 1:1). Foi misturado
rigorosamente, em vortex € incubado em banho-maria a 30°C, por 30 minutos. Em seguida,
foram removidos os tubos do banho-maria e adicionados 500 pL de solucdo férrica [ FeCl3.
6H20 10 % (p/v) em HC1 0,2 M + 4cido tricloroacético (TCA.) 24 % (p/v) + HCI 50 % (v/v)
na proporcao 1:1:1 ] e centrifugado em centrifuga de mesa a 7.000 g, durante 10 minutos. A
leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm, usando-se dgua destiladas + reagentes (exceto
solugdo de hidroxilamina) como branco. A atividade da glutamina sintetase (GS) foi
determinada a partir da curva padrdo de y - glutamil-hidroximato e os resultados foram
expressos mmoles de y - glutamil-hidroximato/ kg MS de tecido/hora. A atividade da
glutamina sintetase foi determinada pelo método —in vitrol segundo (KAMACHI et al.,

1991).

Concentracdes de aminoacidos soliveis totais (AST): foi determinada segundo método
descrito por Peoples et al., (1989). Foram pesados 50mg de tecido vegetal liofilizado das
folhas e raizes, e colocados em tubos de ensaio com 5SmL de 4gua deionizada, fechados
hermeticamente e incubados em banho-maria a 100°C, durante 30 minutos. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10 minutos. Apds a extracdo o sobrenadante foi
coletado e desenvolvido a reacdo para dosagem dos aminoécidos. Aliquotas de 0,1 mL do
extrato foram colocadas em tubos de ensaio e acrescidas agua destilada. Em seguida 0,250mL
de uma solugdo tamponada, pH 5,0, contendo 0.2 mol.L-1 de citrato; 0,250 mL do reagente de

ninhidrina (KCN 0,1 mmol.L-1 e ninhidrina 5% em methoxy etanol) foi adicionado. Apds
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misturar em vortex os tubos foram hermeticamente fechados e colocados em —banho-marial,
no qual permaneceram pelo tempo de 15 minutos a temperatura de 100 °C.

Em seguida, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, momento em que foram adicionados
1,5 mL de uma solu¢do de etanol 50% (v/v). Apos isso, os tubos permaneceram por 20
minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foram efetivadas leituras em
espectrofotometro, a 570nm, sendo os teores de aminoacidos livres totais, determinado com
base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de uma mistura

padronizada de L — glutamina.

Concentracdes das proteinas soluveis totais (PST): utilizou-se o método de Bradford
(1976). Foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL 100 mg de p6 da matéria seca (MS)
das raizes e das folhas em 5,0 mL do tampao de extragdo (Tris-HCI 25 mM pH 7,6). Em
seguida os tubos, devidamente lacrados, ficaram sobre o processo de agitacdo durante 2 horas
no agitador de mesa. Apods esse processo, os tubos foram centrifugados em centrifuga de
bancada (2000 rpm por 10 minutos). Em seguida, foram colocados nos tubos de ensaios 100
uL do sobrenadante apos a centrifugagdo + 2,5 mL do reagente de Bradford.

Apbs este processo os tubos manualmente foram agitados delicadamente (para ndo desnaturar
as proteinas). Com 15 min de repouso as leituras foram realizadas no espectrofotometro a 595
nm, contra o branco que encerra 100 puL de 4dgua + 2,5 mL do reagente de Bradford. As
concentragdes de proteinas soluveis totais foram estimadas a partir da curva-padrao construida

com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mg proteina/g MS.

Concentracdes de Prolina (PRO): Foram pesados 50 mg de massa seca das raizes e das
folhas (MS) em pd e, em seguida, levados para tubos de ensaio de 15 mL onde foram
adicionados 5 mL de 4gua destilada e colocados em —banho-marial durante 30 min a 100 OC.
ApoOs a extracdo, as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos em centrifuga de
bancada (1.000 rpm), logo ap6s o processo de centrifugacdo, foram retirados 1 mL do
sobrenadante coletado de cada amostra e transferido imediatamente para os tubos de ensaios,
nos quais foram adicionados + 1,0 mL de ninhidrina 4cida + 1,0 mL de acido acético glacial
(99,5%) (os tubos foram fechados hermeticamente) e agitados em vortex e colocados
novamente em —banho-marial a 100° C por 1 hora.

Em seguida, a reagdo com banho de gelo e adicionando 2,0 mL de tolueno e agitado
vigorosamente em vortex por 20 s (o tolueno extraiu a substincia cromdfora formando um

complexo colorido = roseo para vermelho). Assim que atingiu a temperatura ambiente,
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realizou-se o processo de aspiragdo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de plastico a fase
ndo-aquosa (cromoforo + tolueno = parte superior). A leitura foi efetivada em
espectrofotometro a 520 nm usando tolueno como branco. As concentragdes de prolina foram
determinadas a partir da curva-padrdo com L-prolina p.a (Sigma) e os resultados foram
expressos em pumol prolina/g MS, utilizado-se o método descrito por (BATES; WALDREN;
TEARE, 1973).

Concentracdes de Glicina Betaina (GB): Foram transferidos 25 mg de massa seca das
folhas e das raizes para tubos eppendorfs de 2 mL, sendo adicionados 2 mL de 4gua destilada
e agitado por 4 h no —shackerl a 25 oC (extracao a frio), e centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos a 25 oC, apds a centrifugacdo, foi coletado o sobrenadante para obtengdo do extrato
aquoso e descartado o precipitado. No eppendorfs de 2 mL foram adicionados 250 pL do
extrato aquoso +250 pL de H2SO4 2N (diluicdo da amostral:2) e os eppendorfs
permanecerdo durante 1h no banho de gelo (na geladeira de - 0 a 4 0C), e adicionado 200 pL
de KI-I12 gelado, mantido durante 16h a 0o C (banho de gelo na geladeira — 0 a 4 oC). O
processo de centrifugacdo foi de 15 minutos, 10.000 rpm a 0o C. Foi eliminado o
sobrenadante. Foi lavado o precipitado 2 vezes com 2 mL de H2SO4 IN gelado com
centrifugacdes por 5 minutos, 10.000 rpm, 0 oC para cada lavagem (ndo agitar enquanto
estiver lavando). Apos as lavagens, foi dissolvido o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetano
agitando vigorosamente e realizando-se dilui¢des 1:6 (dilui¢do para a curva) ou testadas
outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as amostras - a dilui¢do vai depender da quantidade de
glicina-betaina precipitada). Assim, depois de 2 a 2,5 h de descanso, as leituras foram
realizadas em espectrofotdometro a 365 nm, usando-se agua destilada + reagentes, como
branco. Durante todo o ensaio foram mantidas as amostras entre as temperaturas de 0 oC a 4
oC. Para os célculos, uma curva padrao de glicina-betaina foi preparada e os resultados foram
expressos em mmol.Kg-1 MS, sendo utilizado o método segundo (GRIEVE; GRATTAN,
1983).

Atividades da alcool desidrogenase (ADH) e¢ Lactato desidrogenase (LDH): Para a
extracdo das enzimas, os tecidos vegetais foram homogeneizados em meio extrator, com a
seguinte composi¢do em mol.m-3 : tampao Tris-HCI1 (pH 6,8), 50 ; Na+ 110; EDTA, 1;
tiamina pirofosfato (TPP), 0.5; Mg+2 , 2,5 e ditiotreitol (DTT), 2. Em seguida, foram
centrifugados a 20000 g por 10 minutos a 4 0C. Aliquotas de 100 mL do sobrenadante foram

adicionadas a mistura de incubagdo especifica para cada enzima, cujo volume final sera de 3
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mL. A mistura de incubagdo para a alcool desidrogenase foi composta em mol.m-3 por
tampao Tris-HCI (pH 8,9), 50; ditiotreitol (DTT) 2; bNAD 0,25; e 100 mL de etanol a 96%. A
reacdo foi quantificada na direcdo da oxidagdo do etanol (BERTANI et al., 1980).

A mistura de incubacdo para a lactato desidrogenase foi composta em mol.m-3 por tampao
Tris-HCI (pH 9,9), 50; glicina, 100; sulfato de hidrazina, 5; e 100 mL de lactato de sodio, 60.
A reagdo foi quantificada na direcdo da oxidag¢dao do lactato (HOFFMAN; HANSON, 1986).
Apos trés minutos a 25 0C, as 38 atividades das enzimas foram quantificadas a 340 nm,

utilizando-se NAD + H+ como padrio.

Concentracdes de amido (CA): Foi utilizado o método descrito por Dubois et al., (1956). Foi
feita uma extrag¢do etandlica de 50 mg da massa seca das raizes e das folhas em 5,0 mL de
etanol 80%, por 30 min a 80 oC), depois foi feita uma nova extracdo com 5,0 mL de HCIO4
30% por 30 minutos a 25 oC. A partir da primeira e da segunda extragdo foram levadas para
centrifugar (2000 rpm por 10 minutos) e coletados os sobrenadantes.

