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RESUMO

Alagamento e sombreamento sdo dois importantes estresses que podem limitar o
crescimento e o desenvolvimento de plantas. Nas florestas de varzea da Amazonia,
muitas plantas estdo sujeitas a periodos de alagamento do solo que ocorrem
simultaneamente a exposi¢cdo destas a0 sombreamento, especialmente no interior da
floresta. Este trabalho objetivou avaliar o efeito desses dois estresses (alagamento e
sombreamento) na fisiologia, bioguimica e morfoanatomia de Vitex cymosa
(Lamiaceae), uma arbdrea comum nas varzeas amazonicas, e determinar se a interacdo
entre eles tem efeito amplificado ou se um estresse pode predominar sobre o outro
(estresse hierarquico). Plantas com um ano de idade foram submetidas
experimentalmente a condicfes alagadas (coluna de agua ~5 cm acima do solo) e néo-
alagadas (solo na capacidade de campo), sob dois niveis de luminosidade, baixa e alta
irradiancia (5% e 50% da luz solar plena, respectivamente). O experimento durou 90
dias. Semanalmente, foram avaliadas alteracGes na morfologia, incremento em altura da
planta, didmetro do caule, producéo de folhas, assimilagdo méxima de CO, (Amax) e de
transpiracdo (E). Aos 30 dias de experimento foram coletadas plantas para as analises
anatdmicas e, ao final do experimento de 90 dias foram feitas analises biogquimicas
(acUcares soluveis totais, amido e perfil metabdlico) em raizes, caules e folhas das
plantas. Foi avaliada a recuperacdo das plantas apds a retirada do alagamento. Todas as
plantas nos tratamentos de alagamento (baixa e alta luz) apresentaram raizes adventicias
e aerénquima. Plantas alagadas apresentaram um menor incremento em comprimento e
em diametro e menor producdo de folhas, quando comparadas aquelas ndo-alagadas
(p<0,05), independente do nivel de luminosidade. Com relacdo a Amax, foi verificado
ndo apenas um significativo efeito do alagamento, com uma menor assimilagéo de CO,
pelas plantulas submetidas ao alagamento (p < 0,001), mas também o efeito da interacdo
entre os tratamentos de luz e de alagamento (p < 0,001). Nas plantas alagadas, houve
um acumulo de amido na parte aérea e a deplecdo de AST nas raizes. O perfil
metabolico mostrou que houve acumulo de &cido succinico nas raizes das plantas
alagadas indicando metabolismo anaerdbico nesse 6rgdo. Deste modo, as respostas das
plantas aos tratamentos de luz e de alagamento apontam para a existéncia de uma

hierarquia entre os fatores ambientais limitantes para a planta.



ABSTRACT

Waterlogging and shading are two important stresses that can limit the growth and
development of plants. In floodplain forests of the Amazon, many plants are subject to
periods of flooding that occur simultaneously with exposure to shading, especially in
the forest. This study aimed to evaluate the effect of these two stresses (waterlogging
and shading) in physiology, biochemistry and morphoanatomy of Vitex cymosa
(Lamiaceae), a common tree in the Amazonian floodplains, and determine if the
interaction between them has amplified effect or a stress may predominate over the
other (hierarchical stress). One year old plants were subjected to experimentally
waterlogged conditions (~ 5 cm above the ground) and non-waterlogged (field capacity)
under two light levels, low and high irradiance (5% and 50% of full sunlight ,
respectively). The experiment lasted 90 days. Weekly changes were evaluated in
morphology, anatomy of roots, increase in plant height, stem diameter, leaf production,
measures of maximum CO, assimilation (Amax) and transpiration (E). At the end of 90
days, analysis of total soluble sugar (AST), starch and succinic acid were made. The
recovery of the plants was evaluated after removal of the waterlogging. All plants in the
waterlogging treatments (low and high irradiance) showed aerenchyma and adventitious
roots. Waterlogged plants showed a lower increase in length and diameter and lower
leaf production when compared to those non-waterlogged plants (p <0.05), regardless of
light level. With respect to Amax, not only a significant effects of waterlogging were
observed, with a lower CO; assimilation by plants of waterlogging treatment (p <0.001),
but also one effect of the interaction between light treatments and waterlogging (p <
0.001) was detected. In waterlogged plants, there was an accumulation of starch in the
shoot and the depletion of AST in the roots. Succinic acid was accumulated only in the
roots of waterlogged plants indicating anaerobic metabolism in this organ. Thus, the
responses of plants to light and waterlogging treatments indicate the existence of a
hierarchy between the limiting environmental factors for the plant.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes problemas que afetam a produtividade de plantas, tanto
nativas quanto agronomicas, Sao 0s estresses abidticos. Por serem sésseis, as plantas sdo
expostas ao longo do seu ciclo de vida a constantes mudancas das condi¢des ambientais,
que muitas vezes podem ser desfavoraveis ao seu crescimento e estabelecimento no
ambiente (Larcher, 2006; Reddy et al., 2011). A colonizagdo bem sucedida de uma
espécie depende da capacidade de expressar mecanismos que garantam a sobrevivéncia
aos diversos tipos de estresses a que sdo expostas, e que na maioria das vezes envolve
respostas em todos os niveis funcionais do organismo (Bohnert et al., 1995; Larcher,
2006; Reddy et al., 2011). Varios sdo os tipos de estresses abidticos, contudo nos
ecossistemas naturais 0s mais comuns sdo decorrentes do excesso ou déficit de agua e
da disponibilidade luz no ambiente para a planta (Bohnert et al., 1995; Chaves et al.,
2002; Hadiarto & Tran, 2011; Larcher, 2006).

Na natureza, raramente um fator de estresse atua sozinho. Um exemplo
extremo é o que ocorre nas florestas de vazea da Amaz6nia, situadas no maior bioma
brasileiro. As varzeas sao planicies banhadas por rios oriundos de areas geologicamente
recentes dos Andes e encostas pré-andinas, suas aguas sdo brancas, pois carregam
grandes quantidades de sedimentos em suspensao e o pH € proximo a neutro (Prance,
1979). Todos os anos, a vegetacdo que coloniza essas areas € submetida a um
prolongado periodo de alagamento, que pode variar de alguns dias ate 270 dias seguidos
(Junk et al., 1989). Ao mesmo tempo, muitas espécies, principalmente durante a fase de
plantula, podem sofrer com o baixo nivel de luminosidade decorrente do sombreamento
proporcionado pelas arvores mais altas do dossel (Junk et al., 2011; de Oliveira
Wittmann et al., 2011, Wittmann et al., 2010). De fato, a exuberancia da vegetacéo
dificulta a penetracdo e disponibilidade de luz para o subbosque. Nas florestas
secundarias tardias da véarzea, valores de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
medidos abaixo da copa das arvores podem variar entre 3 e 17% da luz solar plena,
tendo efeito direto no estabelecimento e crescimento de muitas espécies nao tolerantes
ou pouco tolerantes ao sombreamento (Wittmann et. al., 2011). Entretanto, apesar dos
condicionantes para a vegetacdo, mais de 1000 espécies de arvores ocorrem nas

florestas de varzea ao longo da bacia amazonica, que é considerada uma das areas



alagaveis mais diversas do mundo (Wittmann et al., 2010), e por isso, um dos

ecossistemas alagaveis mais estudados da regiao.

