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RESUMO

Parkia gigantocarpa € uma arvore Neotropical que ocorre naturalmente em mata de
terra firme e vérzea alta. Para caracterizar as respostas morfoanatdmicas, de
crescimento, fisiologicas e bioquimicas, plantas jovens de P. gigantocarpa foram
submetidas experimentalmente a dois regimes hidricos. O alagamento foi imposto em
aproximadamente 5 cm de lamina acima da superficie do solo usando vasos com
capacidade de 14 Kg de substrato. Plantas ndo alagadas (controle) foram irrigadas
diariamente, préximo a capacidade de campo. A altura da planta, didmetro do caule,
numero de folhas e foliolos, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), massa seca total (MST), razdo raiz parte aérea (R/PA), lenticelas hipertroficas,
raizes adventicias, lacunas de ar, potencial hidrico de antemanha (W,y), potencial
hidrico do xilema foliar (W), condutdncia estomética (gs), transpiracdo (E),
condutividade hidraulica (K.), concentracdo de nitrato, nitrato redutase (NR), amonio
livre, glutamina sintetase (GS), aminoacidos solGveis totais (AST), proteinas sollveis
totais (PST), amido, prolina, glicina betaina (GB), alcool desidrogenase (ADH), lactato
desidrogenase (LDH), sacarose e carboidratos soltveis totais (CST) foram avaliados a
0, 4, 8, 12 e 16 dias. O alagamento reduziu significativamente a altura da planta a partir
do 8°dia, mas o didmetro do caule ndo diferiu entre os tratamentos. A maior reducédo do
namero de folhas e foliolos, MSPA, MSR e R/PA ocorreu aos 16 dias nas plantas
alagadas. A partir do 4° dia foi visualizada as lenticelas hipertréficas na base do caule
das plantas alagadas. Entretanto, as raizes adventicias na base do caule s6 foram
observadas aos 16 dias nas plantas sob alagamento. Neste mesmo periodo, células
parenquimaticas do cértex da raiz secundaria das amostras do tratamento alagado
iniciaram o processo de formacdo esquizogeno de pequenas lacunas de ar. A reducao
significativa do Wy e a K. foi continua até o 8° dia nas plantas alagadas. gs e E
reduziram continuamente até os 16 dias nas plantas sob alagamento. Concentracdo de
nitrato, NR, GS, AST, PST, amido reduziram significativamente, especialmente, nas
folhas das plantas alagadas, atingindo os menores valores aos 16 dias. A concentracdo
de amoénio livre, prolina e GB aumentaram acentuadamente, tanto nas folhas quanto nas
raizes das plantas saturadas de agua. A atividade da ADH foi maior, na raiz e de LDH
foi mais acentuado nas folhas das plantas sob saturag@o hidrica. O alagamento reduziu
significativamente a concentragdo de sacarose nas folhas, mas aos 4 dias ocorreu

aumento substancial deste carboidrato nas raizes das plantas alagadas. A concentracao



de CST aumentou, especialmente, nas raizes das plantas alagadas. Todas as plantas
sobreviveram até o final do experimento. As respostas de crescimento,
morfoanatémicas, fisioldgicas e bioquimicas, apresentadas pelas plantas jovens de P.
gigantocarpa, sob alagamento durante dezesseis dias, sugerem uma tolerancia a esse

tipo de estresse.

Palavras-chave: Fava atand, alagamento, lenticelas hipertréficas, potencial hidrico,

alcool desidrogenase.



ABSTRACT

Parkia gigantocarpa is a Neotropical tree that occurs naturally in the woods of solid
ground and high floodplain. To characterize the morphological and anatomical
responses, growth, physiological and biochemical young plants of P. gigantocarpa were
experimentally subjected to two water regimes. Flooding was imposed on the blade
approximately 5 cm above the soil surface using vasel with 14 kg of substrate capacity.
Non-flooded plants (control) were irrigated daily, close to field capacity. Plant height,
stem diameter, number of leaves and leaflets, shoot dry matter (SDM), root dry mass
(RDM), total dry matter (TDM), root shoot ratio (R/PA), lenticels hypertrophic,
adventitious roots, air gaps, predawn water potential (am), leaf water potential of the
xylem (W¥x), stomatal conductance (gs), transpiration (E), hydraulic conductivity (K.),
nitrate concentration, nitrate reductase (NR), free ammonia, glutamine synthetase (GS),
total soluble amino acids (TSA), total soluble proteins (TSP), starch, proline, glycine
betaine (GB), alcohol dehydrogenase (ADH), lactate dehydrogenase (LDH), and
sucrose total soluble carbohydrates (TSC) were assessed at 0, 4, 8, 12 and 16 days.
Flooding significantly reduced plant height from the 8th day, but stem diameter did not
differ between treatments. The largest reduction in the number of leaves and leaflets,
SDM, RDM, TDM and R/PA occurred at 16 days in flooded plants. From the 4th day
was displayed to hypertrophic lenticels at the stem base of flooded plants. However, the
adventitious roots at the stem base were only observed at 16 days in plants under
flooding. In this same period, parenchyma cells of the cortex of the root samples of
secondary treatment wetland began the process of training schizogenous small air gaps.
A significant reduction in Wx and K was continued until the 8th day flooded plants. gs
and E decreased continuously until the 16 days the plants under flooding. Nitrate
concentration, NR, free ammonia, GS, TSA, TSP, starch significantly reduced,
especially in the leaves of flooded plants, reaching the highest values at 16 days. GB
proline and sharply increased both in leaves and in the roots of the plants saturated with
water. ADH activity was higher in root and LDH was more pronounced in the leaves of
plants under water saturation. Flooding significantly reduced the sucrose concentration
in the leaves, but after 4 days, there was substantial increase of this sugar in the roots of
flooded plants. The concentration of TSC increased, especially in wetland plant roots.
All plants survived until the end of the experiment. Growth responses, morphological