Os sobrenadantes de cada extracdo foram unidos e aferidos ao volume para 10 mL com dgua
destilada para obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram colocados 100 pL do
sobrenadante + 400 pL de H20O destilada e posteriormente agitando-os em vortex, em seguida
adicionando-se 0,5 mL de fenol 5% e agitando no vortex, logo depois foi adicionado
uniformemente e de uma Unica vez no centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de
H2S04 concentrado e novamente agitado os tubos em vortex e levado apdés 20 min de
repouso ao espectrofotdometro a 490 nm. Para o célculo das concentracdes de amido foi

utilizado uma curva-padrao de glicose e os resultados mmol de glicose/g de residuo.

Concentracoes de sacarose (SA): A determinacdo das concentragdes de sacarose foi
realizada segundo o método de Van Handel (1968). Foram pesados 30 mg de massa seca das
raizes e das folhas, e homogeneizadas em tubos de eppendorf de volume de 2,0 mL, contendo
1,5 mL de solugdo de MCW (metanol, cloroféormio e agua; 12:5:3 v/v/v), e agitado em
agitador de massa durante 30 minutos a temperatura ambiente. O homogeneizado foi
centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos e coletado o sobrenadante, e os residuos foram
novamente extraidos com igual volume de MCW, seguindo-se uma nova centrifugagdo e
coleta dos sobrenadantes, na qual os mesmos foram reunidos para obtenc¢ao do extrato total.

A cada 2,0 mL do sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio e 750 puL de 4dgua
deionizada, seguindo-se sob agitacdo e centrifugagao (2000 rpm, por 10’) para a separagdo da

fase aquosa. Apds esse processo foi retirada com uma pipeta de Pasteur a fracdo aquosa
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metanodlica (superior) e transferida para tubos de ensaio, a partir dai os tubos com a fragdo
aquosa metanoélica foram levados ao banho-maria e aquecidos a 350 C por um periodo de 30
minutos a 45 minutos para evaporagdo do cloroféormio residual e entdo foi determinado o
volume restante. A quantificagdo da amostra foi realizada tomando-se aliquotas de 100 uL da
fase aquosa adequadamente diluida adicionando 100 pL de KOH 30%. Apos a vigorosa
agitacdo a mistura foi aquecida a 100 0C por 10 minutos e, ap6s resfriamento, foi adicionado
imediatamente 3,0 mL de solugdo de antrona 0,2 %, em acido sulfurico e a mistura ficou sob
agitacdo e aquecida a 40 0C por 20 minutos. Apos resfriamento, as amostras foram agitadas
por 10 segundos e foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 620 nm. Para os
calculos, uma curva padriao de sacarose foi preparada e os resultados serdo expressos em mg

de sacarose/g MS.

Concentracoes de carboidratos soliveis totais (CST): Foi utilizado o método de Dubois et
al., (1956). Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das raizes e das folhas, e colocadas em
tubos de ensaio de 15 mL e homogeneizados com 5 mL de agua destilada e colocados em
banho-maria por 30 min a 100 oC. Os tubos de ensaio supracitados foram retirados do
—banho-marial e levados para extragdo das amostras através da centrifugacdo em centrifuga
de bancada (1.000 rpm) durante 10 minutos, em que, foram retirados uma aliquota de 100 mL
do sobrenadante (realizando o teste de diluicdo) junto com 400 mL de H20 em tubos de
ensaio e sob agitacao e homogeneizagao através do vortex.

Depois disso, foram adicionados 0,5 mL de fenol 5% e agitando novamente vortex e
adicionado uniformemente e de uma unica vez no centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5
mL de H2SO4 concentrado. Assim, foram agitados os tubos e colocados na bancada para
repouso por 20 minutos e sua leitura foi feita no espectrofotometro a 490 nm, tendo como o
branco a utilizacdo de agua destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes, que foram
colocados na seguinte propor¢ao de 0,5 mL de agua destilada + 0,5 mL de fenol 5% + 2,5 mL
de H2SO4. Para o calculo das concentra¢des de carboidratos soluveis totais foi utilizado uma

curva-padrao de glicose e os resultados serdo expressos mmol de glicose/ g MS.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA), as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, os

graficos foram elaborados pelo programa Sigma Plot 12.5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Variaveis ambientais

As variaveis ambientais Tar, Tmax, Ur e RFA variaram significativamente entre os diferentes
dias do experimento, independente do tratamento, com médias registradas foram
respectivamente de 30,64°C e 32,67°C (Tar), e 32,32°C e 34,60°C (Tmax), as menores
médias de Tar e Tmax foram registradas aos 7 e 14 dias do experimento. A UR variou de
80,44% no dia 0, a 73,44 % aos 28 dias, final do experimento. A RFA variou de 311,11

umol.m?s™ a 459,94 pmol,m>.s" respectivamente aos 28 e 21 dias.

Potencial hidrico foliar, conteudo relativo de agua, condutividade hidraulica,
condutincia estomatica, e transpiracao.

No dia 0 ndo foi registrada diferenca significativa nos valores registrados entre as plantas
controle e alagadas nas variaveis potencial hidrico do xilema antemanha, potencial hidrico do
xilema foliar, conteudo relativo de dgua, e condutividade hidraulica. O potencial hidrico do
antemanha nas plantas controle e sob alagamento variou na amplitude, de -0,27 MPa a -0,40
MPa, registrando decréscimos continuos nas plantas estressadas quando comparadas com as
irrigadas, exibindo valores de 3,67%, 33,58%, 35,25% e 47,79% respectivamente aos 7, 14,
21 e 28 dias (figura 1: A). O potencial hidrico do xilema foliar variou de -0,82 Mpa (controle)
a -1,85 Mpa (alagadas), registrando decréscimos continuos nas plantas alagadas aos 7, 14, 21
e 28 dias, da ordem de 75,61%, 89,92%, 91,78% e 120,28 % (figura 1: B). O contetido
relativo de 4dgua apresentou valores médios no controle de 91,07% e exibiram continuamente
diminui¢do nas plantas alagadas em todos os dias do experimento, em relagdo ao controle, da
ordem de 0,94%, 7,19%, 9,95%, e 10,29% respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias (figura 1:
C). A condutividade hidraulica apresentou nas plantas controle e alagadas os valores de 0,31
mol.m®s? e 0,01 molm’.s™, respectivamente, exibiram decréscimo continuo de valores nas
plantas estressadas em relagdo ao tempo de alagamento, ao final do experimento foi registrado

o decréscimo de 97,80% nas plantas alagadas quando comparadas ao controle (Figura 1: D).

As variaveis, resisténcia estomatica, fotossintese, condutancia estomatica e transpiragdo

apresentaram valores médios parecidos na primeira medicdo (dia 0) ndo diferindo
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significativamente nos tratamentos controle e alagado. A fotossintese apresentou valores
médios de 8,40 pmol.m™.s™ nas plantas controles ¢ uma variagio de 8,53 pmol.m™.s™ a 2.49
umol.m”.s™ aos 7 e 28 dias do experimento, exibiu valores de fotossintese sempre menores
que as controle e em relagdo aos dias estressados, cujos decréscimos percentuais

correspondem & 28,50%, 34,33%, 64,08% e 69,93% respectivamente aos 7, 14 , 21 e 28 dias.

A condutancia estomatica demonstrou diferenca significativa de valores em relagdo aos
tempos e tratamentos, da ordem de 0,31 mol.m™.s” a0,28 mol.m”.s™ nas plantas controladas e
0,23 mol.m™.s” a 0,02 mol.m”.s™ nas plantas alagadas, exibiu continua reducdo de valores no
tratamento alagados, expressos percentualmente em 23,33%, 49,66%, 77,78% e 80,77%
respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias (Figura 1: E). A transpiragdo exibiu valores médios da
ordem de 7,58 mol.m’.s™ nas plantas controle ¢ 4,89 mol.m’.s™ nas plantas alagadas, a
transpiracdo apresentou valores médios continuamente decrescentes com o tempo de
alagamento, exibindo valores percentuais de decréscimo da ordem de 16,41%, 25,66%,

43,51%, e 56,45% respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 dias de alagamento (Figura 1: F).

O decréscimo de potencial hidrico do xilema foliar constatado em outros experimentos de
plantas sob alagamento por Islam; Macdonald (2004); Folzer et al. (2006); Islam et al. (2010);
Gimeno et al. (2012); Alves, et al. (2012), Andrade Junior (2013) tem sido atribuido a
diminui¢do da respiracdo aerdbia e consequentemente a queda de energia (TAIZ; ZEIGER,
2013), o que levaria a reducdo na quantidade de pélos e do sistema radicular (ALVES, et al.,
2012) e ao espessamento da membrana celular que aumentaria a resisténcia ao fluxo de agua,

e consequentemente na menor absor¢ao de agua pelas raizes (PRYOR, 2006).
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Figura 1. Potencial hidrico do antemanhd (y.m: A), Potencial hidrico do xilema foliar (y,. B) Conteudo relativo
de dgua (CRA: C), Condutividade Hidraulica (Kp: D), Condutancia estomatica (gs: E) e Transpiragao (E: F) de
C. grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e controle (®). As
barras verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

A reducdo do potencial hidrico do xilema foliar de C. grandifiora ja tinha sido observado por
Islam; MaC Donald, (2004) em L. laricina, Gilmeno et al., (2012) em J. curcas, Alves, et al.,
(2012) em T. serratifolia, Andrade Junior (2013) em P. gigantocarpa que atribuem essa
reducdo, provavelmente 4 diminuicdo da respiragdo aerdbia e consequentemente a queda de
energia, redu¢do na quantidade de pélos e do sistema radicular (TAIZ; ZEIGER, 2013), o
espessamento da membrana celular que aumentaria a resisténcia ao fluxo de 4agua, e

consequentemente na menor absorcao de agua pelas raizes (PRYOR, 2006). Em C. gradiflora
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a redu¢do do potencial hidrico do xilema foliar foi constante nas plantas alagadas, que pode
ser explicado pela redu¢do do comprimento das raizes, todavia, essa tendéncia de redugdo dp
potencial hidrico ndo foi superada pelo surgimento das raizes adventicias, que também
ocorreu nas plantas controle, ou o surgimento de lenticelas hipertroficas e rachaduras

caulinares nas plantas alagadas.

