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RESUMO

O alagamento do solo é um dos principais estresses abidticos que impacta negativamente o
crescimento e a produtividade das plantas. O excesso de &gua no solo reduz o oxigénio,
necessario para a respiracao aerobica das plantas e induz alteracfes, como a alteracdo de vias
metabdlicas para sobreviver em condicGes de hipéxia ou mesmo anoxia nesses ambientes. e na
fisiologia da planta com a ativacdo da enzima chave do metabolismo anaerdbico, a &lcool
desidrogenase (ADH), e as enzimas antioxidantes.

Nas florestas de varzea da AmazoOnia, muitas plantas estdo sujeitas a periodos de alagamento
do solo. Essas espécies de plantas conseguiram se adaptar, e tolerar longos periodos de
exposicdo a esse estressor, se tornando modelos para estudos. O presente trabalho avaliou
plantas jovens de Guazuma ulmifolia, nativas de ecossistemas secos do Cerrado e das varzeas
da Amazbnia, foram submersas por longos periodos, e observar se existe diferencas no
crescimento, biomassa, morfologia e bioquimica, e relacionar com a tolerancia da planta ao
alagamento. As plantas de G. ulmifolia do Cerrado ou da Amaz6nia, com idade de 60 dias,
foram submetidas a dois tratamentos: (1) Controle (regas diarias até a capacidade de campo),
(2) Submersao total da planta em diferentes tempos (0, 24 h, 48h, 7 dias, 14 dias, 30 dias 60
das). Independente da origem, Amazdnia ou Cerrado, a submersao induziu nas plantas a clorose
e queda das folhas nas primeiras semanas, paralisacdo do crescimento e redugdes significativas
de biomassa quando comparadas com as plantas do controle, que mantiveram o crescimento
continuo. Ao final dos 30 dias, as plantas do Cerrado mostraram necrose dos tecidos do caule,
0 que ndo ocorreu com as plantas da Amazonia, que apresentavam aparéncia saudavel. Ao fazer
as analises da alcool desidrogenase (ADH), enzima chave do metabolismo anaerobico, foi
possivel observar que a enzima tem sua maior atividade no tempo de 48 horas de submerséo (P
< 0.05), principalmente nas plantas da Amazdnia onde tiveram os maiores picos de atividade
da ADH se comparado com as plantas do Cerrado, ap0s esse tempo a enzima tem sua atividade
reduzida. Devido as condi¢cdes de estresse causadas pelo alagamento impostas as plantas, a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), causando danos as estruturas celulares
e mesmo acarretar a morte da planta. O presente trabalho também analisou a atividade de
algumas enzimas antioxidantes que fazem parte de um eficiente sistema de defesa antioxidante,
que envolve as seguintes enzimas Ascorbato peroxidase (APX), Catalase (CAT) e a Superoxido
dismutase (SOD). Utilizando o mesmo tratamento da biomassa e com tempo final de 30 dias,
0s Orgaos das plantas analisadas foram as folhas e raizes. Nas folhas, os valores de APX e CAT

ndo diferiram entre as plantas do Cerrado ou da Amazonia (P > 0.05). Foi observado um
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aumento significativo (P < 0.05) na atividade da APX a partir de 48h apenas nas plantas do
Cerrado, que se manteve elevada até 7 dias. A atividade da APX nas raizes se mostrou variavel
tanto ao longo do tempo quanto entre as plantas de diferentes procedéncias. Tanto nas plantas
procedentes da Amazonia e Cerrado, o aumento (P < 0.05) na atividade da APX foi observada
apenas no tempo de 7 dias, sendo reduzida de maneira significativa apenas para a planta da
Amazbnia na avaliagdo que ocorreu aos 14 dias (P < 0.05). A atividade da SOD nas raizes
aumentou nas primeiras 48h ap6s a submerséo, mas esse aumento sé foi significativo (P <0.05)
nas plantas do Cerrado, cujos valores foram mais elevados (P < 0.05) que nas plantas do
Amazonia.

Desta forma foi observado que ao tentar preservar condicdes minimas para a que a planta
sobreviva, devido as condices de estresse mencionadas anteriormente, tanto as plantas do
ecotipo da Amazonia e do Cerrado de G.ulmifolia se comportaram de maneira parecida, porém
apresentaram diferencas nas respostas bioquimicas sugerindo uma atividade imediata de
algumas das plantas da Amazénia quando exposta ao alagamento, indicando tolerar de maneira

mais eficiente ao alagamento.

Palavras-chave: Alagamento, Guazuma, Oxigénio, Biomassa, Enzima, Antioxidantes



ABSTRACT

Soil flooding is one of the main abiotic stresses that negatively impacts plant growth and
productivity. Excess water in the soil reduces the concentration of oxygen, necessary for the
maintenance of aerobic respiration of plants and induces changes in their morphology and/or
physiology, such as the alteration of metabolic pathways to survive in hypoxia or even anoxia
conditions in these environments. and in plant physiology with the activation of alcohol
dehydrogenase (ADH), key enzyme of anaerobic metabolism, and antioxidant enzymes.

In the lowland forests of the Amazon, many plants are subject to periods of flooding of the
soil. These plant species were able to adapt, and tolerate long periods of exposure to this
stressor, becoming models for studies. The present work evaluated young plants of Guazuma
ulmifolia, Malvaceae from seeds collected from plants, native to dry ecosystems of the Cerrado
and amazonian floodplains, were submerged for long periods, and to verify whether there were
differences in growth, biomass, morphology and biochemistry, and to relate to the tolerance of
the plant to flooding. The plants of G. ulmifolia from the Cerrado or amazonian, aged 60 days,
were submitted to two treatments: (1) Control (daily watering up to field capacity), (2) Total
submersion of the plant at different times (0, 24 h, 48h, 7 days, 14 days, 30 days 60
of). Regardless of origin, Amazon or Cerrado, the submersion induced chlorosis and leaf fall in
the plants in the first weeks, growth stoppage and significant biomass reductions when
compared with the control plants, which maintained continuous growth. At the end of the 30
days, the cerrado plants showed necrosis of the stem tissues, which did not occur with the plants
of the Amazon, which presented a healthy appearance. When doing the analysis of alcohol
dehydrogenase (ADH), a key enzyme of anaerobic metabolism, it was possible to observe that
the enzyme has its highest activity in the time of 48 hours of submersion (P < 1b0.05), especially
in plants in the Amazon where they had the highest peaks of activity of ADH when compared
to cerrado plants, after this time the enzyme has its activity reduced. Due to the stress conditions
caused by flooding imposed on plants, they induce overproduction of reactive oxygen species
(EROs), causing damage to cellular structures and even causing the death of the plant. The
present work also analyzed the activity of some antioxidant enzymes that are part of an efficient
antioxidant defense system, which involves the following enzymes Ascorbate peroxidase
(APX), Catalase (CAT) and Superoxide dismutase (SOD). Using the same biomass treatment
and with a final time of 30 days, the organs of the plants analyzed were the leaves and roots. In
the leaves, the Values of APX and CAT did not differ between the cerrado or amazonian plants
(P >0.05). A significant increase (P <0.05 Ib) was observed in the activity of APX from 48h
only in cerrado plants, which remained elevated up to 7 days. The activity of APX in the roots
was variable both over time and between plants of different origins. Both in plants from the
Amazon and Cerrado, the increase (P <0.05) in the activity of APX was observed only in the
time of 7 days, being significantly reduced only for the Amazon plant in the evaluation that
occurred at 14 days (P <SOD activity in the roots increased in the first 48h after submersion,
but this increase was only significant (P 0.05 Ib) in cerrado plants, whose values were higher
(P <£<0.05 Ib) than in Amazonian plants.



Thus, it was observed that when trying to preserve minimum conditions for the plant to survive,
due to the stress conditions mentioned above, both the Amazon and Cerrado biomebed
similarly, but presented differences in biochemical responses suggesting an immediate activity

of some of the amazon iana plants when exposed to flooding, indicating to tolerate flooding
more efficiently.

Keywords: Flooding, Guazuma, Oxygen, Biomass, Enzyme
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1. INTRODUCAO

O alagamento do solo é um dos principais estresses abidticos que impacta
negativamente o crescimento e a produtividade das plantas, tanto em ecossistemas naturais
quanto agricolas, causando grandes prejuizos econdmicos e ambientais em muitas partes do
mundo (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). As projeces feitas pelo IPCC (2021) para o final
deste século sdo de aumento na frequéncia dos eventos de precipitacdo intensa sobre a maioria
das regides do planeta, considerando todos os cenarios de emissao, incluindo a regido norte da
América do Sul e extremo sul do Brasil (IPCC, 2013).

O excesso de agua no solo reduz a concentracdo de gases, em especial o oxigénio
necessario para a manutencao da respiracdo aerobica das plantas que, que precisam desenvolver
estratégias para sobreviver ao efeitos adversos causados pela exposicéo a eventos extremos de
alagamento do solo, com alteracdes na sua fisiologia e morfonatomia ( Jackson et al., 2009;
Yamauchi et al., 2018).

Para um desenvolvimento de mecanismos eficientes que incluem a alteracdo de vias
metabolicas para sobreviver em condic¢des de hipoxia ou mesmo anoxia ( Ferreira et al., 2009;
Jackson & Colmer, 2005).