and anatomical, physiological and biochemical presented by young plants of P.



gigantocarpa under flooding during sixteen days, suggesting a tolerance to this type of

stress.

Keywords: Fava-atand, flooding, hypertrophic lenticels, water potential, alcohol

dehydrogenase.
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 RESPOSTAS DE ESPECIES ARBOREAS AO ALAGAMENTO

A Amazénia é conhecida internacionalmente por sua disponibilidade hidrica,
pela quantidade e variedade de ecossistemas e grande riqueza de biodiversidade. Alem
disso, contétm a maior extensdo de floresta tropical da terra. Ocupando
aproximadamente, uma area de 6,4 milhGes de quildmetros quadrados (LENTINI et al.,
2005; PEREIRA et al., 2010). Segundo dados do IBGE (2004) sessenta por cento da
bacia amazonica se encontra em territorio Brasileiro. Cerca de 8% desse bioma é
constituido de éareas alagaveis (CAMPOS, 2002; FERREIRA et al., 2005) o que
corresponde aproximadamente 300.000 Km?, se caracterizando como a maior floresta
inundavel do mundo (WITTMANN et al., 2010).

Nas ultimas décadas, o alagamento se tornou uma séria ameaca para a
sobrevivéncia de plantas em muitas regides do mundo, sendo considerado um dos
principais fatores abioticos limitantes do crescimento, da distribuicdo de espécies de
plantas, da produtividade agricola (JACKSON; COLMER, 2005) e especialmente de
plantios florestais, e 0 aumento da frequéncia e da gravidade das inundacgdes pode ser
em parte, resultantes das mudancas climaticas globais (FOLZER et al., 2006). Além
disso, o aumento do nivel de &gua dos rios, a quantidade elevada de chuvas (PAROLIN
et al., 2004), o manejo deficiente da irrigacdo, a topografia desfavoravel, a drenagem
deficiente (GLIESSMAN, 2009), a remocdo da cobertura vegetal e a construcdo de
barragens e estradas (BLOM; VOESENEK, 1996) sdo também fatores que contribuem
para a ocorréncia de alagamento em ecossistemas naturais.

Estudos conduzidos para investigar o comportamento de plantas arbéreas sob
condicdes de alagamento tem evidenciado que as respostas a esse fator abiotico variam
de acordo com a espécie, com a intensidade e duracdo do estresse. Algumas espécies
demonstraram ter relativa tolerancia ao alagamento, Copernicia prunifera (Mill.) H.E.
Moore (ARRUDA, 2004), Cecropia pachystachya Trec. (BATISTA et al., 2008),
Hymenaea courbaril L.(OLIVEIRA NETO, 2010) e Hura crepitans L. (MARTINEZ et
al., 2011), enquanto outras tiveram seu crescimento ou até mesmo sua sobrevivéncia
comprometida quando alagadas, Schizolobium parahyba (Vell.) S.F. Blake, (COSTA et
al., 2006), Aegiphila sellowiana Cham. (MEDRI et al., 2012) e Tabebuia serratifolia
(Vahl) Nicholson (ALVES, 2012).

Tem sido relatado que o alagamento pode causar declinio do potencial hidrico

foliar. Como observado, por exemplo, em Jatropha curcas L. (GIMENO et al., 2012) e
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em T. serratifolia (ALVES et al., 2012). Isso ocorre porque em solos alagados a
absorcdo de &gua pelas raizes diminui, devido a reducdo na superficie total desses
orgdos (TAIZ; ZEIGER, 2013). O potencial de &gua foliar indica o seu estado
energético, cujos gradientes explicam os fluxos da agua no sistema solo-planta-
atmosfera (BERGONCI et al., 2000). Desta forma, mensurar o potencial hidrico das
folhas pode fornecer informagdes que permitam identificar o estado hidrico em que se
encontram as plantas.