A diminuicao da transpiracdo pela saturacao de agua no solo pode estar relacionada com o
decréscimo da condutividade hidraulica das raizes ou a redugdo do crescimento e morte de
raizes, que causariam queda no ¥Wx em fungdo da menor absor¢cdo de dgua (FRANCO;
LUTTGE, 2004). As taxas transpiratorias apresentaram continuamente valores decrescentes
com a evolu¢do dos tempos, os menores valores foram observados aos 21 e 28 dias (Figura 1:
F), em comportamento totalmente independente das varidveis ambientais, o que permite
indicar que a condutincia estomatica e consequentemente a transpiragdo nao sofreram
influéncia da Tar ou UR. Reducdo significativa na respiragdo também foi observada em
plantas jovens de 7. serratifolia aos 9 dias de alagamento (ALVES et al., 2012) e Andrade
Junior (2013) em P. gigatocarpa aos 16 dias de alagamento O contetdo relativo de 4dgua foi
superior nas folhas das plantas controle quando comparado ao tratamento, que sugere estar
relacionado com o fechamento dos estomatos, provocado por alteracdes metabdlicas, esse
resultado concorda com Coelho et al (2013) em experimento com plantas plentas milho, no

entanto, difere do encontrado por Freitas et al. (2007) em agaizeiros sob alagamento.

Plantas submetidas ao alagamento relatam respostas de redugdo da taxa fotossintética,
condutancia estomatica e respiragdo, como em B. gasipaes (CARVALHO E ISHIDA, 2002),
G. americana (MIELKE et al, 2003), C. pachystachya (BATISTA et al, 2008), T. cacao ,
BERTOLDE et al.. 2012) L. sericeus (LIRA et al, 2013) e G. Spruceana (GONCALVES et
al, 2013)., por outro lado, Lira et al (2013) observaram reducdo de 48,20% da taxa
fotossintética em L. sericeus e Gongalves et al. (2013), 51% em relagdo 4 fotossintese maxima
de G. Spruceana, a maioria desses estudos correlacionam a atividade fotossintética com a
condutancia estomatica, o que também foi observado em C. grandilflora correlagdo

significativa em nivel de 1% entre A e gs (tabela 1).
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Correlacao entre variaveis fisiologicas

Visando estabelecer se as variaveis fisiologicas estdo correlacionadas foi realizada analise de

correlacao de Pearson cujos resultados estdo configurados na tabela 1.

No alagamento o aparato fotossintético pode ser prejudicado em func¢do do fechamento dos
estomatos, e pode provocar variagdes na respiracdo aerobia, no nivel nutricional e na
fotossintese podendo afetar o crescimento e desenvolvimento das diferentes partes da planta
em ambientes alagados, tornando a sobrevivéncia da planta dentre outras variaveis,
dependente de um balanco na distribui¢do de fotoassimilados entre as suas varias partes

(WIEDENROTH, 1993; ARMSTRONG; BRAENDLE; JACKSON, 1994).

Tabela 1. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre Fotossintese (A), Transpiragdo
(E), Contetdo relativo de agua (CRA), Resisténcia estomatica (Rs) Potencial hidrico
do antemanhd (Wam), Potencial hidrico do xilema foliar (¥x), Condutancia
Estomatica (gs), e condutividade hidraulica (KL) de C. grandiflora Splitz., nos
tratamentos, controle e alagado por 28 dias.

Tratamento Variaveis fisiologicas
A CRA E Rs
Yam -0,343™  -0,145™  -0,233™ 0,197™
Px -0,014™ 0,075™ 0,020 -0,217"
Controle gs 0,118 0,211™ 0,048  -0,996"
K. 0,155 0,005™ 0,061™ -0,765"
Yam 0,741" 0,793 0,773" -0,772"
Alagado Px 0,866" 0,685 0,8817" 0,771
gs 0,895 0,799 0,955 -0,934"™
K. 0,846"" 0,655 0,848" -0,729"

* significativa a 5% (p<0,05)
** significativa a 1% (p<0,01)

Nas plantas controle foi verificada correlagdo negativa em nivel de 1% (p < 0,001) entre
resisténcia estomatica, condutividade hidraulica e condutancia estomatica. Nas plantas
alagadas houve significativa interagdo positiva entre A, CRA, E, Yam, ¥x, gs e K e,
significativamente negativa com a resisténcia estomatica. Taiz e Zeiger, (2013), afirmam
haver uma correlagdo positiva entre a gs e E, desse modo assim, a diminui¢ao do ¥x no tecido
foliar, pode ter causado o fechamento estomatico e, consequentemente, a redugdo da gs

(Figura 1: E), que diretamente influenciou na diminuicdo da E (Figura 4: F) em C.
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grandiflora. Horchani et al. (2010) e Martinazo et al (2013) correlacionaram a redugdo das
taxas trasnpiratorias, devido a diminuicdo da condutancia estomadtica, respectivamente em S.
lycopersicum e P. salicina expostas a anoxia. A interagdo significativamente positiva da
condutancia hidrdulica com a fotossintese, conteudo relativo de agua e transpiragdo, e
significativamente negativa com a resisténcia estomatica, permitem inferir que a diminui¢ao
da KL pode ter influenciado na reducdo do potencial hidrico do xilema foliar, € no

fechamento estomatico de C. grandiflora.

Concentracoes de nitrato (CN) e atividade da redutase do nitrato (RN)

As CN apresentaram decréscimos significativos em nivel de P < 0,001, entre os tratamentos,
continuamente entre os tempos de exposi¢do ao estresse (Figura 2: A, B). A variacdo de
valores das plantas controle e alagadas entre o primeiro e ultimo dia experimental foram de
reducdo de 0,47 para 0,13 umoles de NO3-. g-1 MS nas folhas (Figura 2: A), e de 0,63 para
0,14 pmoles de NO3-. g-1 MS na regido da raiz (Figura 2: B) resultando uma redugdo de
71,40% (folha) e 77,22% (raiz). Aos 21 dias de exerimento registrou-se o maior decréscimo,

na folha 0,117 pmoles de NO3-. g-1 MS, e 0,113 pmoles de NO3-. g-1 MS nas raiz.

As RN apresentaram redugdo significativa na raiz das plantas alagadas, o que, no entanto, ndo
ocorreu na folha (Figura 2: C e D). Os valores obtidos para a raiz mostraram efeitos
significativos contrarios entre os tratamentos e para os periodos de exposi¢do em nivel de 1%.
Na folha houve interag@o, ndo se registrando diferenca significativa entre os regimes hidricos

e os tempos de avaliacdo nos teores das plantas alagadas e controladas.

Nas folhas de plantas controle e alagadas a RN foi respectivamente de 0,40 e 0,37 pmoles
NO2-/gMF/h , com redugdo de 6,66% nas plantas alagadas em comparagcdo ao controle
(Figura 2: C), na regido da raiz variou de 0,66 ¢ 0,46 pmoles NO2-/gMF/h, respectivamente,

com redugdo de 29,95% nas plantas alagadas, comparadas ao controle (Figura 2:D).

Esses resultados de decréscimo para as concentragdes de nitrato sdo semelhantes aos que
foram observados por Oliveira Neto (2010), Alves et al. (2012), em respectivamente H.
combaril, T. serratifolia, todavia diferem em relacdo aos resultados da redutase do nitrato, que

apresentam semelhante aos obtidos por Andrade Junior (2013) em P. gigantocarpa.
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Figura 2. Concentragdo de nitrato (CNf; A), (CNr; B) e atividade da redutase do nitrato (RNf; C), (raiz; D) ) de
C. grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e controle (®). As
barras verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

Estudos apontam que o alagamento do solo provoca redugdo do oxigénio para o sistema de
raiz, o que contribuiria para a redugdo da respiragdo das raizes e, como consequéncia, haveria
mudanca da rota aerdbia para anaerdbia, resultando na menor sintese de ATP (PARENT et al.,
2008). Oliveira Neto (2010) e Horchani e Aschi-Smiti (2010) verificaram redugdo
significativa de NO3- nas plantas jovens de S. Lycopersicum e H. coubaril sob hipéxia. Em T.
serrratifolia submetidas ao alagamento, Alves et al. (2012) indicaram que esse processo deve
ter interferido na absor¢cdo de NO3™ ocasionando redugdo significativa deste composto

nitrogenado na raiz e consequentemente nas folhas.