Mudancas na estrutura do solo, apds enchentes, geralmente incluem desagregacdo de
sedimentos, defloculacdo de argilas e destruicdo de agentes sedimentadores (Hosokawa &
Crespo, 2007). Os efeitos da inundacdo no solo sdo associados com mudangas quimicas
relacionadas com a baixa disponibilidade de O (hipéxia) ou auséncia dele (andxia),
acumulacdo de COg, solubilidade de minerais subsistentes, reducéo de Fe e Mn, decomposicéo
de matéria organica e a formacao de compostos toxicos (Fukao et al., 2019; Voesenek & Bailey-

Serres, 2015)
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A baixa disponibilidade de O, para as plantas tem efeito negativo na principal via
metabdlica de geracdo de energia necessaria para o trabalho celular, tendo em vista que ele é o
aceptor final na cadeia de transportes de elétrons na mitocondria. Sua auséncia leva a redugéo
da producdo de energia (ATP) e a ativacdo de vias metabdlicas alternativas, com a indugéo de
enzimas do metabolismo anaerébico, como a alcool desidrogenase (ADH), uma das enzimas-
chave nesse processo ( Ferreira et al., 2009; Ismond et al., 2003). No entanto, essa estratégia
bioquimica de manutencdo do metabolismo gera compostos como o lactato, acetaldeido e o
etanol, que se tornam toxicos quando acumulados e podem levar a morte da planta (Kozlowski,
1997). Neste caso, as plantas devem dispor de mecanismos biogquimico, anatémico e
morfoldgico (Kozlowski, 1997; Voesenek & Bailey-Serres, 2015)

A tolerancia de plantas ao alagamento pode estar relacionada a diversos fatores de
acordo com sua espécie e gendtipo, sendo influenciada pela idade da planta, duracdo da
inundacao (Kozlowski, 1997). A resposta fisioldgica da planta relacionada com alagamento é
acompanhada de uma série de disfungdes na planta, como a reducéo na fotossintese, devido ao
fechamento estomatico, diminuicdo na absorcdo de agua e nutrientes, relacbes hormonais e
compostos fitotdxicos(Colmer & Atwell, 2013; Kozlowski, 1997).

Devido a forte pressdo exercida pelo alagamento para as plantas, muitas espécies que
colonizam os ecossistemas alagaveis podem apresentar elevados niveis de plasticidade, que é
definida como a capacidade do organismo de modificar de acordo com ambiente, o que é de
grande importancia para a planta por ser fixa no solo( Jackson et al., 2009). Essas mudancas,
que ocorrem devido a adaptacdo da planta ao ambiente, possibilitam o desenvolvimento de
estudos em niveis morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares. Neste caso, estudos
utilizando ec6tipos pertencentes a mesma espécie, mas que habitam ecossistemas contrastantes

com eventos de alagamento do solo, podem esclarecer como as plantas toleram de forma
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eficiente o estresse que estariam envolvidas para garantir sua sobrevivéncia nessas condicoes
durante as etapas do seu ciclo de vida (Ferreira et al., 2010; Ribeiro et al., 2018)

Guazuma ulmifolia € uma arbérea da familia Malvaceae, em que as maiores
representantes podem alcangar até 30 m de altura. A sua distribuicdo € ampla e no Brasil ocorre
na parte norte do Amazonas, em florestas de varzea que sdo periodicamente alagaveis (Marcio
& Ayres, 1986)e em areas secas do bioma Cerrado (Ribeiro et al., 2018)) até a regido Sul do
pais (Jacques et al. 1985). As florestas de varzea da Amazonia estdo expostas todos 0s anos a
um longo periodo de alagamento que pode ter uma duracao de até sete meses continuos, quando
a coluna de agua pode ultrapassar 10 metros de altura ( Junk, 1979). O periodo de chuvas ou
forte atividade convectiva na regido Amazonica é compreendido entre Novembro e Marco,
sendo que o periodo de seca (sem grande atividade convectiva) é entre 0s meses de Maio e
Setembro. Os meses de Abril e Outubro sdo meses de transi¢do entre um regime e outro (Fisch
et al., 1998). Nessas condigdes, de plantas jovens podem permanecer completamente
submersas por longo periodo de tempo, sendo reexpostas ao ar (desubmergéncia) logo apds a
retracdo das aguas, ao final do periodo de alagamento. Nesses locais, ao longo do ano, as plantas
sdo expostas a uma fase aquética e uma fase terrestre (Ferreira et al., 2009, 2010). Por outro
lado, no Cerrado, o clima predominante é tropical quente subumido, caracterizado por forte
sazonalidade das chuvas e com uma estacdo seca bem definida no ano (maio a setembro) (B.
A. daS. Pereira et al., 2011)

O Cerrado possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo (>7.000 espécies), com
alto nivel de endemismo. O numero de plantas vasculares é superior aquele encontrado na
maioria das regides do mundo: plantas herbaceas, arbustivas, arbdreas e cip6s somam mais de
7.000 espécies (Mendonca et al., 1998). O clima dessa regido, é estacional, onde um periodo é
chuvoso, que dura de outubro a marco, € seguido por um periodo chuvoso, que dura de outubro

a marco, é seguido por um periodo seco, de abril a setembro. A distribui¢do da vegetagdo e as
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adaptacBes de plantas sdo determinadas por condi¢des climéticas (temperatura e sazonalidade
de chuvas), por condi¢des edaficas (relevo e tipo de solo) e pelos efeitos do fogo (Scariot et al.,
2005). Para tolerarem a seca com  baixo potencial hidrico, as plantas desenvolveram
mecanismos como 0 ajustamento osmotico, acumulo de moléculas ndo-estruturais, transporte
de solutos a longa distancia com baixo custo energético, permitindo principalmente a
manutencgdo da abertura estomatica e fotossintese sob condi¢des de baixo potencial hidrico no
solo (Furquim et al., 2018).

O objetivo principal desse estudo é avaliar as estratégias que permitem uma planta
tolerar o alagamento prolongado, por meio de um estudo comparativo entre populacdes de
plantas de uma mesma espécie, Guazuma ulmifolia, que coloniza as florestas de varzea na
Amazonia ou as areas secas no Cerrado do Brasil Central. A ocorréncia de uma mesma especie
colonizando ecossistemas tdo contrastantes com relacdo a disponibilidade hidrica nos da a
oportunidade de estudar aspectos fisiologicos, bioquimico e morfoldgicos das plantas a
submerséo, contribuindo para agregar conhecimento sobre a tolerancia de plantas aos estresses

do ambiente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FLORESTA DE VARZEA DA AMAZONIA

A floresta amazbnica se caracteriza pela diversidade floristica e por possuir
fitofisionomias que conferem a sua heterogeneidade de habitats. A classificacdo dos tipos de
vegetacao esté estritamente ligada com a proximidade e as caracteristicas dos cursos de agua
da regido ( Junk, 1979). Entre os principais tipos de florestas que compde o bioma, destaca-

se a floresta de varzea. Com mais de 222 espécies de arvores ocorrendo ao longo de todo o
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gradiente do nivel de inundacgdo, é uma das florestas alagaveis mais diversas do planeta

(Montero et al., 2006).

Séo cerca de 200000 km? de areas, é o segundo maior ambiente florestado da regido,
considerando estrutura, diversidade e representatividade espacial. A temperatura média
anual da regido é de 27 °C, apresenta alta umidade relativa (acima 80%), elevado indice
pluviométrico (média anual variado entre 2000 e 2500 mm), com um periodo de seca

(estiagem) que dura de trés a quatro e outro chuvoso (novembro/junho) (Junk, 1993).

As véarzeas da Amazonia sdo areas ferteis porque os rios a elas associados
transportam grande quantidade de sedimentos em suspensdo, trazidos pelas correntezas a
partir de suas areas de captacdo localizadas nos Andes ou encostas pré-andinas. Todos 0s
anos, durante a eépoca de chuvas, 0 nivel desses rios sobe em média 10 m de altura,
transbordam e invadem extensas fitofisionomias de florestas proximas as suas margens (
Junk, 2013; Junk, 1979). Ao adentrar nas florestas a velocidade do fluxo de &gua diminui,
chegando a parar devido ao atrito com os troncos das arvores. Como consequéncia, 0sS
sedimentos se depositam no fundo dos rios e lagos formados, promovendo a renovacao
ciclica do solo e resultando na alta fertilidade das florestas de varzeas (Sioli, 1984; Piedade

etal., 2010).

A inundacdo acontece em direcédo as planicies mais elevadas no interior da floresta e
uma zonacao de comunidades vegetais se forma ao longo do gradiente de nivel de inundacéo,
com uma clara substituicdo das espécies, que depende das condic¢des de inunda¢do em cada
posicdo topografica (Montero et al., 2006). As espécies que se estabelecem proximas as
margens sdo as primeiras a serem alagadas e as Gltimas a sairem do alagamento. Essas areas,
onde o alagamento é mais extremo, sdo classificadas como varzea-baixa, locais onde as

plantas podem permanecer, em média, durante cinco meses do ano continuamente alagada

16



sob uma coluna de agua de cerca de cinco metros de altura (Gama et al., 2005; Montero et
al., 2006). A penetracdo de luz através da agua de alagamento é menor que 50 cm de
profundidade e, por esse motivo, muitas plantas, especialmente durante a fase de plantula,
podem permanecer completamente submersa por longos periodos no escuro (Ferreira et al.,

2010; Parolin, 2009).

2.2. CERRADO

O cerrado é segundo maior bioma em extensdo territorial da America do Sul,
aproximadamente, 2000000 km? de area, ocupa proximamente 24% do territorio brasileiro
(MMA, 2015). Nele é comportado uma grande diversidade, em termos de espécies. Em
funcdo da sua extensdo territorial e por apresentar um clima sazonal, relacionado a
pluviosidade ndo homogénea sobre a sua extensdo. Apresenta alta heterogeneidade
ambiental faz com que a vegetacdo desse bioma apresente uma maior diversificacao

comparada com os outros tipos de biomas ( Pereira et al., 2011)

Fisionomicamente, o cerrado é caracterizado por vegetacdo tipicamente savanica,
porém, segundo o sistema de classificacdo de Ribeiro & Walter (2008) existem 11 tipos
principais e vegetacdo para o bioma Cerrado. Apresentam formacdes florestais (mata ciliar,
mata de galeria, mata seca e cerraddo), as savanicas (cerrado sentido restrito, parque cerrado,

palmeiral e vereda) e as campestres (campo sujo, campo limpo e rupestre).