A composicdo das espécies e a estrutura da varzea variam ao longo do
gradiente de inundacdo. A varzea possui trés habitats caracteristicos, varzea alta, baixa e
chavascal, significativamente diferentes quanto a estrutura florestal e a composicéo de
especies, refletindo a topografia do ambiente. As florestas da varzea alta se estabelecem
onde a média anual da coluna d’agua durante o pulso de inundacdo é menor que 3 m e
0s periodos de inundagdo sdo menores que cinquenta dias ao ano. Estas sdo florestas
sucessionais tardias que ocupam a zona de transicdo entre ambientes alagados e nédo
alagados. As florestas da varzea baixa se estabelecem onde a coluna de dgua tem uma
média anual maior que 3 m e por um periodo maior que cinquenta dias ao ano. Dentro
das florestas de varzea baixa hd uma vegetacdo especial, o chavascal. Essa vegetacao
ocorre em depressdes topograficas que ndo drenam e, portanto, permanece alagada o
ano todo (Wittmann et al., 2002). Dessa forma, a composicao floristica nessas areas
depende do regime de inundacdo, teor de sedimentos e intensidade da inundacdo (Junk
etal., 1989).

As condigdes encontradas nas florestas de varzea sdo um exemplo de ambiente
extremo, pois o0 alagamento promove uma série de alteracdes nos processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que ocorrem no solo e influenciam no crescimento das plantas
(Piedade et al., 2011; Ponnamperuma, 1984). Uma das primeiras alteracbes que
ocorrem no solo inundado € a diminuicdo na concentracdo de oxigénio. A escassez de
oxigénio em solos saturados de agua se deve a um desequilibrio entre uma difusao lenta
do gas na agua e o consumo de O, por micro-organismos e pelas raizes das plantas
(Visser et al., 2003). A exposicdo das plantas a inundacdo durante a estacdo de
crescimento leva a inibicdo da germinagdo de sementes e do crescimento vegetativo e
reprodutivo, alteracbes na anatomia vegetal, promo¢do da senescéncia precoce e
mortalidade (Kozlowski, 1997). Plantas tolerantes ao alagamento desenvolveram varias
respostas fisiologicas, morfoldgicas e anatbmicas que parecem minimizar o impacto do
estresse (Kozlowski, 1984; De Simone et al.,, 2003; Colmer & Voesenek, 2009;
Jackson, 2005; Parolin & Wittmann, 2010).

O alagamento do solo diminui a expansdo foliar, o crescimento cambial e 0

crescimento da raiz afetando o desenvolvimento na maioria das plantas (Herrera, 2013;



Jackson, 2005; Kozlowski, 1984). Importantes adaptacGes morfologicas ao alagamento
incluem a formacdo de aerénquima (tecido caracterizado por grandes espagos
intercelulares), hipertrofia de lenticelas, raizes adventicias, bem como a produgéo de
novas raizes. Estas estruturas tem a funcéo de facilitar as trocas gasosas entre os tecidos
da planta ou entre a planta e o0 meio externo (Ferreira et al., 2009; Kozlowski, 1984;
Simone et al., 2002).

Reducdo na taxa de fotossintese imediatamente apds o alagamento é comum
para Varias espécies que colonizam areas Umidas devido ao fechamento dos estdmatos
como uma resposta ao alagamento e, em muitas espécies intolerantes, eles permanecem
fechados por um longo periodo (Kozlowski, 1984; Tang & Kozlowski, 1982; Pezeshki,
2001). Supde-se que os mecanismos que levam a reducdo da condutancia estomatica
estdo ligados a condutividade hidraulica reduzida da raiz e subsequentemente a restri¢ao
da absorcdo de agua pelas raizes (Kreuzwieser & Rennenberg, 2014; Parent et al. ,
2008).

O metabolismo anaerdbico ocorre em funcdo da baixa disponibilidade de
oxigénio no solo e sdo as primeiras respostas da planta ao alagamento. 1sso acontece
porque a planta precisa de alternativas para manter o metabolismo em condigdes de
hipoxia ou mesmo anoxia dos tecidos. (Joly, 2011; Colmer & Voesenek, 2009; Ferreira
et. al. 2009). As mudancas metabdlicas que sdo induzidas logo apds o alagamento
podem ser explicadas pela ativacdo do metabolismo da alanina em combinacdo com a
bifurcagdo da rota do &cido tricarboxilico, levando a uma acumulagdo de alanina e

succinato e producado extra de ATP sob condicGes de hipoxia (Rocha et al., 2010).

A reducdo da producdo de energia e fornecimento de intermediérios
necessarios para 0s processos de sobrevivéncia ou crescimento devido ao alagamento
(Crawford, 2003; Dennis et al., 2000) combinado com a baixa irradiancia, leva a
diminuicdo da taxa de assimilacdo de carbono pela fotossintese. Assim, as plantas ndo
conseguem manter a oferta de carboidratos necessarios para a respiracdo ou
metabolismo anaerdbico durante a submersdo, o que acentua ainda mais o impacto

negativo do alagamento (Agarwal & Grover, 2006).

Nas florestas de varzea da Amazbnia, tanto o alagamento quanto a
disponibilidade de luz para as plantas ao longo do relevo, interferem na composigéo do

dossel e na dindmica de populacgdes das espécies (Bianchini et al., 2001). Em ambientes
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de florestas, devido a interceptacdo de grande parte da luminosidade pelas arvores
dominantes do dossel (Larcher, 2006; Taiz & Zeiger, 2006), as plantas jovens do sub-
bosque estdo continuamente submetidas ao estresse de sombreamento. Uma repentina
exposicdo a um estresse severo (e.g. alagamento) pode predominar sobre os outros
fatores que anteriormente regulavam o crescimento (e.g. luminosidade) (Kozlowski,
1991).

Segundo Lenssen et al.(2003) ha outras possibilidades além da hierarquia entre
0s estresses (onde um predomina fortemente sobre o outro) sendo elas a sinergia e a
inibicdo. Na sinergia o efeito dos dois estresses € maior do que a simples soma dos
efeitos dos estresses individuais onde a tolerancia para um dado estresse é tipicamente
reduzida por outros estresses concorrentes ou por fatores bidticos, como herbivoria,
pragas e competicéo (Niinemets & Valladares, 2006). J& na inibigdo um estresse reduz o
efeito do outro. O conhecimento da tolerdncia aos estresses abioticos primarios ainda é
escasso para muitas plantas nativas e a tolerancia a estresses simultaneos é mal
compreendida, apesar da coexisténcia de multiplos estresses na natureza (Niinemets &
Valladares, 2006).