O alagamento também pode causar diminuicdo na condutancia estomatica
foliar de espécies arbdreas (HERRERA et al., 2008). O fechamento dos estdmatos esta
entre os sintomas iniciais da deficiéncia de agua na zona de raiz e pode promover a
diminuigdo da transpiracdo (ASHRAF; ARFAN, 2005). Isso acontece para evitar a
desidratacdo de células e tecidos da planta, mantendo assim a turgéncia foliar por um
periodo maior. Batista et al. (2008), propds que o fechamento estomatico em C.
pachystachya submetidas ao alagamento, pode ser um mecanismo de tolerdncia a
saturacdo hidrica apresentado por esta espécie para reduzir a demanda de agua e
absorcéo de compostos potencialmente toxico.

Entretanto, tem sido evidenciado que o fechamento estomatico em espécies
arbéreas, afeta a difusdo do CO, para o interior das células, refletindo na reducdo da
taxa de fotossintese (MIELKE et al., 2003), resultando na menor sintese e translocacao
de fotoassimilados dos locais de producdo (fonte) para os locais de intenso consumo
(dreno) (LIN et al., 2006). Isso contribui para a redu¢édo do crescimento e das atividades
metabdlicas das raizes dessas plantas, como mecanismo de tolerancia ao alagamento,
que, por sua vez, passam a demandar por menos carboidratos, 0 que provocaria acimulo
desses compostos nas folhas, especialmente na forma de amido (HSU et al., 1999).

O actmulo de aminoéacidos soltveis e sacarose (MERCHANT et al., 2010),
carboidratos soltuveis (ISLAM; MACDONALD, 2004; HENRIQUE et al., 2010;
BERTOLDE et al., 2012), prolina e a glicina-betaina (OLIVEIRA NETO, 2010) devem
contribuir para o ajustamento osmotico, ou seja, 0 acumulo desses compostos,
especialmente no citoplasma, reduz o potencial osmético das células do tecido foliar, e
consequentemente o seu potencial hidrico (JALEEL et al., 2007) resultando num
gradiente de potencial hidrico entre parte aérea-raiz-solo, possibilitando a absorcao e
transporte de 4gua do solo até a parte aérea, contribuindo para a manutencao do turgor

celular.
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Entretanto, poucos estudos com espécies arboreas submetidas ao alagamento,
tém investigado os osmdlitos compativeis como a prolina e a glicina-betaina e muitas
das vezes com resultados contrastantes. Oliveira Neto (2010) observou aumento
significativo da prolina e glicina-betaina em raizes e folhas das plantas jovens de H.
courbaril submetidas ao alagamento. Contrariamente, Alves (2010) verificou reducéo
desses compostos em raizes e folhas de plantas jovens de T. serratifolia em condicfes
de alagamento. Isso indica que a importancia e a contribuicdo desses solutos variam
com a espécie, demostrando que esses compostos ndo funcionam somente como solutos
compativeis, mas podem participar de outras rotas metabolicas. A prolina atuaria na
estabilizacdo de membranas e estruturas subcelulares, fonte de carbono e nitrogénio
(SILVA-ORTEGA, et al.,, 2008). A glicina-betaina seria importante para formar
moléculas de piruvato e compostos ligados a sintese de horménio, como por exemplo, o
etileno, além de servir como fonte de cabono (MUNOZ-CLARES; VELASCO-
GARCIA, 2004). Do exposto, fica evidente, que o acimulo dessas substancias em
plantas sob condicBes de saturacdo hidrica, ainda precisam ser esclarecidos.

Em condi¢bes de andxia ocorre diminuicdo ou parada da respiracdo aerdbia e
nesta circunstancia, as vias fermentativas como as fermentacdes latica e alcodlica sdo
ativadas e as atividades das enzimas Alcool desidrogenase (ADH) e Lactato
desidrogenase (LDH) sdo induzidas em funcdo da necessidade em sustentar a glicélise e
compensar a baixa producdo de ATP (SATO et al.,, 2002). Essas respostas foram
evidenciadas, por exemplo, em Melaleuca cajuputi Powell (KOGAWARA et al., 2006),
Himatanthus sucuuba Wood (FERREIRA et al., 2009) e T. serratifolia (ALVES et al.,
2012). Estudos tém demonstrado que a inducdo da sintese de diversas proteinas em
plantas submetidas a deficiencia de oxigénio, € associada a glicolise e a fermentacao
(SAIRAM, et al., 2008). Assim, muitas plantas conseguem superar a deficiéncia de
oxigénio, sintetizando polipeptideos anaerobicos (ADH e LDH) como forma de
compensar a deplecdo de proteinas aerdbicas (ZABALZA et al., 2009).