Essa alta diversidade de ambientes se reflete em uma elevada riqueza de espécies,
com plantas herbaceas, arbustivas, arboreas e cip0s, totalizando 12.356 espécies que ocorrem
espontaneamente somada a uma flora vascular nativa (pteridofita e fanerégama) somando

11627 espécies , 44 % aproximadamente em uma flora endémica(Mendoca, 2008).
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O cerrado apresenta um tipo de clima tropical sazonal, pode ser dividido em duas
estacOes bem definidas: uma seca, que tem inicio no més de maio, terminando no més de
setembro, e outra chuvosa, que comega em outubro e se estende até abril. Na estacdo da seca.
A umidade relativa € muito baixa e a evaporacao alta, sendo que a precipitacdo pode ser zero
em alguns meses. A temperatura média anual do bioma fica em torno de 22-23 °C. O clima
na estagdo propicia um ambiente para 0 aumento da ocorréncia de incéndios florestais, que

podem ocorrer de forma proposital ou de origem natural (Maracahipes et al., 2011).

A regido do Cerrado consiste em um mosaico de vegetacdo, como fisionomias
determinadas ndo apenas pelo clima, mas também por solos provenientes de diferentes
materias de origem (Haridasan, 2008). O solo do Cerrado tem suas caracteristicas bem
conhecidas, o Latossolo apresenta, uma drenagem bem definida, &cidos e pobreza de
nutrientes como calcio, magnésio, potassio e alguns micronutrientes. Além dessas
caracteristicas esses tipos de solo representam cerca de 48% da area do bioma, apresentando
coloracdo variando o vermelho ao amarelo, em funcdo da presenca de ferro (Haridasan,
2008; Pereira et al., 2011). Outros solos também sdo presentes no bioma do Cerrado, em
7,5% da regido os solos pedrosos e rasos (Neosolos Litoliticos), geralmente de encostas, 0s
arenosos (Neosolos Quartzaremicos), que representam cerca de 15% da area total, os
organicos (Organossolos) e outros em menor quantidade (B. A. da S. Pereira et al., 2011;

Reatto, 2008)
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2.3. GUAZUMA ULMIFOLIA: UMA ESPECIE FLORESTAL NATIVA, COMO
MODELO PARA ESTUDOS DE TOLERANCIA AO ALAGAMENTO

PROLONGADO

Guazuma ulmifolia ou mutamba como € popularmente conhecida, é uma espécie
arborea amplamente distribuida, se encontra no México, América Central e América do Sul.
Anteriormente classificada como Sterculiaceae, até que estudos filogenéticos de Souza &
Lorenzi (2008) mudaram a espécie para as Malvaceae. E uma espécie pioneira, heliofita,
semidecidua que se caracteriza por ser uma arvore ou arvoreta perenifolia, com copa
arredondada e densa, galhos horizontais, folhas alternas, simples e pilosa e ovoladas
lanceoladas, inflorescéncias amarelas e frutos globosos, secos e verrucosos (Cronquist et al.,
2007).

Seus frutos sdo do tipo capsula loculicida, globosa, seca, de cor preta. Os frutos
maduros apresentam maior concentracdo nos meses de agosto e novembro (Roberta et al.,
2005) e tém a coloracdo cinza-escuro, sendo do tipo capsula, lenhoso, seco, indeiscente,
muricado e pentacarpelar, com média de 64 sementes por fruto (Roberta et al., 2005). As
sementes sdo pequenas, medindo aproximadamente 3 X 2 mm, de consisténcia lenhosa e cor
marrom acinzentada (Roberta et al., 2005). E uma espécie importante para o reflorestamento
destinado a algumas areas de recomposicdo degradadas (Carvalho et al., 2007).

Comparar a mesma planta de ecossistemas diferentes a ambientes totalmente distintos,
como por exemplo inundados e ndo inundados, ajuda a esclarecer e entender melhor alguns
mecanismos, como o0 processo de especiacdo da planta, a selecdo natural, a plasticidade
fenotipica e a adaptacdo ao estresse. Em trabalhos de Ribeiro et al (2018) as plantas de G.
ulmifolia obtidas de ecotipos da Amaz6nia ou do Cerrado submetidas ao alagamento parcial

sobreviveram ao estresse, foram observadas respostas relacionadas ao alagamento, como o
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surgimento e clorose e abscisdo foliar tanto nas plantas provenientes de matrizes da
Amazonia quanto nas do Cerrado.

O alagamento promoveu o desenvolvimento de algumas estruturas como lenticelas, a
hipertrofia do caule e 0o aumento de raizes adventicias (Pires et al. 2018). Apesar de
apresentarem um desempenho inferior ao das plantas da Amazonia, as plantas do Cerrado
tiveram caracteristicas de tolerancia a inundacdes que estavam presentes em populacdes de

ambos 0s ecossistemas.

2.4 FISIOLOGIA DO ESTRESSE DE PLANTAS

O estresse na planta foi definido por Litchitentaler (1996) como algumas condicdes
desfavoraveis a substancias que afetam ou bloqueiam metabolismo da planta. Entre os
fatores de estresse abioticos mais comuns para as plantas esta o excesso de dgua no solo ou
alagamento resultante de fatores climaticos ou ambientais, mudancas no uso da terra e/ou
solos mal drenados (Yeung et al., 2018).

O alagamento do solo tem impacto negativo na agricultura por levar a um baixo
rendimento que pode atrasar o plantio, reduzindo o vigor, alterando o desenvolvimento e
aumento da susceptibilidade a doencas (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). De acordo com
Bailey-Serres (2012) é impossivel calcular os impactos dos prejuizos que o alagamento
causa, porém, nos Estados Unidos de 2001 a 2011, foram pagos U$ 24 bilhGes de dolares
em seguros para agricultores. Além de restringir ao ambiente somente as espécies que sdo
tolerantes ao alagamento, diminuindo o nimero e a diversidade de plantas.

Muitas plantas sdo capazes de desenvolver caracteristicas que Ihes permitem ajustar
as mudancas ao ambiente, e conferir tolerancia ou resisténcia. Tais caracteristicas, quando
envolvem alteracGes no genoma da planta séo referidas comumente como adaptacgoes. As

adaptacOes sdo caracterizadas principalmente por serem transmitidas as geragdes seguintes
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(Ben Rejeb et al., 2014). Ajustes de curto prazo nas caracteristicas que permitem a tolerancia
ao estresse, podem ser denominados como mecanismo de aclimatagdo, que é quando as
plantas expostas a um estresse subletal (exposicdo a um periodo de frio ou a déficits
hidricos), de maneira subsequente ou severa, adquirem alguma resisténcia e/ou tolerancia as
condi¢des que poderiam matar as plantas mais sensiveis (Shabala, 2013).

No ambiente natural, ao longo da vida a planta é constantemente confrontada por
ambos 0s estresses, bioticos e os abidticos, fazendo com que a produtividade caia de forma
significativa. A planta entdo se organiza de maneira complexa para tentar combater esses
fatores, 0 que envolve varias respostas fisiologicas e adaptacdes em nivel celular e molecular
(Loreti et al., 2016).

Devido ao alagamento, as plantas produzem sinais metabdlicos de varios tipos, em
resposta a diminuicdo dos niveis enddgenos de oxigénio. Nesse periodo ocorre adaptacoes
onde as plantas alagadas alteram sua arquitetura, anatomia, metabolismo e crescimento
como estratégia de sobrevivéncia (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). Uma das principais
vias de sinalizacdes inicia pelo balanco de gases, com diminuicdo da concentracdo de
oxigénio e por um aumento de etileno. Como consequéncia da queda nos niveis de oxigénio,
h& uma regulacéo negativa do ciclo dos acidos tricarboxilicos (o ciclo de Krebs) que sdo os
principais mecanismos geradores de esqueletos de carbono para a sintese de compostos do
metabolismo secundéario das plantas, de onde vém os hormdnios vegetais (Grandis et al.,
2010). S&o os ajustes nas vias hormonais que podem levar a modificagdes na anatomia e na
morfologia da planta, relacionadas aos niveis alterados de etileno e seu balango com outros
horménios, como a inducdo do alongamento do caule, producdo de raizes adventicias,
lenticelas e aerénquima. Tais estruturas tem a finalidade de reduzir os danos causados pelo

alagamento e facilitar a troca de gases e compostos volateis toxicos provenientes do
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metabolismo anaerdbico, entre 0 ambiente externo e interno da planta (Jackson et al. 2009;

Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

2.5 METABOLISMO ANAEROBICO

O O é uma molécula extremamente importante para organismos aerobios, devido a
sua eletronegatividade ele € um importante aceptor de elétrons em processos energéticos. O
oxigénio serve como um aceptor de elétrons na fosforilagdo oxidativa que regenera o ATP,
principal fonte de energia para o metabolismo celular, por meio da regeneracdo do NAD+,
viabilizando o poder de sustentacdo das vias bioguimicas, como por exemplo, a glicolise (De
Sousa & Sodek, 2002; Loreti et al., 2016).

O trabalho anaerébio da glicolise funciona para algumas necessidades, mas é
ineficiente, toxico e acumula produtos toxicos. Esses dois problemas causardo a morte
rapidamente das arvores que ndo estdo adaptadas as condicGes de alagamento (Gama et al.,
2005; Loreti et al., 2016). Os principais problemas durante a submersao ocorrem pela falta
de oxigénio devido as taxas de difusdo lentas de gases na agua e 0 esgotamento de
carboidratos, que é o substrato para respiracdo (Mommer & Visser, 2005). Esses dois fatores
juntos levam a perda de biomassa e eventualmente morte de plantas submersas ndo adaptadas
( Ferreira et al., 2010).