Na natureza sdo muitas as variaveis coexistentes que influenciam o sucesso ou
fracasso no estabelecimento de plantas. Estresses como a privagdo de luz por
sombreamento ou de alagamento afetam diretamente a fotossintese e a respiracdo, ou
seja, as rotas do metabolismo primario do carbono. E importante saber quais adaptacdes
anatdmicas, morfoldgicas e fisiologicas e bioquimicas permitem que as plantas se
estabelecam em condi¢cfes tdo adversas. Espécies que ocorrem naturalmente nesses
ecossistemas extremos, como € o0 caso de Vitex cymosa, uma arbdrea que coloniza
florestas de varzea baixa na regido amazonica, e que é bem tolerante ao alagamento
(Parolin, 2001; Piedade et al., 2001), devem apresentar, de forma mais evidente, as
adaptacGes que lhes permitem sobreviver por longos periodos de inundacdo, muitas

vezes sob total auséncia de luz.



2. HIPOTESES

1) Plantas de V. cymosa mantidas em condi¢Ges de baixa irradiancia em solo nédo
alagado (na capacidade de campo) apresentardo o crescimento reduzido e um menor
percentual de sobrevivéncia, quando comparadas com aquelas mantidas em alta
irradiancia com solo nas mesmas condi¢cfes. 1sso ocorrerd porque a luz € um recurso
essencial para a realizacdo da fotossintese, que implica na producéo de reservas para uso
no metabolismo e no crescimento, sendo assim o principal fator limitante para o

desenvolvimento das plantas.

2) O alagamento parcial ndo restringira o desenvolvimento das plantas de V. cymosa,
pois, tendo em vista que a espécie ocorre naturalmente nas florestas de varzea da
Amazonia, apresenta mecanismos morfologicos (ex. formacao de raizes adventicias e
lenticelas) e anatdmicos (ex. formacdo de aerénquimas) capazes de minimizar os danos

causados pelo alagamento e possibilitar o crescimento da planta.

3) O alagamento devera ser mais danoso para as plantas que o sombreamento, assim, é
esperado que haja uma hierarquia entre 0s estresses.

3. OBJETIVO GERAL

e Auvaliar as alteragbes que ocorrem no crescimento, na morfoanatomia, na
fisiologia e na bioquimica de plantas de Vitex cymosa em resposta ao
alagamento parcial, em condi¢les contrastantes de luminosidade (alta e

baixa irradiancia).

3.1 Objetivos especificos

e Auvaliar o crescimento em altura e didmetro, area foliar e a produgdo de
folhas das plantas quando submetidas aos tratamentos de alagamento e de

luminosidade.



e Registrar a ocorréncia ou ndo de caracteristicas morfolégicas que possam ser
consideradas como respostas das plantas aos tratamentos de alagamento e de
luminosidade.

e Avaliar a area foliar das plantas submetidas aos tratamentos de alagamento e
luminosidade.

e Determinar os teores de acgUcares solUveis totais e de amido nos 6rgdos das
plantas da espécie, nos tratamentos de alagamento e de luminosidade.

e Analisar o perfil metabolico das plantas quando submetidas aos tratamentos
de alagamento e de luminosidade.

e Avaliar a taxa de assimilacdo fotossintética das plantas nos tratamentos de
alagamento e de luminosidade.

e Auvaliar a taxa de sobrevivéncia da espécie ap6s submeté-la aos tratamentos
de alagamento e de luminosidade.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Espécie estudada

A espécie escolhida para estudo foi Vitex cymosa (Bertero ex Spreng),
Lamiaceae. A familia apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo que no Brasil ocorrem
28 géneros com cerca de 350 espécies. E representada por ervas e arbustos, menos
frequentemente por arvores. O género Vitex possui 56 espécies que ocorrem na América
do Sul (Souza & Lorenzi, 2008). V. cymosa € uma arbdrea que ocorre em florestas
umidas, ao longo das margens dos rios e, com frequéncia, em locais de baixa altitude
(Worbes et al.,1992). Nas florestas de varzea da Amazonia, a ocorréncia da espécie é
restrita as porcdes mais baixas do relevo inundavel, o que a caracteriza como uma
espécie de varzea baixa, podendo permanecer inundada por mais de trés meses ao ano
(Wittmann et al., 2004; Junk et al., 2012; Parolin et al., 2010). Possui a base do tronco
levemente digitada e o ritidoma cinza claro, fibroso, papeloso. O floema apresenta cor
creme e alburno de cor alaranjada. Folhas opostas, palmadas, com cinco foliolos. A
floracdo da espécie nas varzeas amazonicas coincide com o pico da cheia (Fig.1a) e a
dispersdo ocorre pela agua (hidrocoria) (Fig. 1d) e por peixes (Parolin et al., 2011;
Wittmann et al., 2010). As flores sdo azuis a roxas, zigomarficas (Figura 1b). Os frutos

séo drupas globosas, roxas a pretas, quando maduras (Wittmann et al., 2010).



Figura 1. a) Vitex cymosa em floracdo em floresta de varzea durante a cheia, b) detalhe
das flores e frutos, c¢) frutos maduros e d) frutos na agua.

4.2. Area de coleta e obtencéo das plantas

Frutos maduros foram coletados de pelo menos cinco plantas no campo,
distantes uma das outras, em areas de varzea baixa na regido da llha de Marchantaria e
adjacéncias, nas proximidades da cidade de Manaus, Amazonas (03° 15’ S, 60° 00* W).
A llha de Marchantaria é banhada pelo Rio Solimfes/Amazonas (Fig.2). Essas areas
podem permanecer inundadas em média seis meses ao ano, com uma coluna de agua de

até oito metros (Servigo Geologico do Brasil, 2011).
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Fiéﬁra 2. Localizada area de coleta. * Ilha de Marcétara.

Apos a coleta no campo, os frutos foram acondicionados em caixas
térmicas e transportados (via aérea) para o laboratorio de Fisiologia do Estresse, na
Universidade de Brasilia (UnB), Distrito Federal. No laboratério, os frutos foram
despolpados para a obtencdo das sementes. Procedeu-se a separagdo de cinco lotes
compostos de 100 sementes cada, que foram colocadas para germinar em bandejas de
20 cm x 30 cm, contendo substrato vermiculita. As bandejas foram mantidas em
camaras de germinacdo tipo B.O.D., a 28 °C e fotoperiodo de 12 horas, onde
permaneceram até o desenvolvimento da plantula. As plantulas formadas foram
transplantadas para sacos plasticos de 1,5 L com a mistura de solo: para cada 60 L de
terra previamente autoclavada, 25 L de esterco de galinha, 1 Kg de cal (CaO) e 1,5 Kg
de fertilizante NPK 4-14-8. Depois do plantio, estas foram mantidas em casa de
vegetacdo, para aclimatacBes as novas condicbes e, as plantas com um ano foram
utilizadas nos experimentos de alagamento e luminosidade. As plantas foram
submetidas por 30 dias aos tratamentos de irradiancia antes de serem submetidas aos

tratamentos de alagamento.