A redutase do nitrato (RN) ¢ a enzima chave no processo global de assimilagdo de NO3™ pelas
plantas (BRANDAO; SODEK, 2009; HORCHANI; ASCHI-SMITI, 2010). O NO3", principal
forma nitrogenada absorvida pelas raizes, em condigdes de normoxia, pode ser armazenado
no vactiolo e isso representaria a maior parte do nitrato endégena (BRANDAO; SODEK,
2009) ou reduzido a NO2" (esse processo ocorre no citoplama) pela atividade da redutase do

nitrato. A ativag@o ou desativacdo da redutase do nitrato ¢ altamente regulada por meio de sua
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degradacio, ativagdo ou inativagdo (ALLEGRE et al., 2004) por mecanismo de fosforilagdo e
desfosforilagdo, a ativagdo estd relacinada com a sua dissociagdo da proteina 14-3-3, assim
como a sua desfosforilagio (BUCHANAN et al., 2001). A fosforilacdo da redutase do nitrato
no residuo serina ¢ o passo inicial para a inativa¢do da enzima e a inativagdo completa ocorre
quando a forma fosforilada se associa com a proteina 14-3-3 ¢ Mg2". Em plantas de L.
esculentum Alleégre et al. (2004) observaram predominio da forma desfosforilagio da RN,
diminui¢do da quantidade total do complexo RN e proteina 14-3-3 e, consequentemente,

aumento da atividade desta enzima em relacao ao controle.

O alagamento em C. grandiflora, causou diminui¢do acentuada da RN, no entanto sem afetar-
lhes a sobrevivéncia, todavia, permitindo inferir que a saturagcdo de dgua no solo, pode ter
provocado aumento do fosfato inorginico em funcdo da queda de ATP e promovido a
fosforilagdo da RN, favorecendo a sua ligagdo com a proteina 14-3-3 o que causou diminui¢ao
da atividade dessa enzima. Azcon; Tobar, (1998) associaram o aumento da RN com a

tolerancia ao alagamento, todavia, tal ndo ocorreu em C. grandiflora.

Em C. grandiflora a redu¢do observada da RN em folhas e raizes das plantas alagadas pode
estar relacionada a baixa translocagdo do NO3™ a partir da raiz (ALAOUI-SOSSE et al.
,2005), que demostraram dependéncia da RN pela quantidade de NO3" trazida pelo fluxo
transpiratorio, provavelmente, pela reducdo do potencial hidrico do xilema foliar, da
condutancia estomadtica, transpira¢do, conteudo relativo de dgua, e da condutividade

hidraulica (Figura 1) nas plantas alagadas.

Concentraciao de amonio livre (CAL) e atividade da glutamina sintetase (GS).

As concentragdes de amonio livre apresentaram diferenca significativa em nivel de 1% (P <
0,01) entre os tratamentos, entre os tempos de avaliacdo e interagdo entre fatores. Na regido
da folha e da raiz de plantas controle e alagadas os valores respectivamente observados foram
de 0,6 a 0,34 mmoles de NH4+/Kg de MS, respectivamente (Figura 3: A), ocasionando uma
reducdo de 42,93%, e nas raizes os valores foram de 0,60 a 0,52 mmoles de NH4+/Kg de MS,
que demonstra uma reducao de 13,17%% (Figura 3: B). Houve uma redugdo dréstica no dia
21, nas folhas e raizes alagadas que apresentaram valores de 0,11 mmoles de NH4+/Kg de

MS, porém com tendéncia de se estabilizar & partir do 28° dia.
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A atividade da GS em folhas e raizes de plantas alagadas em relacdo as controladas (Figura 3:
C e D) apresentou diferencga significativa (P < 0,001) entre os tratamentos, entre o periodo de
avaliagdo, e entre estes fatores. Na regido da folha e raiz, respectivamente foram observados
os valores de 25,33 e 16,0 mmoles GGH.Kg-1MS, com redugdo de 36,57% nas folhas (Figura
3: C), e nas raizes variou de 23,28% para 16,99 com redugao de 26,99% (Figura 3: D).
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Figura 3. Concentragdo de amonia (folha; A), (raiz; B) e glutamina sintetase (folha; C), (raiz; D) ) de
C. grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e controle (®). As
barras verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

Em C. grandiflora o decréscimo dos teores de amonio pode ser explicado provavelmente pela
reducdo da GS, que se infere da afirmacdo da existéncia de uma forte relagdo entre atividade
da GS e o acimulo de ions amodnio nos tecidos da planta (CHIEN et al., 2000), o aumento do
teor de amonia também pode ser explicado pela diminui¢do da desidrogenase do glutamato

(GDH)/NADH que deixaria de catalisar a incorporacdo da NH4+ em forma organica. O ion
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NH4" na planta pode ter se originado da fotorrespiragio, do catabolismo de compostos

nitrogenados, especialmente os aminoacidos e pela desaminagdo (DEBOUBA et al., 2007).

Horchani e Aschi-Smiti (2010), Oliveira Neto (2010) em S. Lycopersicum e H. coubaril
registraram aumento significativo de amdnia, nas raizes e nas folhas, e associaram o aumento
da NH4+ a diminuicdo da GS. Horchani e Aschi-Smiti (2010) também relacionaram o
acimulo da NH4+ ao aumento da atividade da GDH e sugeriram que o acréscimo desta
enzima, induzida pela NH4+, poderia ser importante na desintoxi¢do da NH4+ e
restabelecimento dos niveis do glutamato que ¢ fundamental para a sintese de osmoprotetores,
como a prolina e a glicina betaina. Concordando com os resultados obtidos para C.
grandilflora, Alves et al. (2012) observaram redugdo dos teores de amoénio livre em T.
serratifolia, no entanto Gimeno et al. (2012) trabalhando com plantas jovens de J. curcas
submetidas ao alagamento por 10 dias, ndo evidenciaram diferencas significativas de NH4+

nas folhas e raizes de plantas alagadas em rela¢do ao controle.

A reducdo acentuada da atividade da GS nas plantas alagadas de C. gradiflora pode esté
relacionada a menor disponibilidade de ATP, pois esta enzima ¢ fortemente dependente da
energia proveniente do ATP fosforilado em nivel de substrato, produzido na via glicolitica, do
ATP produzido na fosforilagdo oxidativa mitocondrial e do ATP produzido durante a
atividade fotossintética nas folhas, no entanto, para Taiz; Zeiger (2013) a GS ¢ uma enzima

precursora na formacao de todos os aminoacidos na raiz e folhas de plantas superiores.

Foi observada a reducgdo significativa da atividade de GS nas plantas alagadas em H.
courbaril (Oliveira Neto, 2010) e T. serratifolia (ALVES et al., 2012) nas raizes e folhas,
atribuiram o decréscimo da atividade desta enzima a menor sintese de ATP nos tecidos
celulares, que para Horchani e ASCHI-Smiti, (2010) em plantas submetidas a deficiéncia de
oxigénio também tem sido associada & diminui¢do da sintase do glutamato (GOGAT) e

consequentemente do glutamato, no cloroplasto ou nos plastidios celular

Para Horchani; Aschi-Smiti (2010) a diminuicdo da atividade da GS na folha pode estar
relacionada a redugdo do glutamato, que deve ter sido utilizado para a sintese de prolina e
glicina betaina, como alternativa para a manuten¢do do metabolismo e ajustamento osmotico,
no entanto, Masclaux-Daubresse et al. (2010) afirmaram que principal rota de assimilacdo da

NH4+ nas plantas se d4 por meio da atividade da GS, visto que a GS, dependente de ATP,
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catalisa a unido do NH4+ com 4acido glutamico para formar a glutamina, para Okumoto;
Guillaume, (2010) este aminoacido ¢ a principal fonte de nitrogénio organico transportado das
raizes para as folhas através do xilema para a biossintese de todos os compostos nitrogenados.
Com efeito, de indica que a reducdo da GS em C. grandiflora levaria simultaneamente ao

, + ~ . . L, .
acimulo de NH4" e a redugdo de compostos nitrogenados, como os aminoacidos e PST.

Concentraciao de aminoacidos soluveis totais (AST) e proteinas solaveis totais (PST)

As concentracdes de AST (Figura 4: A e B) e PST (Figura 4: C e D) variaram contrariamente,
nas plantas alagadas quando comparadas com as plantas controladas, houve aumento de
concetragoes AST e dimunig¢do de PST. As concentragdes de aminoacidos soluveis totais em
folhas e raizes de C. grandiflora variaram significativamente (P < 0,001) entre os regimes
hidricos e entre os tempos, assim como a interacdo entre os tratamentos e os periodos de
avaliacdo. Na regido da folha e raiz, das plantas alagadas e controladas foram observados
respectivamente concentragoes de 50,95 pmol de AA/g MS e 66,52 umol de AA/g MS (figura
4: A), com aumento de 130,55%, nas raizes (Figura 4: B) foram obtidos valores de 35,94 ¢

56,14 umol de AA/g MS com aumento de 156,18%.