Ao sofrer alagamento, sdo produzidos nas plantas diversos tipos de compostos, em
resposta ao baixo nivel enddgeno de oxigénio. As células e tecidos sdo expostos a variacdo

interna de Oz e CO> e & elevagdo no nivel de etileno, de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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e de nitrogénio. A producdo de EROS ¢ induzida pela deficiéncia de O», como consequéncia
da inibicdo do transporte de elétrons na mitocondria (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

Em tecidos com baixa ou nenhuma presenca de oxigénio, o contetdo de piruvato
aumenta assim como o de enzimas glicoliticas. Na deficiéncia de oxigénio as enzimas
fermentativas piruvato descarboxilase (PDC), alcool desidrogenase (ADH) e lactato
desidrogenase (LDH) sdo produzidas em consequéncia da necessidade em aumentar a
glicélise para compensar a baixa producdo de ATP devido a inativacdo da fosforilacdo
oxidativa (Saglio et al., 1999; Sato et al., 2002). O uso excessivo da via fermentativa e resulta
na producdo e acumulo de produtos como acetaldeido, lactato e etanol, que permite
regeneracdo de NAD+ a partir de NADH. A regeneracdo de NAD+ pelas enzimas
fermentativas ADH e LDH é vital para a tolerancia a hipoxia/anoxia porque, na auséncia de
NAD+ , a glicolise cessa (Ismond et al., 2003; Kirsteiner et al. 2003).

A lactato desidrogenase (LDH), que catalisa a formacdao de lactato a partir de piruvato
e cuja atividade é induzida por um curto espago de tempo logo apds a passagem da condicao
aerobica para anaerdbica (Kennedy et al., 1992; Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

Estudos tém demonstrado que o pH do citosol acidifica durante o alagamento, o que
leva a ativacao da alcool desidrogenase (ADH), proporcionando alta producéo de etanol, que
é extremamente danoso para a membrana pela solubilizacdo de lipideos, alterando sua
fluidez, permeabilidade e transporte. (Drew et al., 1994; Kennedy et al., 1992; Loreti et al.,
2016). A producdo do NAD durante a fermentacdo alcoodlica, para a formacéo de piruvato
mostra que € um dos motivos importantes de assegurar que a glicolise aconteca (De Sousa
& Sodek, 2002; Jackson et al., 2009). Além do ADH, a glutamatopiruvato transaminoferase
(GTP) e amalato desidrogenase (MDH) em condicdes de anaerobiose da planta, e 0 aumento

da atividades dessas enzimas, sdo responsaveis por manter uma fonte de energia basal
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quando apresentadas as condic¢des de pouco ou auséncia de oxigénio (De Sousa & Sodek,
2002; Ferreira et al., 2009; Parolin, 2012).

Mesmo apds o fim do alagamento a planta ndo se encontra em condi¢des favoraveis,
ja que houve o um ajuste metabolico durante o periodo de alagamento. Neste caso, a
recuperagdo apos o alagamento pode ser um momento crucial para muitas espécies (Colmer
et al. 2014). Para algumas plantas, no momento da reoxigenagdo ocorre um aumento na
producdo de superdxidos em dois complexos, o complexo Il (citocromo bci) e complexo
IV (citocromo ¢ oxidase) da cadeia de transporte de elétrons da mitocondria, a fim de
proteger esses sistemas do excesso de O». Deficiéncia em antioxidantes nessa fase pode levar
a danos na membrana celular, comprometendo a integridade da célula (Barreiros et al., 2006;

De Sousa & Sodek, 2002).

2.6. ESPECIES REATIVAS AO OXIGENIO (EROS)

As plantas tém um modo de vida séssil, e por isso sdo expostas a diversos fatores
ambientais que podem levar ao estresse oxidativo vindos de meio abidticos (luz, seca,
alagamento, metais pesados, desbalanco de nutrientes e outros) e bidticos (herbivoros,
patdgenos e alelopatia), na falta de oxigénio, as plantas conseguem obter energia em
condicdes adversas produzindo espécies reativas ao oxigénio toxicas para as plantas que em
altos niveis podem danificar a planta ou até mesmo matar (Christine H. & Graham, 2000)

O O quando se encontra no estado molecular é pouco reativo, mas o metabolismo
aerobico produz as EROs, como o radical superdxido (O2™), composto de baixa capacidade
oxidativa, o peroxido de hidrogénio (H202), que pode romper a membrana nuclear e causar
danos ao DNA, o radical hidroxil ("OH), com baixa capacidade de difusdo, mas alta
reatividade, provocando lesGes em uma série de moléculas em meio celular e o oxigénio

singleto (O2) (Messchmidt et al., 2015; Yeung et al., 2018). As reag0es onde as EROs sé&o
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produzidas acontecem na mitocondria, cloroplasto e peroxissomos (Kdrsteiner et al., 2003).
As respostas de defesa aos produtos nocivos do metabolismo precisam acontecer de maneira
imediata para que ocorram menos danos possiveis aos tecidos afetados. Por isso ocorre a
producdo dos antioxidantes, com a fun¢do de manter os niveis baixos de EROs nas plantas.
O sistema antioxidante precisa agir em sincronia ja que sdo divididos em dois sistemas 0
antioxidantes enzimaticos e os ndo enzimaticos que trabalham em conjunto para combater
as EROs, para que os sistemas vegetais recuperem a sua homeostase celular (Foyer &
Graham, 2000).

Os antioxidantes enzimaticos sdo a primeira linha de defesa contra os danos das
EROs a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
dehidroascorbato redutase (DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx). A SOD € uma enzima que atua dismutando o
0O2"em H20> (Alscher, Ruth Grene; Erturk, Neval & Heanth, 2007). A catalase tem a fungéo
de decompor o peroxido de hidrogénio (H202) em &gua e oxigénio. A ascorbato peroxidase
é quem catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) em agua, utilizando o
ascorbato como doador de elétrons. A glutationa redutase (GR) € uma enzima responsavel
por catalisar a reducdo da GSSG (glutationa oxidada) para GSH (glutationa reduzida), a
glutationa tém importancia na protecéo celular (contra a formacdo de radicais livres), na
manutencdo do balango redox da célula, no transporte de aminoécidos e participa da
regulacdo alostérica enzimatica, sendo utilizada pela GR (Cakmak et al., 1993; Yeung et al.,
2018). O ascorbato é responsavel pela degradacdo do H2O> utilizando o ascorbato como
substrato, a enzima é importante na defesa de tecidos fotossintético contra o estresse
fotoxidativo(Barbosa et al., 2014).

Entre o0s antioxidantes ndo enzimaticos se destacam os polifendis, flavonoides, o -

caroteno e o tocoferol. Os polifendis constituem um amplo grupo de fitoquimicos que possui
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mais de 8000 estruturas conhecidas. A capacidade antioxidante dos polifendis é conferida a
seu poder redutor e, por ter essa multiplicidade de estruturas, pode apresentar variadas
respostas que dependem da posicdo da hidroxila na molécula (Barreiros et al., 2006). Os
flavonoides e os carotendides sdo capazes de absorver os radicais livres e inibir a cadeia de
iniciacdo ou interromper a cadeia de propagacao das reacfes oxidativas promovidas pelos

radicais (Ben Rejeb et al., 2014).

3. JUSTIFICATIVA

O alagamento € um dos mais importantes estresses abioticos para as plantas, responsavel
por reduzir a diversidade da flora em ambientes naturais e por grandes perdas entre as espécies
agricultaveis. Mesmo um periodo relativamente curto de alagamento, menor que 24 horas, é
suficiente para gerar fortes prejuizos econdmicos, uma vez que a maioria das espécies
cultivadas para fins comerciais nao é tolerante ao excesso de agua no solo (Bailey-Serres &
Voesenek 2012). Por esse motivo, estudos com espéecies adaptadas a ecossistemas alagaveis
despertam bastante interesse. Plantas que colonizam areas sujeitas a alagamentos podem exibir
diferentes niveis de tolerancia, dependendo da duracao do estresse, e que pode estar combinado
a fatores da prépria planta como a idade e a genética (Ferreira et al. 2010). Muitas espécies
tendem a alterar sua bioquimica, fisiologia e/ou a morfologia para se ajustar as condicdes
expostas e garantir sua perpetuacdo no ambiente (Kozlowski 1997, Larcher 2006, Jackson et
al. 2009, Piedade et al. 2010, Colmer et al. 2014, Bailey-Serres & Voesenek 2015). Guazuma
ulmifolia € uma espécie que possui representantes que colonizam ecossistemas distintos, areas
secas no Cerrado e florestas alagaveis na Amazbnia, sujeitos a condigdes de climas

contrastantes em relacdo a disponibilidade hidrica. Neste caso, é possivel que tais diferencas
26



sejam evidenciadas na tolerancia desta espécie ao alagamento, e que possam estar relacionadas
com o ambiente de origem das plantas (Cerrado ou Amaz6nia). Por se tratar de uma arborea
nativa, encontrada naturalmente em ambientes alagaveis ou ndo alagaveis, os estudos que
avaliem os mecanismos bioquimicos e fisioldégicos da planta em condi¢Ges de alagamento
experimental, oferecem a oportunidade de ampliar o conhecimento sobre a tolerancia de plantas

a esse estresse.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas de plantas jovens de Guazuma ulmifolia, pertencentes a ecotipos
nativos de regides secas do Cerrado e das areas alagaveis da Amazonia, quando submetidas a
condicdes de submerséo por longo periodo. Verificar a ocorréncia de alteragdes na morfologia
das plantas e de ajustes na sua fisiologia, por meio da analise de atividade de enzimas da via do
metabolismo anaerobico ou do sistema antioxidante, ambas relacionadas com a tolerancia ao

alagamento.