4.3. Desenho Experimental

O experimento foi montado na Estacdo Biologica da UnB, em ambiente aberto
com luz solar plena. Para o alagamento foram utilizados baldes de polietileno (50 L),
sendo colocada 1plantula/lbalde (Fig. 4). Cada balde foi considerado uma unidade
amostral. Os niveis de luminosidade foram obtidos com uso de sombrite, e 0 percentual
em cada tratamento foi aferido por um sensor quantico calibrado na faixa
fotossinteticamente ativa, tendo como referéncia a luz solar do ambiente ao 12h, horério
de maior incidéncia de luz solar. A média da irradiancia ao meio dia foi de 2030 pumol
m™2s™ em 4rea externa, nas parcelas para obtencdo do tratamento de baixa irradiancia a
média foi de 110 umol m™ s e nas parcelas para obtencdo do tratamento de alta

irradiancia foi de 1037 pmol m2s™.

As plantas foram submetidas a quatro tratamentos, com treze plantas cada. Os
tratamentos foram uma combinacdo de (1) niveis de alagamento: ndo alagado (regas
diérias e solo na capacidade de campo) e submersdo parcial (coluna de 4gua de 5 cm
acima do solo); e (2) niveis de luminosidade: alta irradiancia (50% da luz solar
ambiente) e baixa irradiancia (5% da luz solar ambiente), de acordo com a figura

abaixo:

Tratamentos

Baixa Alta
irradiancia irradiancia

Ndo alagado J_ Alagado N3o alagado l Alagado
(13 plantas) (13 plantas) (13 plantas) (13 plantas)

Figura 3. Distribuigéo das plantas por tratamento.

O experimento teve a duracdo de 90 dias, durante o qual foram avaliados

semanalmente os seguintes parametros abidticos: temperatura do ambiente (méxima e



minima) e concentracdo de oxigénio dissolvido na agua (Oximetro digital Lutron,
modelo DO - 5519).

Figura 4. Experimento montado na estagdo experimental da Universidade de Brasilia.
Os baldes com as plantas (alagadas e ndo-alagadas) foram cobertos com sombrite que
simularam as condicdes de luz (5% e 50%) .

4.4. Avaliagdo do crescimento, morfologia e area foliar especifica das plantas

Dez plantas foram marcadas, no inicio do experimento, para avaliacdo do
crescimento em altura e diametro, com uso de trena milimetrada e paquimetro, durante
o periodo de 90 dias em que ficaram submetidas aos tratamentos. Semanalmente, foram
observadas alteracdes na morfologia relacionadas as respostas aos diferentes
tratamentos, como: clorose, epinastia das folhas, raizes adventicias, hipertrofia de
lenticelas no caule, perda ou producgéo de folhas. Para andlise da area foliar especifica
(AFE), efetuou-se a retirada de discos de é&rea conhecida de folhas totalmente
expandidas, no final do tratamento de alagamento, que foram secas em estufas a 70° C
por 72 horas, seguindo o protocolo de Cornelissen et al.(2003).
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4.5. Biomassa das plantas

Ao final dos 90 dias de experimentacdo, cinco plantas de cada tratamento
foram coletadas, seccionadas em raiz e parte aérea, e secas em liofilizador e em seguida
pesadas para obtencdo da massa seca. As pesagens foram realizadas em balanca de
precisdo 0,0001 g (Marte AY220).

4.6. Assimilacdo de CO; e anélise de clorofila das folhas

Por meio de um analisador de gas por infravermelho (IRGA Lc pro, ADC
BioScientific), foram tomadas as medidas de assimilacio méaxima de CO; (Amax),
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) em cinco plantas por tratamento nas
primeiras 96 horas em foram submetidas aos tratamentos. Ao longo dos 90 dias essas

medidas foram tomadas em dez plantas semanalmente.

As medidas foram realizadas sempre na parte da manhd, entre 8:00h e 11:00h,
em folhas totalmente expandidas evitando incluir a nervura principal da folha, sendo
realizadas trés medidas em cada folha. A temperatura e luminosidade foram controladas
pelo aparelho em 30°C e 800 umol m? s, respectivamente. O valor da densidade de
fluxo de fotdns fotossintéticos (PPFD) foi fixado em 800 pmol m™? s™ por ser o PPFD
onde a assimilacdo de CO; atingiu a saturacao, tal dado foi obtido a partir de uma curva
de resposta a luz realizada anteriormente & montagem do experimento (Fig. 5).

11


http://en.wikipedia.org/wiki/Infrared_gas_analyzer

= =
o N

[ee]

Assimilacdo (umol m2s?)

0 50 100 200 400 800 1600
PPFD (umol m2s?)

Figura 5. Taxa de assimilacdo de CO, em diferentes densidades de fotons de fluxo
fotossintético (PPFD) em plantas de Vitex cymosa antes de serem submetidas aos
tratamentos. As médias representam 6 repeticdes biologicas + o desvio padréo.

Ao final dos 90 dias, foram analisadas a concentracdes de clorofilas a e b por
meio do método de extracdo com N,N-dimetilformamida (Wellburn, 1994), onde foi
retirado um disco de 4 mm de diametro, que foi colocado em um tubo de
microcentrifuga ambar contendo 2 mL de DMF (N, N-dimetilformamida-
HCON(CH3)2). Os tubos com as amostras foram mantidos em refrigerador a 4°C por 48
h. Apos esse periodo foi feita a leitura em espectrofotometro (Evolution 201 da Thermo

Scientific) nos comprimentos de onda de 663.8, 646.8 e 480nm.

4.7. Anatomia

As analises anatémicas foram feitas nas raizes de trés plantas de cada
tratamento coletadas ap6s 30 dias, para avaliar a formacéo de tecido aerénquima. O
material fresco coletado foi fixado em FAA 70% por 24 horas, e posteriormente
armazenado em &lcool 70% para sua conservacdo até a realizacdo dos cortes. Foram
confeccionados cortes transversais consecutivos ao longo das raizes secundarias no
micrétomo manual. Esses cortes foram clarificados em hipoclorito de sdédio nas

concentracdes de 20 e 50% (Kraus & Arduin, 1997), com o tempo variando de acordo
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com o material, e posteriormente corados com solucdo de safranina e azul de alcian na
proporcdo de 4:1 (Luque et al., 1996). E montados em resina sintética (Paiva et al.,
2006). As fotos foram obtidas em microscépio LEICA DM 2500.

4.8. Andlise de carboidratos e perfil metabdlico das plantas

Ao final de 90 dias dos experimentos cinco plantas, em cada tratamento, foram
retiradas dos baldes e separadas em raiz, caule e folha. O material coletado foi
congelado imediatamente em nitrogénio liquido e em seguida transferido para secar em
liofilizador. Depois de secas, as amostras foram pulverizadas em moinho de bola
(Tecnal Ltda) para posteriores analises dos acUcares solUveis totais (AST), amido e do

perfil metabdlico.

Para acucares soluveis totais, 10 mg de cada amostra de p6 foram submetidas a
quatro extragdes com 500 pL de etanol 80% (v/v), incubada em banho-maria a 80 °C
por 20 minutos. Apds cada extracdo, a mistura foi centrifugada. Em seguida, foi feita a
coleta do sobrenadante para uso na quantificacdo de aclcares solUveis totais em
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 490 nm (Dubois et al., 1956) com

curva padrdo de glicose.