Nas concentragdes de PST foram evidenciadas diferenga significativa (P < 0,001) entre os
tratamentos, e entre os tempos de avaliagdo, com evidencia de interacdo entre estes fatores.
Na regido da folha e da raiz das plantas controle em relacdo s alagadas, a concentracdao
variou respectivamente de 2,65 e 0,72 mg de proteina g-1 MS com reducdo de 72,67%
(Figura 4: C) , e de 2,26 mg de proteina g-1 MS para 0,77 mg de proteina g-1 MS, com
reducdo de 65,66% (Figura 4: D).
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Figura 4. Concentragdo de aminoacidos soluveis totais (folha; A), (raiz; B) e proteinas soluveis totais (folha; C),
(raiz; D) ) de C. grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e
controle (®). As barras verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey
(p<0,05)

Em C. grandiflora o aumento observado na concentracdo de AST pode ser explicado pela
correlagao positiva (P < 0,001) com a prolina tanta na flha quanto na raiz (Tabela 3),
contrariamente, Oliveira Neto (2010) e Alves et al (2012) verificaram redugdes significativas
de AST e PST em raizes e folhas de H. courbaril alagadas por 30 dias, e T. serratifolia

alagadas por 9 dias, todavia, associaram este resultado a diminuicao da atividade da GS.

Alguns estudos como de Kreuzwieser (2009) sugerem que a reducdo dos aminoacidos em
plantas sob alagamento se deve frequentemente a mudangas dindmicas dos niveis
transcricionais que codificam enzimas envolvidas no seu metabolismo, todavia, a redugdo dos
aminoacidos ocorridos em H. coubaril e T. serratifolia podem ter ocorrido, em funcdo do
alagamento nas plantas ter provocado queda na sintese de ATP, resultando na menor absor¢ao
de nitrato, principal forma de nitrogénio absorvido pela planta e elemento essencial para a

formagdo de aminoacidos.
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Segundo Bailey-Serres ¢ Chang. (2005) plantas submetidas a baixa disponibilidade de
oxigénio, normalmente reduzem a sintese de proteinas, em func¢do da inibicdo de certas
enzimas, sintetizando apenas proteinas relacionadas ao alagamento, como, a ADH e a LDH. O
alagamento também pode ter causado a ativacdo de enzimas proteoliticas que degradam as
proteinas de reservas das plantas liberando aminoacidos, os quais sofrem interconversdo para
biossintese de aminoacido especifico (REGGIANI et al., 2000), essas afirmagdes corroboram

com os resultados de reducao de PST verificados em plantas alagadas de C. grandiflora.

O aumento da AST pode parecem estar relacionadas a capacidade da planta em sintetizar
proteinas em condigdes de anoxia com a manutencdo de carga energética de adenilato, que
manteria o ATP para suprir a demanda de energia utilizada no processo de crescimento, no
entanto, a reducdo da PST pode ser atribuida &4 queda de ATP, diminui¢do do metabolismo do

nitrogénio e reducdo de fotoassimilados para respiragdo celular.

Concentracao de prolina (PRO) e glicina betaina (GS)

As concentragdes de prolina e glicinia betaina aumentaram significativamente na folha e raiz
de plantas alagadas quando comparadas com as plantas controladas (Figura 6: A, B, C, D). Os
resultados demostraram diferenga significativa (P < 0,001), entre os regimes hidricos, e entre
os tempos do experimento, e interacdo entre estes fatores. Em folha e raiz das plantas
controladas em relacdo as alagadas, as concentragdes variaram nas folhas de 1,36 para 6,2
umol Pro.g-1 MS, com aumento de 356,78% (Figura 6: A) , na raiz foram encontrados valores
que variaram de 1,26 pumol Pro.g-1 MS para 7,14 pmol Pro.g-1 MS, um acréscimo de
463,74% (Figura 6: B)

Em glicina-betaina oevidenciou-se diferenca significativa (P < 0,01) entre os tratamentos,
entre os tempos de avaliagdo, e interagdo entre estes fatores (Figura 6: C e D). Na regido da
folha e raiz das plantas controle e alagadas, os valores variaram nas folhas de 4,68 e 6,32 ug
glicina-betaina. g-1 MS, com aumento de 35,07% , e, em raiz os valores variaram de 6,55 e

8,09 ng glicina-betaina. g-1 MS, com aumento de 23,48%.
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Figura 5. Concentragdo de prolina (folha; A), (raiz; B) e glicina betaina (folha; C), (raiz; D) ) de C.
grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e controle (®). As barras
verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

Em C. grandiflora alagada com excessao de RNf, RNr e GBF ocorreu correlagao significativa
em nivel de 1%, indiretamente entre prolina com CAf, CAr, CNf, CNr, CALf, CALr, GSF,
GSr, PSTf ¢ PSTr, e dirctamente com ASTf, ASTr, GBr, LDHf, LDHr, ADHf. ADHr, SAf,
SAr, CSTf, CSTr (Tabela 3). Assim, nas plantas sob alagamento, o aumento ou redugdo
dessas concentragdes, ou a degradagdo de proteinas por enzimas proteoliticas, pode ter sido
responsavel pelo alto teor de prolina livre, que sdo importante na prote¢do de estruturas
celulares contra danos oxidativo causados pelos radicais livres (KAVI KISHOR et al., 2005).
Por acréscimo o aumento da prolina pode ter servido como fonte de carbono e nitrogénio para
o crescimento da planta (SILVA-ORTEGA, et al, 2008) ou por ser um aminoacido
osmoprotetor pode ter ajudado a diminuir o potencial hidrico dos tecidos, evitando a
desidratacdo. Os resultados obtidos em C.grandiflora guardam semelhanga com os trabalhos
realizados por Horchani et al. (2010) em S. Ilycopersicum, Oliveira Neto (2010) em H.
coubaril, Andrade Junior (2013) em P. gigantocarpa e Silveira (2015) em S. membrannifolia,

no entanto esses resultado diferem de Alves (2010) em 7. serratifolia..
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Além de seu papel como osmoprotetor em espécies de plantas tolerantes ao estresse ambiental
(REZAEI; KAVIANI; KHARABIAN, 2012) a Gb tem sido relacionada com a prote¢ao do
aparato fotossintético, como a manuten¢do do complexo do fotossistema II, estabilizacdo da
estrutura das proteinas extrinsecas do complexo PSII e a manutencdo da sintese de ATP,
assim como a prote¢do das membranas celulares e ativacdo de certas enzimas (RAHMAN et
al., 2002). Também tem sido relatado que a Gb pode ser utilizada em rota metabolica, para
formagdo de compostos relacionados a sintese de etileno e da molécula do piruvato, além de

servir como fonte de carbono (MUNOZ-CLARES; VELASCO-GARCIA, 2004).

No alagamento de C. grandiflora foi evidenciada significativa correlagdo (P < 0,001) direta
entre GBr com PROf ¢ PROr, e inversamente com CAf, CAr, A, yx e Ky (Tabela 3). O
aumento da GB em C.grandiflora pode ter contribuido para o acimulo de prolina, também
parece estar também relacionada ao ajustamento osmoético do hialoplasma de plantas
submetidas a situagdes de estresse (JALEEL et al., 2007), assim, o acumulo da Gb
contribuiria para a reducdo do W¥x celular durante os periodos de estresse osmoticos (TAIZ;
ZEIGER, 2013), favorecendo a absor¢do e transporte de dgua do solo a parte aérea da planta,
podendo, proteger os tecidos das plantas e os processos fisiolégicos. O aumento nas
concentragdes de Gb pode ser explicado provavelmente pela biossintese de aminoécidos
devido a quebra das proteinas e do aumento das concentragdes de amodnia vindo,

possivelmente, da fotorrespiragdo e processos de desaminagdes.

Atividades lactato desidrogenase (ADH) e da alcool desidrogenase (ADL)

O alagamento apresentou aumentos diretamente significativos (P < 0,001) na atividade da
ADH e LDH em folhas e raizes quando comparados com o controle (Figura 6: A, B e C, D)
diferenca significativa entre as condi¢des hidricas, entre o tempo de exposicdo, e de interagdo

entre esses fatores.

Na folha e raiz das plantas controladas em relagdo s alagadas, a atividade da LDH variou nas
folhas de 2,07 e 5,06 moles de NADH H+ Kg-1 de proteinas min, com um acréscimo de
144,83%, nas raizes a atividade da enzima nas plantas controle e alagado variaram de 3,23 e
5,34 moles de NADH H+ Kg™' de proteinas min”', um aumento de 65,16% nas plantas

alagadas em comparagdo ao controle.
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Na folha e raiz das plantas controladas quendo comparadas com as alagadas, a atividade da
ADH foi de 2,36 ¢ 5,69 moles de NADH H+ Kg™' de proteinas min™', com um acréscimo de
140,49% em relacdo a planta controle, nas raizes a atividade da enzima nas plantas controle e
alagado foram de 3,36 ¢ 6,04 moles de NADH H' Kg' de proteinas min™', um aumento de
79,82%.