5. OBJETIVO ESPECIFICO
e Obter os dados de sobrevivéncia, de crescimento, do acumulo de biomassa e
identificar as alteracdes que ocorrem na morfologia das plantas de G. ulmifolia,
pertencentes aos distintos ecotipos (Cerrado ou Amazénia) em condigdes de
submersao.
e Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas plantas, por meio da
analise na atividade de enzimas do sistema antioxidantes durante periodo de

submersao.
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e Analisar a atividade da enzima do metabolismo anaerdbico, alcool desidrogenase

(ADH), induzida pelo alagamento, durante os 30 dias de submerséo das plantas.

6. HIPOTESE

A hipotese principal do estudo é de que as plantas de Guazuma ulmifolia provenientes
de populagdes de plantas nativas do Cerrado ndo toleram ou ndo respondem a submersédo
prolongada, com alteracdes em sua morfologia e/ou fisiologia, como aquelas de mesma espécie
provenientes de populacfes de plantas nativas das varzeas da Amazonia, uma vez que essas
condigdes extremas de alagamento do solo ndo ocorrem naturalmente nesse ecossistema. Com
base nisso, foram elaboradas as hipoteses complementares descritas abaixo:

o As plantas de G. ulmifolia do Cerrado e da Amazonia, irdo mostrar diferentes niveis de
tolerancia devido a condicéo de alagamento total, em funcdo do ambiente de origem (Cerrado
ou Amazonia), com 0s ecotipos da Amazonia apresentando melhores adaptacdes na morfologia
(ex. raiz adventicias), fisiologia (ex. metabolismo) e bioquimica (ex. antioxidantes) no periodo
do Alagamento.

o As plantas de G. ulmifolia irdo apresentar diferentes respostas a sobrevivéncia e aos
danos causados pelo alagamento, tendo em vista 0 seu ecotipo de origem, as plantas da

Amazonia tendo uma maior vantagem sobre as plantas do Cerrado.

7. MATERIAIS E METODOS

7.1 COLETA DE SEMENTES PARA A PRODUCAO DAS PLANTULAS UTILIZADAS

NOS EXPERIMENTOS

As sementes foram obtidas de plantas de G. ulmifolia nativas das florestas alagaveis
pelos rios de aguas brancas na Amaz6nia (sensu varzea, Sioli 1984) ou de areas secas, nos
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cerrados no Brasil Central. Na Amaz6nia, foram coletados frutos de, no minimo, cinco
plantas de G. ulmifolia na regido das ilhas Xiborena (3°11'36,73" S; 59°56'33,34" W) e
Marchantaria (3°128” S; 60°8'48 W), as margens do rio Solimbes prdximas da cidade de
Manaus, AM. No Cerrado, os frutos foram coletados em uma &rea de cerraddo localizada na
regido de Formoso, Minas Gerais (15° 02'28,0"S; 46°33'00,9” W). Os frutos foram
transportados para o Laboratério de Fisiologia Vegetal da UnB, em Brasilia, e processados
para a retirada das sementes. Para garantir a aleatoriedade das amostras obtidas em cada
local, as sementes foram misturadas em lotes Unicos, devidamente identificados por

Amazonia ou Cerrado, de acordo com a procedéncia.

Para obtencédo das plantulas, foi feito um pré-tratamento mergulhando as sementes
em agua quente por 60 segundos, para quebrar a dorméncia das sementes e induzir a
germinacdo (Paiva-Sobrinho et al. 2012). Depois desse processo, as sementes foram
distribuidas em uma bandeja de plastico (18,91 cm x 44,1 cm x 29,7 cm) com uma mistura
(1:3) de vermiculita e solo comercial Bioplant®, mantidas em camara de germinacdo (25
°C, fotoperiodo de 12 horas, regadas diariamente até capacidade de campo — solo umido).
Apos 20 dias, as plantulas (do Cerrado e da Amazonia) foram colocadas em vasos plasticos
de 800 mL contendo solo comercial Bioplant® e transferidas para a sala de crescimento do
Departamento de Botanica (IB-UnB), onde foram mantidas por 30 dias com regas diarias e
luz artificial (70,75 p.mol.s2). Passado esse periodo, as plantas foram transferidas para a
casa de vegetacdo na Estacdo Experimental (IB-UnB), onde permaneceram por 60 dias para

aclimatacdo até o inicio dos experimentos de submersao.
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7.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para execucéo da pesquisa foram montados trés experimentos (Tab. 1), um experimento
principal de longa duracdo (60 dias) avaliou o crescimento, as alteragdes na morfologia e o
incremento em biomassa das plantas (topico 6.4), e dois experimentos de menor duracdo (30
dias) foram conduzidos de forma paralela ao principal para aferir as alteracfes e ajustes no
metabolismo que acontecem ainda nos primeiros dias e semanas de submersdo. Os
experimentos de menor duracdo avaliaram a atividade da enzima chave do metabolismo
anaerobico, desidrogenase alcoolica (ADH), e a atividade de sistemas antioxidantes das plantas
(tépico 6.4 e 6.5, respectivamente).

Todos os experimentos seguiram 0 mesmo desenho experimental, que foi inteiramente
casualizado. Para os tratamentos foram utilizados baldes plasticos de 50 L e dentro de cada
balde foram colocadas as plantas com origem no Cerrado ou na Amazénia. Antes do inicio dos
experimentos, as plantas foram mantidas nos baldes com regas diarias durante sete dias para
aclimatar. Depois desse periodo, foram submetidas aos tratamentos: (1) = Controle (rega até a
capacidade de campo), (2) = Submerséo (coluna de agua ~ 10cm acima da planta). Em cada
experimento, o tempo de avaliacdo e o numero de amostras coletadas variou de acordo com a
andlise a ser realizada e estdo descritos na metodologia correspondente. Para as analises
enzimaticas, foram realizados pré-ensaios para otimizacdo da metodologia. Um total de 170
plantas com idade de 60 dias foram utilizadas, sendo que 124 plantas foram amostradas durante

0s experimentos (Tab. 1).

Tabela 1. Numero de plantas de Guazuma umifolia, provenientes do Cerrado ou da Amazonia,

utilizadas nos trés experimentos realizados neste estudo.

Controle Submersas

Experimentos Cerrado Amazonia Cerrado Amaz6nia Total
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I. Crescimento, morfologia e

) ) 10 10 10 10 40
biomassa (60 dias)
I1. Metabolismo anaerdbico:

. ) 3 3 15 15 36
atividade da ADH (30 dias)
[11. Atividades de enzimas do

. _ 4 4 20 20 48

estresse oxidativo (30 dias)
Total de plantas utilizadas 124

Durante a execucdo dos experimentos a temperatura média foi de 29,5 °C na casa de
vegetacdo e de 22,9°C na &gua de inundacéo, contida nos baldes. A concentracdo de oxigénio
dissolvido na agua foi de 3,48 mg/L aferida com auxilio de um oximetro (Lutron, DO — 5519,
Taipei, Taiwan). A luminosidade média na casa de vegetacdo foi de 113,75 umol m 25!,

medida com luximetro (Tecnal, MQ-200).

7.3 EXPERIMENTO I: CRESCIMENTO, MORFOLOGIA, BIOMASSA DAS

PLANTAS

O experimento | teve a duracdo de 60 dias. Para as plantas de cada ecossistema, Cerrado
e Amazonia, foram utilizados 10 baldes, sendo cinco para os tratamentos controle e cinco para
os tratamentos de submersdo. Os baldes foram distribuidos no interior da casa de vegetacao de
forma aleatdria, por meio de sorteio da localizacdo (Fig. 1). Dentro de cada balde foram
acondicionadas duas plantas do Cerrado ou duas plantas da Amaz6nia, sendo uma para a coleta

de biomassa aos 30 dias e outra aos 60 dias.
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Figura 1. Distribuicdo dos baldes com as plantas dentro da casa de vegetacdo. Localizagdo

definida por sorteio. Cerrado: ® tratamento controle, O tratamento de submersdo; Amazonia:

® tratamento controle, O tratamento de submersao.

a) Avaliacdo de biomassa: para cada origem, Cerrado ou Amaz0nia, cinco plantas (n=5) foram
coletadas nos tratamentos controle ou de submerséo. As coletas foram realizadas nos tempos
30 e 60 dias do experimento. As plantas foram separadas em raiz, caule e folhas e em seguida
colocadas para secar em estufa a 60 °C constante por uma semana. Depois desse periodo foram

pesadas em balanca de precisdo (0,0001g) para obtencéo da massa seca.

b) Avaliacdo do crescimento e alteracfes na morfologia das plantas: para cada origem,
Cerrado ou Amazonia, cinco plantas (n = 5) tiveram o crescimento e as alteracées na morfologia
acompanhados durante 60 dias nos tratamentos controle ou de submersdo. As plantas avaliadas
foram as mesmas utilizadas para a analise de biomassa ocorrida aos 60 dias (descrito acima),
pois foram mantidas até o final do periodo experimental. A primeira avaliacdo ocorreu no tempo
0 (zero), imediatamente antes de submeter as plantas aos tratamentos (controle ou submersao),
outras duas foram realizadas aos 30 dias e 60 dias de alagamento. Com auxilio de uma trena,
foi tomado o crescimento em altura das plantas de cada ecossistema, nos dois tratamentos. Por
meio de observagdes visuais foram avaliadas as altera¢coes na morfologia das plantas, como a

queda ou producéo de folhas novas, o aparecimento de clorose, producédo de raizes adventicias
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e de lenticelas. O estado geral das raizes (p.ex. presenca de tecido necrosado) foi verificado ao

final do experimento.