A anélise de amido foi feita com base na metodologia descrita por Amaral et
al.(2007), na qual o residuo da extracdo etandlica foi seco em speedvac e apds a
secagem, adicionados 500 puL de a-amilase termoestavel (120U.mL™). As amostras
foram incubadas a 75 °C por 30 minutos (repetido 2x). Em seguida foram adicionados
400 pL de amiloglucosidase (30 U/mL™) e a mistura de incubacdo foi mantida por 30
minutos a 50 °C (repetido 2x). A amostra foi submetida a digestdo com &cido perclérico
para a quantificacdo colorimétrica em ELISA (Spectra Max® 900) a um comprimento de

onda de 505nm com curva padréo de glicose.

As andlises de perfil de metabdlitos foram realizadas com uso do sistema
GC/MS (Crométografo a Gas com espectrometria de massa) adaptada de Lisec et.
al.(2006) para amostras liofilizadas. Foi adicionado 1,4 mL de metanol e 60 pL de
ribitol a cada amostra de 10 mg. As amostras foram incubadas a 70 °C por 10 min em

banho-maria, depois foram centrifugadas e 750 pL do sobrenadante foi transferido para
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novos eppendorfs. Foram adicionados 375 pL de cloroférmio refrigerado e 750 pL de
agua miliQ aos novos tubos contendo o sobrenadante da extracdo com metanol. As
amostras foram levadas ao vortex e centrifugadas. A fase superior foi transferida para
um novo tubo. Foram transferidas aliquotas de 150 pL para novos tubos, foram secos
em speedvac e armazenados em freezer. A extracdo restante foi mantida congelada

COMoO reserva.

As aliquotas foram secas em speedvac antes de iniciar a derivatizacdo com a
finalidade de remover dgua que possa ter acumulado durante o armazenamento. Foram
adicionados 40 pL de hidrocloreto de metoxiamina aos tubos e estes levados ao vortex e
ao banho seco com agitador por 2h a 37 °C. Os tubos foram centrifugados para retirar o
condensado das tampas e foi adicionado a estes 70 pL de MSTFA, foram levados ao
vortex, ao banho seco com agitador por 30 min a 37 °C e a centrifuga. Aliquotas de 100

pL foram transferidas para os frascos do GC para serem injetadas.

Os cromatogramas obtidos tiveram a linha de base corrigidas com o software
metAlign (Lommen, 2009) e a altura dos picos de massa foram normalizados para o
padrdo interno (ribitol). Os graficos foram confeccionados com o uso do programa
VANTED (Junker et al., 2006).

4.10. Recuperacao das plantas

Ao final do experimento de 90 dias, cinco plantas de cada tratamento foram
retiradas dos tratamentos de alagamento, mantidas nos tratamentos de luminosidade e
irrigadas na capacidade de campo. As plantas foram acompanhadas por 25 dias para
avaliar a sua recuperacdo e sobrevivéncia. Durante esse periodo foram tomadas,
semanalmente, as medidas de crescimento e anotadas as alteracbes morfoldgicas
apresentadas, como a queda e producdo de folhas. Foram também analisadas a
assimilacdo de CO, pelas plantas, conforme metodologia descrita nos topicos 4.6 e 4.5.
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4.11. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para testar o efeito
dos tratamentos foi realizada uma Anova fatorial considerando os tratamentos seco
(baixa e alta luz) e parcialmente alagado (baixa e alta luz). Estas analises foram
seguidas por testes de comparacdo de médias de Tukey em nivel de 5% de significancia.
Para os testes e graficos foi utilizado o programa Statistic versdo 7.0 da empresa Stat-
soft.

5. RESULTADOS

Todas as plantas, nos quatro tratamentos, sobreviveram aos 90 dias de duragéo
dos experimentos. Durante esse periodo, o0 oxigénio dissolvido na agua esteve na faixa
de 4mg/mL. A presenca de raizes adventicias foi observada ainda na primeira semana
de alagamento e ap0Os seis semanas todas as plantas submetidas ao alagamento
apresentavam essa caracteristica (fig. 6), contudo, ndo foi observada a presenca de

lenticelas ou de necrose nos tecidos.

Figura 6. Raizes adventicias em V. cymosa submetida ao alagamento.

Nas plantas submetidas ao alagamento, independente da luminosidade, a anélise
anatdmica das raizes secundarias mostrou que as células do cortex na regido de
crescimento primario apresentaram organizacdo cubica, com pequenos espacos

intercelulares e inicio de formacéo de aerénquima de origem esquizégena (Fig. 7). Nao
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foi observada a formacdo dessas estruturas em regido de crescimento secundario e nem

nas raizes das plantas nos tratamentos néo alagados.

cymosa (a) e detalhe (b).

Os niveis de luminosidade ndo afetaram o incremento em altura da planta (Fig.
8a). Por outro lado, em condicdes de alagamento este foi significativamente reduzido
(p<0,001), tanto no tratamento com baixa irradiancia quanto alta irradiancia. Verificou-
se ainda que este parametro variou ao longo do tempo (p<0,001) e, a partir da sexta
semana (p<0,05) os valores apresentados pelas plantas nos tratamentos de alagamentos

se tornaram significativamente diferentes daqueles apresentados pelas ndo alagadas.

Em todos os tratamentos, as plantas mostraram um incremento em diametro ao
longo do tempo (p<0,001) e este foi significativamente menor apenas entre 0s
tratamentos submetidos ao alagamento na décima segunda semana (p<0,05). Os niveis
de luminosidade também n&o mostraram efeitos significativos sobre o didmetro (Fig.
8b). As plantas que ndo foram submetidas a alagamento obtiveram uma maior razdo
raiz/parte aérea (p<0,001) e a luminosidade ndo influenciou de forma significativa esta

variavel.
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Figura 8. Incremento em altura (a) e em diametro (b) nas plantas de V. cymosa ao longo
dos 90 dias de experimento. BI/NA= baixa irradiancia /ndo alagadas; BI/A= baixa
irradiancia / alagadas; Al/A= alta irradincia/alagadas; AI/NA= alta irradiancia / ndo
alagadas. As médias representam 10 repeti¢Oes bioldgicas + o0 desvio padréo.

Os resultados mostraram que a producéo de folhas foi afetada pelo alagamento e
pela luz, uma vez que as plantas alagadas produziram menor numero de folhas (p <
0,05) do que aquelas ndo alagadas, e os tratamentos sob alta irradiancia produziram
mais folhas que os de baixa irradiancia (p<0,05). Ndo houve interacdo entre os efeitos

de luz e alagamento (Fig. 9).
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Figura 9. Producéo de folhas de V. cymosa ao longo de doze semanas. BI/NA= baix:
irradiancia /ndo alagadas; BI/A= baixa irradiancia / alagadas; Al/A= alta irradiancia
alagadas; AI/NA= alta irradiancia / alagadas. As medias representam 10 repeticOes:
bioldgicas * o0 desvio padrao.