LDHr (moles de NADH H Kg“)

LDHf (moles de NADH H Kg“)

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Tempo (dias) Tempo (dias)

ADHf (moles de NADH H' Kg™")
-
ADHr (moles de NADH H' Kg'')

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 6. Atividades lactato desidrogenase (folha; A), (raiz; B) e da alcool desidrogenase (folha; C), (raiz; D) )
de C. grandiflora Splitz. submetidas continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (©) e controle (®). As
barras verticais representam o desvio-padrao das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

Em condi¢des de andxia, ocorre a diminuigdo ou parada da respiragdo aerdbica, uma vez que
cessa o transporte de elétrons. A fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias e o ciclo do 4cido
tricarboxilico deixam de operar, havendo queda na sintese de ATP (ZABALZA et al., 2009;
ALVES et al., 2012; ASHRAF., 2012). Nesta circunstancia a sobrevivéncia das plantas ocorre
caso consigam alterar o seu metabolismo energético, de modo que a manutengao da sintese de
ATP e a reciclagem do poder redutor passam a ser obtidos, predominantemente, por meio do
processo fermentativo. O aumento das atividades das enzimas fermentativas como a ADH e
LDH como ocorreu em C. grandiflora, tem sido relacionadas a adaptacdo metabolica das

plantas sob alagamento do solo (DREW, 1997)
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As enzimas ADH e LDH, e consequentemente, o etanol e o lactato sdo importantes para a
regulacdo do pH citoplasmatico em plantas sob alagamento. As raizes, inicialmente realizam a
fermentagdo latica por meio da atividade da enzima LDH que transforma piruvato, produzido
na glicolise, a lactato, que contribui para a redugdo do pH, resultando na acidificacao
citossolica, o que pode causar a morte celular se ndo for controlada (BAILEY- SERRES;
CHANG, 2005). Entretanto, em pH acido ocorre inibi¢do da propria LDH e ativacdo da PDC
(piruvato descarboxilase) que converte o piruvato a acetaldeido, e este por conseguinte, ¢

convertido a etanol através da atividade da ADH (BAILEY-SERRES & VOESENEK, 2008).

A elevada atividade da ADH em niveis crescentes, com o tempo de exposi¢do ao alagamento
(Figura 6: A e B), permite inferir que a C. grandiflora, requer, além de outros mecanismos, a
utilizagdo rapida e permanente da via fermentativa como forma de manuten¢do do
metabolismo, regeneragdo do poder redutor e producdo de ATP. Possui, portanto, uma

eficiente respira¢do anaerdbica quando submetida a saturacdo de agua nas raizes.

A alta atividade da LDH, e consequentemente, do lactato, seria um mecanismo de sinalizacao
necessario para iniciar ou favorecer a atividade da ADH na estimulagdo da fermentacdo
etandlico que, por consumir mais protons que a latica, eleva o pH citossdico aumentando a
capacidade de sobrevivéncia das plantas alagadas (DOLFERUS et al., 2008), o que justifica

os resultados obtidos neste trabalho na avaliagdo da atividade das enzimas ADH e LDH.

A ADH ¢ uma enzima chave para a producao de ATP em plantas sob condi¢des de andxia ou
hipoxia (TOUGOU et al., 2012) e o aumento de sua atividade permite a regeneragdo do
NAD+ a partir do NADH o que ¢ de grande importancia para a sintese de energia através da
fermentacdo, pois na auséncia do NAD+ a glicolise cessa (BAILEY-SERRES, 2008). Neste
sentido, a sintese de ATP durante a permanéncia das plantas nessas condigdes esta
relacionada a capacidade delas em manter essa via por periodos mais prolongados. No
entanto, a fermentacdo anaerdbia ¢ muito ineficiente, produzindo apenas duas moléculas de
ATP por molécula de glicose (DAT et al, 2004). Muito embora o rendimento liquido de ATP
na fermentagdo seja bem menor que o da respiracdo aerdbia (ASHRAF, 2012), foi suficiente
para manter a sobrevivéncia de C. grandiflora pelo menos por um periodo de 28 dias sob

alagamento.
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O aumento da atividade de ADH , ADL foi observada por Ferreira et al. (2009) que
observaram aumento de ADH nas raizes de H. sucuuba, Kogawara et al. (2006) em M.
cajuputi Powell e E. camaldulensis submetidas a hipdxia por 19 dias, Jaeger et al. (2009)
observaram aumento significativo de ADH em F. angustifolia e F. excelsior submetidas ao
alagamento, aos 10 dias. Oliveira Neto (2010) verificou aumento da ADH e LDH em H.
courbaril sob alagamento por 30 dias, e por Alves et al. (2012) em 7. serratifolia em

condi¢des de alagamento por 9 dias.

Concentraciao de amido (CA), sacarose (SA) e carboidratos soluveis totais (CST)

As respostas em CA, SA e CST foram diferenciadas nas plantas alagadas em relagdo as plantas
controladas, nas plantas alagadas as concentragdes de amido na folha e raiz apresentaram
decréscimo significativo, contrariamente, os teores de sacarose e de carboidratos soliveis totais
apresentaram valores crescente tanto na regido da folha e raiz quanto compradas com as alagadas

(Figura7: AeB,ceD,EeF)

A concentracdo de amido diferiu significativamente (P < 0,001) entre os tratamenteos, e entre o0s
tempos de avaliacdo, assim como a interacdo entre elas. Na regido da folha e raiz das plantas
controle em relagdo as alagadas, a concentracdo variou nas folhas (Figura 7: A) de 0,23 mmol de
GLU g-1 de residuo nas plantas controle e de 0,06 mmol de GLU/g de residuo, caracterizando uma
redugdo de 71,80%, nas raizes (Figura 7: B) a concentragdo de amido decresceu de 0,24 ¢ 0,03 mmol
de GLU/g de residuo respectivamente, com uma reducdo de 84,96%, todavia, com tendéncia de

estabilizagdo & partir do 28° dia.

A concentracdo de sacarose diferiu significativamente (P < 0,001) entre os tratamentos, entre os
tempos de avaliacdo, e interagdo entre eles (Figura 7 C, D), na regido da folha e raiz a
concentracao evoluiu nas folhas (Figura 7: C) de 28,47 para 30,55 mg, com aumento de 7,29%, e
na raiz (Figura 7: D) variou de 11,25 para 13,96% com aumento de 24,11%. As plantas controle
mantiveram as concentragdes constante de sacarose, ao longo experimento, no entanto, nas
plantas alagadas ocorreu um aumento substancial, especialmente, no 21° dia do experimento
(86,50%), seguido de uma queda acentuada, chegando ao final do experimento aos 28° com

tendéncia de se estabilizar.
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Os niveis de carboidratos soluveis totais nas folhas diferiram significativamente (P < 0,01) entre
os tratamentos com interacao entre os regimes hidricos, e os tempos de avaliagdo (P < 0,05), nao
demostrando diferenga entre os tempos de estresse (P < 0,05). Na regido da folha e raiz
respectivamente nas plantas controle e alagadas, as concentragdes evoluiram nas folhas (Figura 7:
E) de 1,15 e 3,9 mmol de GLU g-1 de residuo, com aumento de 239,30%, nas raizes (Figura 7: F)

houve evolucao de 0,85 para 2,17 mmol de GLU g-1 de residuo, com aumento de 155,44%.
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b
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Figura 7. Concentragdo de amido (folha: A), (raiz: B), concentra¢do de sacarose (folha: C), (raiz: D) e
concentracdo de carboidratos soluveis totais (folha; E), (raiz; F) ) de C. grandiflora Splitz. submetidas
continuamente a 0,7,14,21 e 28 dias de alagamento (0) e controle (®). As barras verticais representam o desvio-
padrdo das médias e as letras representam teste de Tukey (p<0,05)

A redugdo da concentracdo de amido nas plantas de C. grandiflora sob alagamento esta
fortemente correlacionada diretamente com A, E, yx, gs, K. e inderatemnete com PROf e

PROr (tabela 3) que deve ter influenciado na aquisi¢do de carbono por meio da fotossintese
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ou pela atividade das enzimas hidrolases o e f amilase que atuam na degradacdo do amido
para a formagdo de acUcares, especialmente a sacarose que atuaria no ajustamento osmotico
das plantas, para a conservacdo do fluxo interno de agua da planta, mantendo assim o
potencial hidrico em condi¢des suficiente. Além disso, a redu¢do do amido nas plantas em
condi¢des de alagamento seria uma alternativa para suportar o metabolismo fermentativo que
requer maior concentracdo de agticar (SAIRAM, et al., 2008). Outra possivel explicagdo seria
que os carboidratos sintetizados ndo foram armazenados como amido durante o dia, mas
diretamente transportados ao floema para abastecer as raizes como hidratos de carbono

adicionais (HERSCHBACH et al., 2005).

Resultados semelhantes aos obtidos em C. grandiflora foram encontrados por Henrique et al.
(2010), em C. peltophoroides, Gimeno et al. (2012) em J. curcas submetidas ao alagamento
por 10 dias, Bertolde et al. (2012) em dois clones de 7. cacao, € Andrade Junior (2013) em P.
giganticarpa. Entretanto, Bertodle ela t (2012), observaram aumento de 10% na concentragao
de amido nas raizes do genotipo tolerante ao alagamento, TSA-792, em comparagdo ao
controle, que pode ser justificado pela maior translocacdo de carboidrato para essas raizes ou

a diminuicdo do crescimento e das atividades metabdlicas das raizes.

Para Kreuzwieser et al. (2004) a baixa producao de energia produzida na raiz pela respiragao
anaerobia reduz o crescimento da raiz e consequentemente a absor¢ao de nutrientes, o que
contribui para o fechamento estomatico e o declinio da fotossintese, que pode justificar na

queda dos teores de amido.