7.4. EXPERIMENTO II: METABOLISMO ANAEROBICO

O metabolismo anaerdbico de G. ulmifolia foi aferido por meio da anélise da atividade
da desidrogenase alcodlica (ADH), enzima chave na via de fermentacdo alcodlica, que ocorre
na auséncia de oxigénio. Raizes de trés plantas (n=3) de cada ecossistema, Cerrado e Amazonia,
foram coletadas em nitrogénio liquido imediatamente antes de submeter aos tratamentos de
submerséo (tempo zero ou controle), apos 24h e 48h de submerséo e depois de 7, 15 e 30 dias

submersas. O material coletado foi armazenado em freezer a — 80 °C até as analises.

7.4.1 ENSAIO DA ATIVIDADE DA ADH (EC 1.1.1.1):

O protocolo para extracéo e quantificacdo de ADH seguiu uma adaptacdo proposto por
(Dixon et al., 2006) e (Jaeger et al., 2009). Amostras de, no minimo, 0,1 g de material vegetal
fresco foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido e armazenados em tubos Eppendorf
a - 80°C. O ADH foi extraido usando um tamp&o contendo 100 mM de Tris (pH 7,5), 10 mM
de EDTA, 5 mM de MgCI2, 10 mM de ditiotreitol, 0,5 mM de pirofosfato de tiamina, 0,1%
(p/v) de PVP-40, 1 mM de NAD+, 15% ( v/v) glicerol, triton 0,02% (v/v), PMSF 1 mM e
ascorbato de sddio 10 mM.. Apos centrifugacdo das amostras a 10.000 g, 4 °C por 10 minutos,
foram coletadas aliquotas de 100 pL do sobrenadante e adicionado 2,9 mL da mistura de
incubacdo da enzima, que consistiu de tampéo Tris-HCI (pH 8,9) 50 mM, ditiotreitol (DTT) 2
mM e BNAD 0,25 mM com mais 100 pL de etanol a 96%. A atividade de ADH foi medida na
direcdo da conversdo de etanol em acetaldeido em um volume final de 1,5 mL contendo 48 mM

Tris (pH 8,9), 1,26 mM NAD+, 20 uL de extrato e¢ 8,75 uL de etanol usando um
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espectrofotometro Thermo Scientific UV/Vis Evolution 201 ajustado para 340nm. A atividade

foi expressa em uma base de massa fresca usando o coeficiente de extingdo molar para NADH.

7.5 EXPERIMENTO IlI: ATIVIDADES DE ENZIMAS DO ESTRESSE

OXIDATIVO

7.5.1. PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS AO OXIGENIO (EROS)

A producdo de EROs nos tecidos das raizes e/ou folhas em resposta a submersédo das
plantas foi avaliada por meio da anélise de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, que sao
a superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) e Peroxidase (APX)
(EC 1.11.1.11). As medidas ocorreram nos mesmos intervalos de tempo utilizados para aferir
0 metabolismo anaerdbico (descrito no topico acima 7.4.1): Oh (controle), 24h, 48h e aos 7, 14
e 30 dias apds a submersao.

Para as analises, foram separadas as raizes e folhas de trés plantas (n=4 de cada
ecossistema, coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C para posterior
andlise. A atividade da CAT e da APX foram analisadas nas raizes e folhas, enquanto da SOD

ocorreu apenas nas raizes das plantas.

7.5.1 ENSAIO E QUANTIFICACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As raizes e folhas congeladas (0,1 g) foram pulverizadas em nitrogénio liquido e as
proteinas foram extraidas com 1 mL de tampéo fosfato 50 mM (pH 6,8) contendo EDTA 100

M, PVPP a 10% (p / v) e protease cocktail inibidor. Os extratos de folhas foram centrifugados
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a 10.000 x g por 15 min a 4 ° C e o sobrenadante coletado para analise posterior de atividades

da SOD, CAT e Peroxidase.

A atividade SOD foi medida de acordo com (Giannopolitis & Ries, 1977), com
modificagdes descritas por (Horta et al., 2014). Os homogenatos foram incubados na presenca
de tampéo fosfato 50 mM (pH 7,8), L-metionina 13 mM, EDTA 100 uM, riboflavina 2 uM e
azul de nitro-tetrazélio (NBT) 75 uM por 10 min a temperatura ambiente numa camara
equipada com lampada fluorescente. Os controles consistiram em 9 reagfes mantidas na
auséncia de luz. Medidas espectrofotométricas foram realizadas a 575 nm para determinacédo
do contetido de O? remanescente no meio. Uma unidade de atividade SOD foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para inibir a reducdo de NBT em 50%.

A atividade CAT foi mensurada de acordo com (Cakmak & Horst, 1991). Os
homogenatos foram incubados com tampéo fosfato 50 mM (pH 6,8) e H.0. 12,5 mM. A
atividade da enzima foi estimada a partir de medidas espectrofotométricas a 240 nm e equacéo

de Lambert-Beer, usando o coeficiente de extingdo molar € =39,4 mM™ cm™.

A atividade de APX foi medida de acordo com Nakano & Asada (1981). Os
homogenatos foram incubados com tampéo fosfato 50 mM (pH 6,0), &cido ascorbico 1 mM e
H202 2 mM. A taxa de oxidagdo do acido ascorbico foi monitorada a 290 nm. A atividade da
enzima foi estimada utilizando € = 2,8 mM™ cm™. O teor total de proteina nas amostras de

folhas foi determinado de acordo com Bradford (1976).

8. ANALISES ESTATISTICAS
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Nas analises de crescimento e biomassa foi aplicada uma ANOV A modelo misto, tendo
o alagamento como fator fixo e tempo como fator aleatério. Para as andlises de atividade
enzimatica (ADH e Antioxidantes), a ANOVA unifatorial (One-Way ANOVA) foi utilizada

para comparar as medias, seguido do teste Tukey para identificar as diferencas entre 0s grupos.

9. RESULTADOS

9.1 CRESCIMENTO, MORFOLOGIA E SOBREVIVENCIA DAS PLANTAS

SUBMETIDAS AO ALAGAMENTO TOTAL

Todas as plantas (100%), procedentes do Cerrado e da Amazdnia, sobreviveram aos 60
dias de submersdo. No experimento de submersdo ocorreu a paralisacdo do crescimento das
plantas tanto do Cerrado quanto da Amazénia (Fig. 2). Os Controle tiveram um crescimento
continuado, sem diferenca em relacdo a origem da planta (P > 005). Essa resposta foi observada

ainda na primeira semana apos o inicio dos tratamentos (Fig. 2).
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Figura 2.Crescimento médio das plantas jovens de Guazuma ulmifolia da Amazénia e do

Cerrado, ao longo de 59 dias de submerséo.

Em condicdo de submersdo, nenhuma das plantas desenvolveu lenticelas ou raizes
adventicias, porém foram verificadas algumas caracteristicas morfolégicas distintas entre as

plantas procedentes dos dois biomas (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas das plantas de Guazuma ulmifolia apresentadas ao longo

de 60 dias de tratamento. (+) presenca, (-) auséncia.

Caracteristicas AmazOnia Cerrado

Controle  Submersdo Controle Submersao

Lenticelas
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Raiz Adventicia

Queda de folhas _ + _ +
Clorose _ + _ +
Tecido necrosado (caule) _ _ _ *

As plantas do Cerrado mostraram descolamento da epiderme do caule, seguida por
necrose dos tecidos e exposicdo do xilema caulinar (Fig. 3), 0 que ndo foi observado nas
plantas da Amazonia, que mantiveram o tecido do caule intacto e sem sinais de danos na

epiderme (Fig. 4).

Figura 3. Detalhe do sistema radicular e parte do caule das plantas de Guazuma ulmifolia do
Cerrado depois de 30 dias nos tratamentos: (A) Controle, sem aparéncia de danos ou necrose
dos tecidos; (B) Submersdo, mostrando o descolamento da epiderme do caule e a necrose dos

tecidos, expondo o xilema caulinar (circulo).
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Nas plantas dos dois biomas, Amazdnia e Cerrado, foi observada acentuada perda de
folhas (> 90%) no tratamento de submersao ainda no final do periodo de 30 dias (Fig. 5) e

aos 60 dias, a maior parte das plantas havia perdido totalmente as folhas.
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Figura 4. Aparéncia das plantas de Guazuma ulmifolia do Cerrado (A-B) e da Amazénia (C-
D), nos tratamentos controle (A, C) e ap6s 30 dias de submersdo (B, D). As plantas submersas
do Cerrado (B) e da Amazénia (C) perderam as folhas. A seta (B) indica a epiderme necrosada

na base do caule em plantas do Cerrado.

40



9.2 BIOMASSA

A submersdo reduziu a biomassa das plantas (P < 0,05), tanto do Cerrado quanto da
Amazonia quando comparadas ao controle (Tabela 5). Aos 30 dias, os valores de biomassa total
das plantas submersas correspondiam a cerca de 15% daqueles obtidos nas plantas dos
tratamentos controle. Aos 60 dias esse percentual de biomassa correspondia a 5% dos valores

de biomassa das plantas controle.

Nos dois tratamentos, controle e submersdo, ndo houve diferenca entre as analises
realizadas aos 30 e 60 dias (P > 0,05), para as plantas do Cerrado ou da Amazé6nia. A exce¢do
foram os valores de biomassa das folhas que aos 60 dias se mostraram significativamente
menores (P <0,05) nas plantas submersas do Cerrado e naquelas do controle da Amazonia,

quando relacionadas aos valores obtidos aos 30 dias.
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Tabela 3. Médias dos valores, seguida do erro padrdo, da distribuicdo de biomassa nas plantas
de Guazuma ulmifolia da Amazonia e do Cerrado, quando submetidas a submerséo por 30 ou
60 dias. Letras minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa entre
os tempos de 30 e 60 dias, para cada 6rgdo. Letras mailsculas diferentes, na mesma linha,

indicam diferenca significativa entre os tratamentos e a origem das plantas. P < 0.05, n = 5.