A area foliar foi maior entre as plantas submetidas aos tratamentos de
alagamento (p<0,05), entretanto aquelas submetidas aos tratamentos com alta

irradiancia (p<0,001) tiveram maior area foliar especifica (Tabela 1). Os conteudos de
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clorofila a e de clorofila b foram maiores nos tratamentos de baixa irradiancia (p<0,05;
p<0,05), entretanto a razéo clorofila a:b ndo apresentou diferengas significativas, assim
como o conteddo de carotenoides (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos e interacGes dos parametros foliares de plantas jovens de V. cymosa.
As médias representam 3 repeticdes bioldgicas + o desvio padrdo. Interacdes entre 0s
tratamentos de luz (L) e alagamento (A) foram analisados por ANOVA fatorial onde: p
> 0,05 (> 0,05 (ns), p< 0,05 (*) e p< 0,001 (**).

Baixa Irradiancia Alta Irradiancia ANOVA
Alagado N3do Alagado Alagado Ndoalagado L A LxA

Area foliar (cm?) 101,72+4,86 60,49 + 8,08 73,78+8,04  58,05+9,69  * ** *
Areafoliar especifica (m*kg™) 33,04 +6,05 31,76 +6,8 19,8 +10,02 18,25 +3,07 ** ns ns
Clorofila a (pg/ml) 165,28 +13,66 140,35+8,84 134,60+13,72 131,34+864 * ns ns
Clorofila b (ug/ml) 54,12 +4,84 47,28+ 1,61 43,41+4,78 43,18 +6,13 * ns ns
Razdo clorofila a:b 3,05+0,02 2,96 +0,09 3,12+0,24 3,06 +0,27 ns ns ns
Carotendides (pg/ml) 34,59 + 4,66 28,94+1,97 28,18+1,2 28,71£1,96 ns ns ns

A assimilagdo maxima de fotossintese (Amax), condutancia estomatica (gs) e
transpiracdo (E), nas primeiras 96 horas de alagamento, variaram ao longo do tempo
(p<0,001). O alagamento e a luz ndo influenciaram estes trés parametros nas primeiras
96 horas (Fig. 10).
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Figura 10. Medidas de assimilagdo maxima (a), transpiracdo (b) e condutancia estomatica (c)
nas primeiras 96 horas em que as plantas de V. cymosa foram submetidas ao alagamento.
BI/NA= baixa irradiancia /ndo alagadas; BI/A= baixa irradiancia / alagadas; Al/A= alta
irradiancia / alagadas; AI/NA= alta irradiancia / alagadas. As médias representam 5 repeticdes
bioldgicas + o desvio padrao.

O alagamento teve efeito negativo na fotossintese (Amax) das plantas (p<0,001),
verificados a partir da segunda semana do inicio dos tratamentos, independente do nivel
de luminosidade (p<0,05) (Fig. 11a). As medidas de E foram maiores nos tratamentos
ndo alagados (p< 0,001) e passaram a ser significativamente diferente a partir da
segunda semana (p<0,001), a excecdo foi a medida tomada na sexta semana quando
diferencas ndo foram significativas. As medidas de transpiracdo também tiveram efeito
da luminosidade (p<0,05), mas que s6 ocorreu a partir da décima semana (p<0,05) (Fig.
11b) Do mesmo modo, os valores de condutancia estomatica foram influenciados pela
luz (p<0,05) e pelo alagamento (p<0,001), que foram significativos apenas a partir da

décima primeira semana (p<0,001) (Fig. 11c).
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Figura 11. Medidas de assimilacdo méaxima (a), transpiracdo (b) e condutancia
estomatica (c) ao longo de doze semanas. BI/NA= baixa irradiancia /ndo alagadas;
BI/A= baixa irradiancia / alagadas; Al/A= alta irradiancia/alagadas; AI/NA= alta
irradiancia/alagadas; AI/NA= alta irradiancia / alagadas. As médias representam 10
repeti¢des bioldgicas + o desvio padréo.

O conteudo de acucares sollveis totais (AST) nas raizes foi menor nos
tratamentos submetidos ao alagamento (p<0,001) e ndo foi influenciado pela
intensidade luminosa. J& no caule, o conteldo de AST foi maior nos tratamentos
alagados sob alta irradiancia e menor nos tratamentos submetidos ao alagamento sob
baixa irradiancia, portanto ha um efeito tanto da luz quanto do alagamento
(p<0,001;p<0,001). O contetdo de AST nas folhas ndo diferiu estatisticamente entre 0s
tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Conteudo de agUcares soluveis totais (AST) (ug/mg) de plantas jovens de
Vitex cymosa. As médias representam 5 repeticbes biologicas £ o desvio padrao.
InteracOes entre os tratamentos de luz (L) e alagamento (A) foram analisados por
ANOVA fatorial onde: p > 0,05 (ns), p< 0,05 (*) e p < 0,001 (**).

AST Baixa Irradiancia Alta Irradiancia ANOVA
Alagado Nao alagado Alagado Ndoalagado L A LxA

Raiz 31,10+9,84  41,02+09,7 3555+14,81 38,25+14,19 ns** ns

Caule 26,27 £5,28 33,50 % 6,34 3555+461 26,81+6,71 **** ng

Folha 33,66+748 3512+2287 3555+411 3427+485 nsns ns

O conteudo de amido nas raizes foi afetado pela luminosidade (p<0,001) onde 0s
tratamentos sob alta irradiancia possuem mais amido que os de baixa irradiancia. O
alagamento néo teve efeito no conteudo de amido nas raizes, mas teve interacdo com a
luz (p<0,001) onde os tratamentos alagados sob alta luz possuiam maior concentracao
de amido que os ndo alagados sob a mesma intensidade luminosa. Entretanto, os
alagados sob baixa irradidncia possuiam menor concentracdo de amido que 0s ndo

alagados sob a mesma intensidade luminosa.

O contetdo de amido no caule foi afetado tanto da luz quanto pelo alagamento
(p<0,001; p<0,001). A concentracdo de amido foi maior nos caules das plantas
submetidas ao alagamento e sob alta irradiancia. A concentra¢do de amido nas folhas
teve efeitos da interacdo entre luz e alagamento (p<0,001). As plantas dos tratamentos
alagados sob alta luz possuiram maior concentracdo de amido que aquelas dos
tratamentos ndo alagados sob a mesma intensidade luminosa. Entretanto, em condi¢cfes
de alagamento sob baixa irradiancia as plantas possuiam menor concentracdo de amido
que aquelas dos tratamentos ndo alagados sob a mesma intensidade luminosa (Tabela
3).

Tabela 3. Conteido de amido (ug/mg) de plantas jovens de Vitex cymosa. As médias
representam 5 repeti¢des bioldgicas + o desvio padrdo. Interagdes entre os tratamentos
de luz (L) e alagamento (A) foram analisados por ANOVA fatorial onde: p > 0,05 (ns),
p< 0,05 (*) e p<0,001 (**).