A sacarose na folha apresentou correlagdo significativa direta com as concentragdes de
prolina, e inversamente com as concetracde sde amido na raiz, a sacaose da raiz apresentou
correlacdo significativa com a prolina e inversa com o amido da raiz. Na raiz de C.
grandiflora a demanda por carboidratos necessarios para sustentar o metabolismo anaerdbio
nas plantas alagadas, parece ter sido compensada pela translocacdo de sacarose da folha para
raiz (KREUZWIESER et al., 2009), no entanto, o aumento no teor de sacarose também pode
ter ocorrido em funcdo da atividade das enzimas hidrolases o e  amilase que atuam na

degradacao do amido.

Contrariando e concordando em parte, com os resultados de C. grandiflora, Kreuzwieser et al.

(2009) observaram reducao na concentracao de sacarose na folha e aumento na raiz de plantas
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de G. Poplar em condigdes de alagamento por 7 dias, atribuindo esse aumento a maior taxa de
translocagdo de sacarose das folhas para as raizes e a possiveis alteragdes na enzima invertase,
em H. coubaril, Oliveira Neto (2010) observou redugdo de sacarose em folha e raiz e folha

em plantas alagadas por 30 dias.

Para Liao; Lin (2001) e HENRIQUE et al., (2010) o aumento na concentracdo de CST nas
raizes de plantas alagadas tem sido relatado como forma de tolerancia a esse estresse, e pode
esta relacionado ao fluxo de sacarose e sua conversdo pela enzima invertase ou na redugdo da

demanda por carboidratos em fun¢do da diminui¢do do metabolismo da raiz e do crescimento.

As concentragdes de carbohidratos soliveis totais apresentaram significativa correlagdo (P <
0,001) direta com prolina e inversa CA, ¥x, A, E, gs, K¢ (Tabela 3), que permite afirmar que
o aumento da CST pela reducdo observada em CA, ¥x, A, E, gs, Ky e pelo aumento da
prolina. Contrariamente, Gimeno et al. (2012) em J. curcas submetidas ao alagamento
encontrou reducdo de CST nas folhas e raizes acompanhada da diminui¢do do ¥x. Bertolde et
al. (2012) verificaram aumento acentuado de CST nas folhas de dois gendtipos de 7. cacao,
todavia os gendtipos TSH 774 de T. cacao (sensiveis ao alagamento) mostraram diminuig¢des
significativas na concentragdo desta substidncia nas raizes quando comparadas ao gendtipo
tolerante, e concluirma que a CST produzidos na fotossintese, tendem a se acumular na parte

aérea das plantas alagadas e ndo sdo translocados para as raizes

Para Rosa et al., 2009) o alagamento aumenta a concentragdo de CST, posto que, o acimulo
de carboidratos seria importante na protecdo de estruturas celulares como as biomembranas
que poderiam ser degradadas com a deficiéncia hidrica no hialoplasma e pelo aumento na
concentragcdo de substancias idnicas, inativando varias enzimas no citosol (LARCHER, 2006)
ou para suprir a demanda de carboidrato da parte aérea e raiz em situagdes de andxia como

sugerido por Islam e Macdonald (2004) e Herschbach et al. (2005).

O aumento na concentragdo de CST nas raizes das plantas alagadas de C. grandiflora
demonstra que a translocacao dessas substincias ndo foi afetada pelo estresse. Similarmente,
Islam e Macdonald (2004) trabalhando com plantas jovens de P. mariana e L. laricina
verificaram aumento significativo de CST nas folhas das plantas alagadas em comparagdo as

plantas controle apo6s 16 dias. Segundo esses autores, concentracdo desses carboidratos na raiz
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das plantas de L. laricina foram significativamente maior, sugerindo um transporte continuo

dessas substancias para as raizes.

Correlacao entre variaveis fisiologicas e bioquimicas.

Visando estabelecer se as variaveis fisiologicas estdo correlacionadas com as varidveis
bioquimicas, e as variaveis bioquimicas correlacionadas entre si, foi realizada analise de

correlagdao de Pearson cujos resultados estdo configurados na tabela 2 e 3.

Nas plantas controladas sob irrigacdo foi observada correlagdo direta entre concentragdes de
amoOnio livre na folha (CALf), com a condutancia estomatica (gs) e prolina da folha (PROTr)
em nivel de 5% (p>0,05), e com prolina na folha (PROf) em nivel de 1% (p>0,01), correlagdo
direta em nivel de 1% entre proteinas soluveis totais na folha (PSTf) e a condutancia
estomatica e em nivel de 5% com a condutividade hidraulica, e correlagdes indiretas em nivel
de 5% entre concentracdes de amonio livre na raiz (CALr) e PROr, entre concentragdes de

amido na raiz (CAr) e giberalina da raiz (GBr), e entre dlcool desidrogenase na raiz (ADHr).
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Tabela 2. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre Fotossintese (A), transpiragdo (E), potencial hidrico do
xilema foliar ({x), condutancia estomatica (gs), condutancia hidrauliac (KL), Concentragdes de amido (CArf e
CAr), Prolina (PROf ¢ PROr), aminoacidos soluveis totais em folha (ASTf), aminoacidos soltiveis totais em raiz
(ASTr), carboidratos soltiiveis totais em folha (CSTY), carboidratos soltiiveis totais raiz em (CSTr), prolina em
folha (Prolf), prolina em raiz (Prolr), potencial hidrico do xilema foliar (Wx), Glicina betaina em folha (Gbf),
Glicina betaina em raiz (Gbr), amoénio em folha (Amf), aménio em raiz (Amr), glutamina sintetase em folha
(Gsf) e glutamina sintetase em raiz (Gsr) em plantas de C. grandiflora, no tratamento controle / 28 dias.

Tratamento A E WYX gs KL CAf CAr PROf PROr
PROf -0,160ns 0,117ns 0,128ns  -0,057ns 0,133ns -0,125ns 0,092ns  1,000%*  0,260ns
PROr -0,005ns -0,024ns 0,22Ins 0,008ns 0,017ns 0,117ns -0,016ns 0,260ns  1,000%*
CAf -0,057ns  0,167ns  -0,050ns 0,201ns  0,257ns  1,000**  -0,052ns -0,125ns 0,117ns
CAr 0,208ns  0,137ns  0,050ns  0,265ns  0,511**  -0,052ns 1,000%* 0,092ns -0,016ns
CNf -0,533** 0,066ns 0,192ns  0,244ns 0,037ns 0,118ns  -0,059ns 0,503* 0,295ns
CNr 0,235ns  0,019ns  -0,380ns -0,177ns 0,036ns -0,459*  0,209ns  -0,089ns -0,275ns
RNf 0,315ns  0,057ns  -0,090ns -0,121ns 0,034ns 0,114ns 0,099ns 0,135ns  0,115ns
RNr -0,223ns  0,177ns  0,220ns  0,198ns  0,069ns  0,026ns  0,005ns  0,067ns  -0,196ns
CALf -0,355ns 0,084ns 0,200ns 0,417* 0,379ns  0,150ns  0,128ns  0,537** 0,413*
CALr 0,203ns -0,157ns -0,376ns -0,254ns -0,140ns -0,416* -0,085ns -0,193ns -0,405*
GSf -0,338ns  0,258ns  -0,125ns -0,299ns -0,213ns 0,120ns  -0,339ns -0,240ns 0,129ns
GSr 0,059ns  0,347ns  -0,397*  -0,230ns -0,205ns 0,124ns  0,322ns  -0,231ns -0,098ns
ASTf  -0,21lns 0,221ns 0,130ns -0,180ns -0,124ns -0,084ns 0,23Ins 0,297ns  0,017ns
ASTr  -0,253ns 0,214ns -0,125ns -0,066ns -0,107ns 0,143ns  0,296ns -0,145ns 0,072ns
PSTf  0,384ns -0,004ns 0,244ns 0,517 ** 0,404* 0,334ns  0,004ns  -0,093ns -0,254ns
PSTr 0,078ns  0,070ns  0,264ns  0,320ns  0,020ns  0,190ns  -0,335ns -0,020ns -0,052ns
GBf 0,256ns  0,091ns  0,248ns  0,043ns 0,142ns -0,270ns 0,276ns  0,323ns  0,080ns
GBr -0,163ns -0,174ns -0,085ns -0,181ns -0,096ns 0,086ns -0,407* 0,241ns  0,099ns
LDHf -0,135ns 0,177ns  -0,370ns -0,366ns -0,271ns 0,215ns -0,186ns 0,010ns  0,046ns
LDHr 0,066ns -0,162ns -0,128ns -0,014ns -0,318ns -0,159ns -0,240ns -0,139ns -0,008ns
ADHf -0,33Ins -0,260ns -0,279ns -0,110ns -0,254ns 0,253ns -0,110ns 0,036ns  0,227ns
ADHr -0,396* 0,393ns 0,162ns 0,165ns  0,072ns  -0,027ns 0,097ns  0,225ns  -0,056ns
SAf -0,308ns 0,031ns -0,086ns -0,069ns -0,035ns 0,045ns -0,096ns 0,146ns  0,245ns
SAr -0,002ns -0,034ns -0,336ns -0,130ns 0,014ns -0,065ns -0,089ns -0,189ns 0,015ns
CSTf  -0,228ns 0,153ns -0,152ns -0,069ns 0,00lns -0,105ns -0,075ns 0,111ns  0,100ns
CSTr  -0,085ns -0,182ns 0,064ns -0,252ns -0,371ns -0,183ns -0,174ns 0,320ns 0,072ns
* significativa a 5% (p<0,05)

** significativa a 1% (p<0,01)

Controle

Nas plantas alagadas observou-se varias correlagdes diretas e indiretas, significativamente em
nivel de 1% e 5%, assim foram registradas correlagdes significativamente inversas em nivel
de p>0,01 entre PROf, PROr, CAf, CAr, LDHf, ADHf, ADHr, CSTf e CSTr com A, E, yx,
gs, Ki, CAf e CAr, e de modo positivo ou diretamente, também em nivel de 0,001 entre PROf
e PROr com ASTf, ASTr, GBr, LDHf, LDHr, ADHf, ADHr, SAr e CSTf. Registrou-se
correlagdo entre PROf e PROr com SAf e SAr. As variaveis CAf, CAr, CNf, CNr, CALf,
GSf, GSr, PSTf e PSTr se correlacionaram positivamente a nivel de 1% com A, E, yx, gs, K,

CAfe CAr, e indiretamente com PROf e PROr.