Cerrado Amazonia

Controle Submerséo Controle Submerséo

(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
Raiz
30 dias 0,52+0,17Aa 0,09+0,04Ba 0,67+016Aa 0,14+0,03Ba
60 dias 0,71+0,02Aa 0,04+001Ba 0,79+0,19 Aa 0,09+0,27 Ba
Caule
30 dias 099+029Aa 020+0,06 Ba 1,15+0,31 Aa 0,22 +0,05Ba
60 dias 1,25+ 0,4 Aa 0,12+0,04Ba 1,81+050Aa 0,10+0,01Ba
Folhas
30 dias 2,13+0,3 Aa 0,12+0,05Ba 120+01Aa 0,13+0,06 Ba
60 dias 1,96 +0,02Aa 0x£0,00Cb 1,06 £0,19 Ab 0,02 £0,02 Ba
Total
30 dias 3,65+047Aa 042+0,03Ba 3,02+0,06 Aa 0,50 +0,02Ba
60 dias 392+0,36 Aa 0,16 +0,03Ba 3,66 +0,30 Aa 0,20 +0,02 Ba
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9.3 METABOLISMO ANAEROBICO: ANALISE DA ENZIMA ADH

A ADH se mostrou uma enzima constitutiva nas raizes das plantas de G. ulmifolia,
independente da origem, Cerrado ou Amazonia (Fig. 5). A atividade da enzima foi induzida
com a submersdo, mas essa inducdo so foi observada (P <0,05) depois de 48h do inicio dos
experimentos, sendo menor nas plantas do cerrado (P <0,05), neste ponto da avaliacdo. Na
avaliacdo seguinte, tempo de 7 dias, a atividade da ADH nas plantas da Amazo6nia ndo diferiu
das plantas do Cerrado (P > 0,05). No entanto, ambas, Cerrado e Amazbnia, se mantiveram

elevadas até o final do periodo de avaliacdo de 30 dias (Fig. 5).
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30.00 O Cerrado

_} Ba B Amazonia
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Ba

20.00 Ba
Ba

10.00

A Aa
a
Aal Aai
0.00 % rl:'
Oh 24h 48h

Atividade da ADH (umol/min/gFW)

7d 14d 30d

Figura 5. Atividade da enzima ADH nas plantas nos tempos 0 (inicio ou controle), 24 horas, 48
horas e 7 dias, 14 dias e 30 dias de submersdo. Letras maiusculas comparam as plantas de
mesma origem, ao longo do tempo, quando submersas. Letras minasculas comparam plantas
de origens diferentes (Cerrado ou Amazdnia), no mesmo intervalo de tempo. Letras diferentes

representam diferenca significativa (P < 0.05). | = erro padrdo da média.
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9.4 ATIVIDADE DE ENZIMAS DO ESTRESSE OXIDATIVO: APX, CAT E SOD

Em funcdo da queda de folhas nas plantas submersas, a analise das enzimas nesse 6rgdo
ocorreu até o tempo de 7 dias. Nas folhas, os valores de atividade da APX e CAT ndo diferiram
entre as plantas do Cerrado ou da Amazodnia (P >0.05). Foi observado um aumento significativo
(P <0.05) na atividade da APX a partir de 48h apenas nas plantas do Cerrado, que se manteve
elevada na analise realizada aos 7 dias. Nas plantas da AmazOnia, houve uma reducdo na
atividade da APX (P < 0.05) ap0s 24h e 48h de submerséo. Contudo, aos 7 dias, a atividade da
enzima voltou a aumentar para valores que nao foram estatisticamente diferentes (P > 0.05) dos

obtidos antes da submers&o, no tempo zero (Fig. 6).

A enzima CAT permaneceu com valores elevados nas plantas submersas, tanto do
Cerrado quanto da Amazénia, durante todo o periodo avaliado, sem diferenga (P > 0.05) em

relacdo ao tempo zero (Fig. 6).
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Figura 6. Efeito da inundacdo na atividade das enzimas antioxidantes APX (A) e CAT (B) nas
folhas. Letras mailsculas comparam as plantas de mesma origem, ao longo do tempo, quando
submersas. Letras mintsculas comparam plantas de origens diferentes (Cerrado ou Amazonia),
no mesmo intervalo de tempo. Letras diferentes representam diferenca significativa (P < 0.05).

| = erro padréo da média.
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A atividade da APX nas raizes se mostrou variavel tanto ao longo do tempo quanto entre
as plantas de diferentes procedéncias. Para as plantas do Cerrado, ao contrario do observado
nas folhas, ocorreu uma reducédo (P < 0.05) na atividade da APX no tempo de 48h. A atividade
da enzima voltou a subir (P < 0.05) nas andlises obtidas aos 7 e 14 dias, mas ndo foi diferente
(P > 0.05) do tempo zero na analise de 30 dias. Nas plantas procedentes da Amazénia, 0
aumento (P < 0.05) na atividade da APX foi observado apenas no tempo de 7 dias, sendo
reduzida na avaliagdo que ocorreu aos 14 dias (P <0.05). Contudo, assim como entre as plantas
do Cerrado, a atividade da APX aos 30 dias ndo foi diferente (P > 0.05) da observada no tempo

zero (Fig. 7).

A atividade da SOD nas raizes aumentou nas primeiras 48h ap0s a submersao, mas esse
aumento so foi significativo (P < 0.05) nas plantas do Cerrado, cujos valores foram mais
elevados (P < 0.05) que nas plantas do Amazonia. Aos 7 dias os valores de atividade da SOD
permaneciam elevados, mas sem diferenga entre as plantas dos dois ecossistemas (P > 0.05). A
partir da analise realizada aos 14 dias, foi observado um decréscimo (P < 0.05) na atividade da
enzima e aos 30 dias ndo foi detectada atividade da SOD nas raizes das plantas do Cerrado ou

da Amazénia (Fig. 7).
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Figura 7. Efeito da inundacdo na atividade das enzimas antioxidantes APX (A), CAT (B) e SOD
(C), nas raizes. As letras maitsculas comparam as médias nos tratamentos, enguanto as letras

mindsculas comparam as médias entre os tratamentos. Letras diferentes representam diferenca

significativa (P < 0.05). I = erro padrdo da média.
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10.  DISCUSSAO
Crescimento, biomassa, morfologia e sobrevivéncia das plantas a submerséo

Guazuma ulmifolia é altamente tolerante ao alagamento, uma vez que mesmo as plantas
provenientes dos representantes da espécie estabelecidos no Cerrado sobreviveram a longo
periodo de submersdo. De maneira geral, os dois ecotipos de G. ulmifolia tiveram uma limitacdo
no crescimento e producdo de folhas e, consequentemente, menor incorporacgéo de biomassa. A
perda de folhas compromete a capacidade fotossintética, o que pode levar a um menor

crescimento da planta inteira (Batista et al., 2008).

A inibicdo do crescimento, evidenciada nas plantas quando submersas, € uma
caracteristica observada para muitas espécies de ambientes alagaveis (Parolin, 2009; Pires et
al., 2018). A resposta de reducéo ou até a paralisacéo do ritmo de crescimento das plantas em
condicdes de alagamento esta diretamente ligada ao uso moderado das reservas, com o objetivo
de manter, mesmo que de forma extremamente baixa, 0 metabolismo celular, bastante
comprometido devido a baixa disponibilidade de oxigénio no meio (Colmer et al. 2013; Ferreira
et al., 2009). Estudos mostram que a0 mesmo tempo que economiza energia, hd seu
direcionamento para outras areas criticas de consumo, como para a manutencao das raizes que
tem importante papel na garantia da sobrevivéncia da planta nestas condigdes (Ferreira et al.,
2005; Ribeiro et al., 2018). De fato, o sistema radicular das plantas de G. ulmifolia, do Cerrado
e da Amaz6nia, mostraram pouco ou nenhum tecido necrosado, evidenciando a auséncia de
danos.

A maioria das plantas de G. ulmifolia perdeu todas as folhas, o que pode estar
relacionado com acumulo de etileno (horménio precursor da abscisdo foliar) na planta, visto
que sua difusdo fica comprometida em condi¢des de alagamento (Voesenek et al., 1993).

Adicionalmente, a submerséo da planta impede que fun¢Ges como a captacdo de luz e troca de
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gases pela folha ocorram. Neste caso, a perda desse 6rgao quando a planta é alagada também
pode resultar em economia de energia, pois reduz os custos com sua manutencdo. Essa
estratégia foi observada em outros estudos com plantas alagadas da Amazonia e outras plantas
arboreas em condicBes de alagamento (Medri et al., 2012; Voesenek & Bailey-Serres, 2015;

Pires et al., 2018).

As alteracbes na morfologia também foram semelhantes entre os dois ecotipos quando
submersos, ndo sendo observada a producdo de raizes adventicias ou lenticelas. Uma vez que
essas estruturas sao responsaveis pela troca de gases com o ambiente aerado (Jackson et al.
2009, Ribeiro et al. 2015), elas nao teriam funcdo na planta totalmente submersa. Contudo, ao
final do experimento foi observada a necrose dos tecidos de revestimento do caule nas plantas
do Cerrado, evidenciando dano nesta regido, o que ndo ocorreu nas plantas da Amazonia, que
mantiveram os tecidos intactos durante todo o periodo experimental. A necrose dos tecidos das
plantas em condi¢des de alagamento costuma ocorrer devido ao acumulo de produtos toxicos
do metabolismo anaerobico (Kozlowski 1997, Colmer et al. 2013). Neste caso, as observacoes
sugerem a presenca de mecanismos de desintoxicacao e protecdo dos tecidos que poderiam
estar atuando de forma mais eficiente nas plantas dos ecotipos da Amazonia, em relacdo as do
Cerrado. Contudo, sdo necessarios estudos para identificar e existéncia e acdo desses

mecanismos.