Amido Baixa Irradiancia Alta Irradiancia ANOVA
Alagado Nao alagado Alagado Ndoalagado L A LxA
Raiz 3,01+2,27 6,63+292 1048+693 8,03+4,49 **ng **

Caule 30,33+3,67 23,8548,98 37,05+483 29,02+4,31 **** ns
Folha 11,53+ 10,66 19,97+7,16 2181+152 1847+819 nsns **
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A analise do perfil metabolico mostrou que ndo houve diferenca significativa para
a maioria dos compostos encontrados nas plantas submetidas aos tratamentos de
alagamento e sombreamento. Sob tais condi¢fes, 0 Unico composto que variou foi o
acido succinico. Nas raizes das plantas alagadas, independente do nivel de
luminosidade, houve acimulo desse composto (p< 0,05). J& no caule e nas folhas ndo

foi observada a mesma tendéncia (Fig. 12).
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Figura 12. Acido succinico identificado nas raizes (a), caule (b) e folhas (c) de V.
cymosa em unidades arbitrarias. BI/NA= baixa irradiancia /ndo alagadas; BI/A= baixa
irradiancia / alagadas; Al/A= alta irradiancia/alagadas; AI/NA= alta irradiancia /
alagadas. As médias representam 5 repeticdes + 0 desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.

Ap6s 25 dias em que foram retiradas do alagamento, as plantas mantidas para
recuperacdo nos tratamentos de luminosidade, ainda apresentaram menor incremento
em altura (p<0,05) e menor incremento em diametro (p<0,05) comparado aquelas que
ndo foram alagadas. A assimilacdo méxima continuou menor nas plantas que foram
alagadas mesmo apds 25 dias que foram retiradas do alagamento (p<0,001). Entretanto,
as plantas que estavam alagadas sob alta irradidncia apresentaram maior assimilagédo
que as alagadas sob baixa irradiancia contrastando com os resultados obtidos durante o

alagamento.

A transpiracdo mostrou-se influenciada pela luz e alagamento mesmo apdés a
retirada do alagamento (p<0,001; p<0,001), mas a partir do oitavo dia ap0s o
alagamento o efeito da luz passou a ndo ser mais significativo para os valores de
transpiracdo e o efeito do alagamento ndo é mais significativo no vigésimo quinto dia
(Fig. 15b). A luz e o alagamento também tiveram efeito sobre a condutancia estomatica
(p<0,001; p<0,001). Os valores de gs se diferenciam entre os tratamentos no vigésimo
quinto dia (p<0,05) (Fig. 15c).
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Figura 13. Medidas de assimilacdo maxima (a), transpiracdo (b) e condutancia estomatica (c)
nas 96 primeiras horas, ao oitavo dia e ao vigésimo quinto dia apds o alagamento. BI/NA=
baixa irradiancia /ndo alagadas; BI/A= baixa irradidncia / alagadas; Al/A= alta irradiancia /
alagadas. As médias representam 5 repeticdes bioldgicas + o desvio padréo.
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de estresses simultaneos, onde mais de um fator desfavoravel atua
prejudicando o desempenho da planta € comum em ecossistemas naturais. Nestas
condicdes, as respostas apresentadas pela espécie para garantir a sobrevivéncia envolve
a inducdo de diversos mecanismos bioquimicos, fisiologicos, morfoanatdmicos e até
genéticos (Ferreira et al., 2010; Larcher, 2006; Reddy et al., 2011). Adicionalmente, o
tipo e a complexidade das respostas dependem ainda do tempo de exposi¢do ao estresse,
da idade e do gendtipo da planta (Claeys et al., 2014). Em ecossistemas sazonais, Como
das varzeas amazénicas, o periodo de crescimento e estabelecimento é considerado o
mais critico para a sobrevivéncia da planta. Nesta fase do ciclo de vida, as altera¢fes ou
alternancias que ocorrem nas condi¢des ambientais ao longo do ano séo, na maioria das
vezes, mais severas para a plantula e o individuo jovem do que para a planta adulta, que
competem de forma desigual com individuos adultos da mesma espécie, ou de outras
espécies na aquisicao de recursos (de Oliveira Wittmann et al., 2011; Kozlowski, 1997;
Parolin, 2002; Wittmann & Junk, 2003).

No presente estudo, a sobrevivéncia de 100% das plantas de V. cymosa durante o
periodo de exposicao experimental aos diferentes tipos de estresses, revela que a espécie
possui elevado nivel de plasticidade que permite a planta sobreviver e colonizar com
sucesso 0 ambiente sazonal das florestas de varzea, onde o alagamento e a baixa
disponibilidade de luz s&o considerados fatores limitantes para o crescimento da
vegetacdo por restringirem diversidade e a distribuicdo de espécies nesse ecossistema
(Junk et al., 2009; Wittmann et al., 2006, 2010; Worbes, 2002). De acordo com
Wittmann et al. (2010), os individuos que colonizam o sub-bosque dos estagios
pioneiros estdo expostos a pouco mais de 30% da PAR que passa através das copas das
arvores adultas e tais valores podem chegar a menos de 10% nos estagios climax dessas
florestas. Estudos mostram que a capacidade que uma planta tem de se adaptar a
ambientes diferentes esta direta ou indiretamente relacionada com a plasticidade e a
resiliéncia da fotossintese, em combinagdo com outros processos que irdo determinar o
crescimento e o desenvolvimento destas, e que culminam na reproducdo e na

consequente perenizagao da espécie no ambiente (Chaves et al., 2011; Lawlor, 2009).
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As folhas sdo os 6rgaos mais plasticos das plantas e que tendem a se ajustar as
condicOes vigentes do meio (Valladares & Niinemets, 2008). No presente estudo, a
disponibilidade de luz afetou as caracteristicas plasticas das folhas de V. cymosa, onde
as plantas sob baixa irradiancia apresentaram maior area foliar, provavelmente para
aumentar a interceptacdo da luz solar, estratégia em geral observada para plantas em
condicBes de sombreamento. Nesse tratamento também foi observado a maior area
foliar especifica (AFE) o que é comum em plantas aclimatadas a ambientes de baixa
irradiancia onde, em geral, ha uma maior alocacdo do nitrogénio organico foliar em
pigmentos (Evans & Poorter, 2001; Valladares & Niinemets, 2008). As plantas
mantidas sob alta irradiancia apresentaram menor area foliar especifica independente se
foram alagadas ou ndo. Menores valores para AFE tendem a corresponder com alto
investimento em defesa por possuir um ndmero maior de cloroplastos e de enzimas
fotossintéticas por unidade de area foliar e como consequéncia uma maior capacidade
fotossintética por unidade de area foliar (Cornelissen et al., 2003; Evans & Poorter,
2001).