RNr e GBf ndo se relacionaram com nenhuma das varidveis aqui testadas, todavia RNf se
correlacionou positivamente com PROr em nivel de 5%, CALr se correlacionou em nivel de
1% positivamente com yx, KL, CAfe CAr em 1%, e indiretamente com A, PROfe PROr, no
entanto PROf e PROr se relacionaram positivamente com GBr e SAr (1%), e com SAf (5%).

PROf e PROr se correlacionaram positivamente com GBr e Sar (1%) e SAf(5%), no entanto
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CAr se correlacionou indiretamente em nivel de 1% com GBr, SAf e SAr, no entanto
GBr(1%) e SAr(5%) apresentaram correlagdo negativa com KL, e GBr, SAf e SAr SAf se
correlacionaram indiretamente com yx (5%), sendo que GBr se correlacionou também
indiretamente com A(5%). As variaveis GBr, SAf e SAr ndo se correlacionaram com E nem
com gs. Em resumo, com excecdo de RNf, RNr, e GBR, de alguma forma, todas as demais
varidveis bioquimicas se relacionaram significativamente com as variaveis fisiologicas, A, E,
vx, gs, KL, de modo direto com CAf, CAr, CNf, CNr, CALf, GSf, GSr, PSTf e PSTr, e de
modo inverso com PROf, PROr, CALr, ASTf, ASTr, GBr, LDHf, LDHr, ADHf, ADHr, CSTf
e CSTr. As varidveis bioquimicas PROf e PROr se correlacionaram diretamente com CSTf e
CSTr, e inversamente com CAf e CAr, no entando CAf e CAr apresentaram correlacdo
inversa com CSTfe CSTr.

Tabela 3. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre Fotossintese (A), transpiragdo (E), potencial hidrico do
xilema foliar ({x), condutancia estomatica (gs), condutancia hidrauliac (KL), Concentragdes de amido (CArf e
CAr), Prolina (PROf e PROr), aminoacidos soluveis totais em folha (ASTf), aminoacidos soltiveis totais em raiz
(ASTr), carboidratos soltiiveis totais em folha (CSTY), carboidratos soltiveis totais raiz em (CSTr), prolina em
folha (Prolf), prolina em raiz (Prolr), potencial hidrico do xilema foliar (Wx), Glicina betaina em folha (Gbf),

Glicina betaina em raiz (Gbr), amoénio em folha (Amf), aménio em raiz (Amr), glutamina sintetase em folha
(Gsf) e glutamina sintetase em raiz (Gsr) em plantas de C. grandiflora, no tratamento alagado / 28 dias.

Tratamento A E WYX gs KL CAf CAr PROf PROr
PROf  -0,811** -0,814** -0,940*%* -0,854** -0,942%* -0,891** -0,884** 1,000%¥* 0,950%*
PROr  -0,858** -0,850** -0,852** -0,903** -0,882** -0,885** -0,835%* 0,950** 1,000%*
CAf 0,849**  0,880** (0,833** (,883** 0,877** 1,000%* 0,670** -0,891** -(0,885%**
CAr 0,601**  0,558** (,879** 0,646** 0,819** 0,670** 1,000%* -0,884%* -(,835%*
CNf 0,815%* 0,855** (0,837** 0,901** 0,881** 0,887** 0,771** -0,911%* -0,922%*
CNr 0,821** 0,838** (,942** (,884** 0,961** 0,878** 0,863** -0,961** -0,939**
RNf -0,280ns  -0,239ns -0,262ns -0,265ns -0,203ns -0,333ns -0,318ns 0,414* 0,386ns
RNr 0,125ns  0,184ns -0,015ns 0,172ns -0,015ns 0,072ns  0,002ns  -0,037ns -0,176ns
CALf  0,629*%* 0,582** (0,851** 0,675*%* 0,831** 0,683** (,855** -0,887** -(0,832**
CALr 0,411% 0,293ns  0,691**  0,386ns  0,600**  0,468* 0,806%*  -0,729** -0,683**
GSft 0,752**%  0,817** 0,750** 0,887** 0,794**  0,790** 0,706** -0,836** -0,866**
GSr 0,799**  0,764**  0,630** 0,764** 0,666** 0,808** 0,600%* -0,769%* -0,854**
ASTf  -0,737** -0,727** -0,961** -0,787** -0,953** -0,817** -0,910%* 0,942** (,882%%*
ASTr  -0,743** -0,719%* -0,953** -0,785%* -0,948** -0,846** -0,881** 0,916*¥* (,853**
PSTf  0,799** 0,840** 0,947** 0,883** 0,960** 0,894** (0,886** -0,964** -(0,927**
PSTr 0,793**  0,793**  0,954** 0,841** 0,969** 0,879** 0,879** -0,977** -0,929**
GBf -0,241ns 0,008ns -0,278ns 0,000ns -0,26Ins -0,195ns -0,245 0,248ns  0,154ns
GBr -0,440*  -0,330ns -0,666*%* -0,387ns -0,646** -0,508** -0,589** (,640** (,552%%*
LDHf  -0,866** -0,945** -0,818*%* -0,963** -0,890*%* -0,934** -0,664** 0,863** (,897**
LDHr -0,663** -0,740*%* -0,499*  -0,711** -0,624*%* -0,649** -0,357 0,563**  0,614%*
ADHf  -0,869** -0,954%* -0,755%* -0,952*%* -0,833** -0,899** -0,666*%* 0,844** (0,900**
ADHr -0,821** -0,931*%* -0,760** -0,908** -0,854** -0,939** -0,594** (,820%* (,833*%*
SAf -0,149ns  -0,044ns -0,400* -0,154ns -0,282ns -0,226ns -0,603** (0,493* 0,459%*
SAr -0,298ns  -0,190ns -0,531** -0,321ns -0,424* -0,374ns -0,683** 0,623** (,613**
CSTf  -0,797** -0,782** -0,860** -0,858** -0,901** -0,816** -0,831** 0,932** (0,944%%*
CSTr  -0,685** -0,620*%* -0,841** -0,700** -0,817** -0,667** -0,849** (,898** (,849**
* s1gnificativa a 5% (p<0,05)

** significativa a 1% (p<0,01)

Alagado
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CONCLUSAO

O alagamento do solo por 28 dias até o coleto de C. grandiflora de 1 ano de idade resultou em
diminuigdes consideraveis no ¥x, gs, £ e KL indicando um eficiente controle estomatico das
trocas gasosas, e resultando em aumento significativo das concentracdes de AST, PRO, GB,

SA e CST indicando um possivel ajustamento osmotico;

Houve no decréscimo da CN, RN, CAL, GS, PST e CA o que contribuiu para o aumento das
concentragdes de SA e PRO, e o aumento das atividades da ADH e LDH nas plantas alagadas
foi uma estratégia para manter o metabolismo fermentativo e, consequentemente, o

crescimento € a sobrevivéncia das plantas sob estresse hidrico.

Plantas de C. grandiflora de 1 ano de idade sobreviveram ao periodo de 28 dias de
alagamento do solo, sendo uma espécie promissora para recomposicao de areas sob saturagao

hidrica.
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CONSIDERACOES FINAIS

As respostas de crescimento, biomassa, morfoanatdmicas, fisiologicas e bioquimicas,
apresentadas pelas plantas de 1 ano de idade de C. grandiflora, sob alagamento continuo
durante 28 dias, indicam plena tolerancia da espécie a esse tipo de estresse no que concerne as

variaveis avaliadas e respectivo period experimental.

Recomenda-se novos experimentos sob as mesmas condigdes com periodos de estresse
maiores, ¢ avaliacdo das respostas da influéncia hormonal envolvendo o etileno, auxinas e
acido abscissico, para ampliar o conhecimento das estratégias adaptativas da espécie e,
consequentemente, adequar seu uso em programas de recuperado e reflorestamento em areas

impactadas e solos inundados da Amazdnia.