Devido as restricbes impostas para aquisicdo de carbono durante o alagamento, em
geral, nas plantas de ecossistemas sazonais € observado o acimulo de reserva durante a fase
favoravel da vida da planta (periodo ndo alagado) que a utiliza durante o periodo em que
permanece alagada, em condicdes de hipdxia ou mesmo anoxia (Ferreira et al., 2009; Parolin,
2012; Ribeiro et al., 2018). Essa estratégia foi constatada nas plantas de G. ulmifolia, do

Cerrado ou da Amazonia, quando submetidas a submersdo. Ocorreu uma reducdo no acimulo
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de biomassa foi evidenciada em todos os 6rgéaos (raiz, caule e folha), mostrando que houve
consumo de reserva para manter o metabolismo durante o periodo de alagamento para os dois
ecotipos . Os primeiros 30 dias de submersdo consideravelmente e afetaram negativamente o
acumulo de biomassa nas plantas, provavelmente quando ajustes no metabolismo, com
producdo de enzimas e ativacdo de vias metabolicas, demandaram maior energia da planta.
Entre 30 e 60 dias as alteragdes nos valores de biomassa ndo foram significativas (P > 0,05),
revelando o estado de quiescéncia das plantas alagadas, que se mantiveram vivas até o final do

periodo experimental.

Metabolismo das plantas submersas: atividade das enzimas ADH (via anaerobica) e

das enzimas APX, CAT e SOD (antioxidantes)

As plantas submersas desviaram o metabolismo aerobico para anaerébico, com a
producdo de etanol confirmado com o aumento observado na atividade da enzima ADH, tanto
para plantas provenientes dos ecotipos da Amazoénia quanto para as do Cerrado. Esse aumento
na atividade foi observado a partir de 48h de submersao da planta, semelhante ao verificado por
Goncalves et al. (2010) em raizes de plantulas de acai (Euterpe oleracea), espécie amazonica

de ambientes imidos, quando submetidas a submersao parcial.

Contudo, ao contrario dos resultados obtidos pelos autores para as plantulas de acai, que
reduziram a drasticamente a atividade da ADH a niveis semelhantes ao controle, em plantas de
G. ulmifolia, os valores da atividade da ADH se mantiveram elevados até o final do
experimento, mostrando a importancia dessa via metabolica para a espécie em condicdes de

alagamento
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Sua intensificacdo contribui com a manutencdo da sintese de ATP que garante a
sobrevivéncia das plantas em condic¢des de hipoxia ou mesmo periodos curtos de anoxia (De

Sousa & Sodek, 2002; Yamauchi et al., 2018)..

Em G. ulmifolia as enzimas avaliadas tiveram niveis de atividade elevados nas plantas
(raizes e folhas) sob submersdo. Os valores de SOD, APX e CAT foram cerca de 10 a 100
vezes maiores que observados para outras espécies em situacfes de estresse, como nas raizes
de plantulas alagadas de Garcinia brasiliensis ( Souza et al., 2013)ou raizes de Zea mays sob

estresse por déficit hidrico (.Pereira et al, 2013).

A capacidade de manter altos niveis de atividades de SOD, CAT e APX sob condi¢fes
de estresse € essencial para o equilibrio entre formacéo e remocéo de EROs nas celulas (Fukao
et al., 2019; Messchmidt et al., 2015). As raizes de G. ulmifolia conseguiram se aclimatar ao
alagamento e a manutencdo do sistema radicular permitiu sustentar as fungdes essenciais

contribuindo para a sobrevivéncia da planta (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

Dentre as enzimas envolvidas na remocdo das EROs, a SOD ¢ a primeira na linha de
mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo ( Neval & Heanth, 2007), podendo ser
considerada uma enzima chave nesse processo. Elas participam da modulacéo do nivel de EROs
em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos. Uma vez que dismutam o O2 *, agem
indiretamente na reducdo do risco de formacdo do OH" a partir do O2 ~ (Messchmidt et al.,
2015; Shabala, 2013). A SOD funciona para eliminar anions superéxido, transformando-os em
H20: e Oz, enquanto a APX e a CAT séo as duas enzimas importantes dentre os componentes
de desintoxicacdo do H>O> (Ben Rejeb et al., 2014; Messchmidt et al., 2015). Porém, a APX
tem mais afinidade pelo H2O> e pode elimina-lo mesmo quando em baixas concentragdes, ao
contrério da CAT que tem atividade efetiva, principalmente, em concentracfes relativamente

altas de H20.. As duas enzimas, APX e CAT, agem sinergicamente com SOD na remocéo de
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oxigénio singleto e peroxido de hidrogénio. As plantas da Amaz6nia e do Cerrado tiveram seu
pico de atividade de SOD nas raizes, no tempo de 48 horas e que permaneceu elevado até o
sétimo dia de analise, com o valor da SOD nas plantas do Cerrado maior (P < 0.05) do que nas
plantas da Amazénia. A resposta da SOD pode estar ligada também a APX, visto que SOD e
APX podem agir de maneira coordenada para elimina¢do de radicais livres. O aumento da
atividade de SOD e APX nos dois ecotipos, mostra uma melhor capacidade para evitar danos
oxidativos causados pelo alagamento e, portanto, de tolerar o estresse. Contudo, mesmo SOD
e APX tendo apresentado os valores mais elevados nos primeiros 7 dias de submersdo, o que
pode indicar periodo de ajuste de seu metabolismo, nas plantas da Amazdnia o pico na atividade
da APX observado no periodo de 48h de submersao foi semelhante ao observado para SOD, o
gue ndo ocorreu para as plantas do Cerrado. Essa diferenca nos picos de atividade das enzimas
em um ponto especifico, sugere a presenca de ajustes finos no metabolismo que precisam ser

mais bem explorados em estudos futuros.

Em experimentos de tolerancia ao alagamento parcial com a arborea Garcinia brasiliensis
(Souza et al. 2013), os autores observaram que a atividade da APX e da CAT se mantiveram
praticamente constantes durante os primeiros 30 dias de alagamento. Resultados semelhantes
ao encontrados no presente estudo com G. ulmifolia. No caso de G. brasiliensis, aumentos
significativos na atividade da APX e CAT foram observados apenas depois de 55 dias das
plantas alagadas. Em ambos os casos, as plantas se mantiveram vivas e com metabolismo ativo
e a preservacdo da integridade fisioldgica das plantulas durante o periodo de alagamento pode

ser atribuida a presenca constante das enzimas nos tecidos da raiz.

A analise conjunta das atividades das enzimas do sistema antioxidante CAT, SOD e APX

nas plantas de ambos os ecossistemas, Cerrado ou Amazo6nia, mostrou que G. ulmifolia dispbe
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dos mesmos mecanismos constitutivos de remocgéo de EROs e que as vias de produgéo sao bem
conservadas na espécie. Os dados apresentados mostram que G. ulmifolia tem ampla
plasticidade na sua tolerancia ao alagamento, com representantes nativos de ecossistemas
sujeitos a condigdes ambientais distintas, as savanas do Planalto Central ou as florestas
alagaveis da Amazonia, respondendo de forma semelhante ao extremo do estresse, que é a

submersao por longo periodo.

A submersdo € um dos cenarios mais estressantes que as plantas que colonizam
ambientes sujeitos ao alagamento podem enfrentar ao longo do seu ciclo de vida. Além de
reduzir a concentracdo de oxigénio do solo, a planta fica impedida de usar estruturas
morfologicas, que sdo adaptacdes ao alagamento, para obter o gas e suprir parte de sua demanda
do metabolismo aerdbico (para mais detalhes, ver Striker 2012). Quando submetidas a
submerséo, além de sobreviver ao déficit de recursos, as plantas precisam dispor de mecanismos
de desintoxicacdo dos muitos dos produtos danosos as ceélulas que sdo gerados pelo
metabolismo anaerobico. Adicionalmente, precisam se preparar para a etapa apos a
submergéncia, quando s@o novamente expostas a uma atmosfera oxigenada. Muitas plantas
sofrem danos que podem levar a morte dos tecidos e até da planta inteira (Ferreira et al. 2009,
Colmer et al. 2013). Poucas espécies, especialmente arboreas, conseguem tolerar longos
periodos de alagamento. A maioria esta restrita a determinados ecossistemas, como as varzeas
da Amazonia Central (Parolin 2009). Neste sentido, G. ulmifolia pode representar um modelo
para o estudo sobre os limites de tolerancia de plantas a estresse, bem como auxiliar no
entendimento sobre como 0s mecanismos de respostas sdo ativados e quais podem ser

conservados na espécie.
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11. CONCLUSAO

Guazuma ulmifolia € uma espécie com elevado grau de tolerancia ao alagamento, as
plantas provenientes dos dois ecossistemas, Cerrado e Amazonia, se comportaram de maneira
semelhante em relacdo a morfologia e alguns aspectos bioquimicos, como o metabolismo
anaerobico, por meio da ativacdo da enzima ADH. O alagamento por um longo periodo afetou
negativamente o crescimento e a biomassa de ambas, no entanto, todas as plantas sobreviveram
até o final dos experimentos. Estudos que enfoquem a tolerancia aos condicionantes impostos
para plantas no Cerrado, como a seca sazonal, se fazem necessarios para esclarecer o grau de
plasticidade da espécie para eventos extremos a que podem estar sujeitas no ambiente, como o

estresse por alagamento ou seca.
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