A pré-aclimatacdo a diferentes irradidncias pode afetar a performance
fisioldgica das plantas quando submetidas ao alagamento (Mielke & Schaffer, 2010;
Mielke & Schaffer, 2011; Mommer et al., 2007). A maior area foliar apresentada pelas
plantas alagadas sob baixa irradiancia em relacdo aquelas alagadas sob alta irradiancia,
pode ter colaborado com a maior assimilacdo de CO, observada neste tratamento, uma
vez que uma maior area pode aumentar a capacidade de trocas gasosas entre as folhas
(Mommer & Visser, 2005) , especialmente quando se verifica que estes resultados
foram observados apenas ao fim das doze semanas, quando novas folhas,
provavelmente ajustadas as novas condi¢es haviam sido produzidas. Assim como em
Lavinsky et. al. (2007), plantas inundadas sob alta irradidncia apresentaram menor
assimilacdo o que indica a existéncia de efeitos sinérgicos entre a exposicao de luz alta e
encharcamento do solo, induzindo danos ao aparato fotossintético e mudancas

significativas nas taxas de crescimento das plantas inundadas sob alta irradiancia.

O desenvolvimento de raizes adventicias em V. cymosa, demonstrado ainda na
primeira semana do inicio dos experimentos, € uma resposta comumente observada em
plantas tolerantes ao alagamento (Lucas et al., 2013; Parolin & Wittmann, 2010;
Parolin, 2009; Simone et al., 2002). Essas raizes desenvolvidas a partir do caule,

flutuam na superficie da agua onde a concentracdo de O, é maior e facilitam a difusao
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do oxigénio para o interior das raizes subterraneas (Lorbiecke & Sauter, 1999). Outra
caracteristica de plantas de areas Umidas é a formacéo de aerénquima (Jackson, 2005).
Em V. cymosa, o arranjo cubico observado nas células de raizes das plantas submetidas
ao alagamento pode ter a finalidade de conferir maior porosidade ao tecido e como
consequéncia torna-lo mais ventilado. O arranjo cubico também esta relacionado a uma
predisposicdo a formar aerénquima esquizégeno, comuns em plantas tolerantes ao
excesso de agua no solo (Drew et al., 2000; Ferreira et al., 2009). Neste caso, ocorre a
separacdo da lamela média durante o desenvolvimento formando canais menos
tortuosos e que facilitam a difusdo de gases (Drew et al., 2000; Justin & Armstrong,
1987). Isso permite que as partes melhor aeradas da planta sirvam como uma entrada de
O, para beneficiar os 6rgaos inundados (Jackson & Armstrong, 1999). Em V. cymosa a
formacdo de aerénquima do tipo esquizégeno foi observada nas raizes secundarias,
mostrando que estes ndo sdo constitutivos e podem ter contribuido para a aeracdo

adicional dos tecidos e a manutencdo do sistema de raizes sob tais condicdes.

Anélises bioquimicas mostraram que V. cymosa acumulou amido
preferencialmente nas partes aéreas. Rengifo et al. (2005) descreveram que para
algumas espécies amazonicas o acimulo de amido nas folhas ocorre com subida das
aguas, quando a fotossintese das plantas € reduzida. Alguns autores sugerem que 0
acumulo de amido e acucar nas folhas contrastando com a deplecdo destes nas raizes
seja consequéncia da translocacdo reduzida no floema das partes aéreas para raiz,
verificada para algumas espécies em condicBes de alagamento (Kreuzwieser et al.,
2004). No caso de V. cymosa, o acumulo de amido parece ter ocorrido as custas do
crescimento das plantas, pois os valores mais elevados foram verificados nos caules das
plantas submetidas aos tratamentos de alagamento, que apresentaram 0 menor
incremento em altura. Plantas mantidas sem alagamento tiveram crescimento elevado,
possivelmente devido ao uso eficiente dos carboidratos provenientes da fotossintese,
gue nesse tratamento manteve-se elevada até o final dos experimentos. As raizes dessas
plantas também apresentaram uma diminuicdo da concentracdo de agucar soluveis neste
orgdo, o que pode ser explicado pela ativacdo de vias metabolicas alternativas do
metabolismo anaerdbico que apresenta elevada demanda por tais compostos. Os
acucares soluveis sdo carboidratos prontamente fermentaveis para uso no metabolismo,
e a sua disponibilidade e consumo pode ser crucial para a manutengdo das atividades

metabolicas vitais no sistemas de raizes (Kreuzwieser et al., 2004; Kreuzwieser et al.,
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2002; Schmull & Thomas, 2000; Vartapetian & Jackson, 1997), e essa estratégia pode
ter sido utilizada pelas plantas no presente estudo, uma vez que suas raizes
permaneceram com aspectos saudaveis, sem presenca de necrose nos tecidos. Em
condicdes de alagamento ocorreu uma reducéo na relacéo raiz/parte aérea nas plantas de
V. cymosa. O alagamento do solo pode levar a uma restricdo no alongamento da raiz,
possivelmente devido a limitacdo de oxigénio que tem efeito no metabolismo e, como
consequéncia a uma restricdo na utilizacdo dos nutrientes do solo (Pezeshki, 1991;
Jackson et al., 2009).

O perfil metabdlico mostrou que as plantas de V. cymosa séo altamente plasticas
em relacéo a alteracGes nas condi¢cBes do meio, tolerantes ao alagamento parcial e ao
sombreamento, pois 0 metabolismo da parte aérea ndo foi alterado em nenhum dos
tratamentos avaliados. Contudo, a espécie tende a ajustar o metabolismo quando
alagada, tendo em vista que a parte radicular mostrou um aumento significativo apenas
em um intermediario do ciclo do &cido citrico, o &cido succinico. O acumulo deste
composto durante periodos de hipoxia (Joly & Crawford, 1982) é relatado para prevenir
o acumulo de piruvato, pois este ativa o0 consumo respiratério de oxigénio (Rocha et al.,
2010). Sugere-se que a sintese de succinato consome H+ evitando a acidificacdo do
citoplasma (Drew, 1997). Apenas nas raizes das plantas alagadas o &cido succinico foi
acumulado, o que pode ser um indicativo de que este foi o Unico 6rgdo que ativou

metabolismo anaerdbico.

A reaeracdo apds a privacdo de oxigénio pode causar sérias injdrias para as
plantas (Biemelt et al., 1998), por esse motivo a performance apresentada por
determinadas espécies durante o alagamento ndo pode ser apresentado como conclusivo
e a sua recuperacdo apos a retirada do alagamento precisa ser avaliada (Striker, 2012).
Entretanto, V. cymosa ndo apresentou danos apds a retirada do alagamento. Apds 25
dias de recuperagéo, as plantas que haviam sido alagadas sob alta irradiancia mostraram
recuperacdo da fotossintese e apresentaram uma maior assimilagdo méxima que aquelas

sob baixa irradiancia.

Com base no exposto, é possivel sugerir que para a espécie V. cymosa o estresse
por alagamento pode ser mais prejudicial ao seu crescimento e desenvolvimento do que
0 sombreamento, e que as alteracGes observadas na morfologia podem ser estratégias

para amenizar ou mesmo evitar as possiveis injurias causadas as plantas pelo
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alagamento. As respostas da planta aos tratamentos de luz e de alagamento, bem como a
interacdo entre os dois estresses aponta para a existéncia de uma hierarquia entre 0s

fatores ambientais limitantes para a planta.
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