Estudos também tem evidenciado que o alagamento pode reduzir a atividade da
nitrato redutase (ALLEGRE et al., 2004; ALVES et al., 2012) e glutamina sintetase
(HORCHANI; ASCHI-SMITI., 2010; ALVES et al., 2012), influénciando no balanco
de nitrogénio total e de diversos aminoacidos (LIAO; LIN, 2001). A Glutamina
sintetase parece exercer um importante controle na concentracio de NH; e a sua

inibicdo poderé resultar em acimulo deste ion, podendo assim causar a morte da planta
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(HORCHANI; ASCHI-SMITI., 2010). No entanto, os efeitos da anoxia em espécies
arboreas envolvendo essas substancias sdo escassos na literatura.

Em se tratando de alteracbes morfoldgicas decorrentes do alagamento, véarios
estudos apontam que um grande numero de plantas reduz o crescimento das raizes e da
parte aérea (MIELKE et al., 2003; POVH et al., 2005; COSTA et al., 2006; MEDRI et
al., 2007). Desse modo, diminuicdo da formagdo de novas folhas e expansdo foliar
(KOZLOWSKI, 1984), senescéncia foliar prematura (PEZESHKI, 2001) e queda das
folhas (PAROLIN, 2000) seriam estratégias das plantas submetidas ao alagamento para
diminuir a transpiracdo e evitar a perda de agua.

Também tem sido evidenciado que a diminui¢do da biomassa seca, considerada
uma resposta tipica das plantas ndo tolerantes ao alagamento (KOZLOSWKI, 1997),
estd relacionada especialmente a diminuicdo das raizes em funcdo da morte e ou
inibicdo do crescimento dessas raizes (MEDRI et al., 1998; KOLB et al., 1998), ou da
intensa queda de folhas (HENRIQUE et al., 2010).

A formacdo de raizes adventicias (LOPEZ; KURSAR, 2003; BATISTA et al.,
2008; MARTINEZ et al., 2011; GHANBARY et al., 2012) e lenticelas hipertroficas
(DAVANSO-FABRO et al., 2003; LOPEZ; KURSAR, 2003; POVH et al., 2005;
BATISTA e al.,, 2008; MARTINEZ et al.,, 2011) também tem sido observadas em
espécies arboreas sob condicbes de alagamento. Mielke et al. (2005) sugeriram que as
raizes adventicias e as lenticelas hipertroficas seriam importantes na reabertura dos
estdmatos em espécies tolerante ao alagamento. Segundo Batista et al. (2008) essas
estruturas podem contribuir com a difusdo do oxigénio da atmosfera para os tecidos
internos, e liberacdo dos compostos potencialmente toxicos. O aerénquima é outra
estrtutura morfoanatdmica que pode surgir em plantas arb6reas quando expostas ao
alagamento. Por possuir grandes espacos intercelulares, acumula ar, o que contribui para
a aeracdo das raizes (GRAFFMAN et al., 2008). Assim essas estruturas devem manter o
metabolismo respiratério parcialmente aerdbico, representando importante estratégia
para a sobrevivéncia de plantas em areas alagadas (MARQUES, JOLY, 2000). No
entanto, 0s mecanismos através dos quais essas estruturas contribuem para a tolerancia

ao alagamento de espécies arbdreas ainda carecem de informacoes.
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1.2 DESCRICAO E IMPORTANCIA DE Parkia gigantocarpa Ducke
1.2.1 Distribuicdo geografica

A P. gigantocarpa, pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae,
segundo o sistema de classificacdo baseado no The Angiosperm Phylogeny Group
(APG) Il (2003). Esta familia possui 650 géneros e aproximadamente 18.000 espécies,
sendo considerada uma das maiores familias botanica (SOUZA & LORENZI, 2008).
Na Amazonia, existem cerca de 17 espécies, em areas de floresta de terra firme e
secundaria, além de varzea sazonal (HOPKINS, 1986). E uma espécie arborea
encontrada naturalmente nas Guianas (HOPKINS, 1986) e na Amazbdnia Peruana
(LOUREIRO; SILVA, 1972). No Brasil, sua distribuicdo geografica abrange a regido
Norte: Para, Amapa, Amazonas (SARQUIS; SECCO, 2005; IGANCI, 2011) e
Rond6nia (HOPKINS, 1986).

1.2.2 Importancia econdmica

A P. gigantocarpa, conhecida popularmente como “fava-atanad”, tem sido
usada para diversos fins: producdo de celulose e papel, construcdo em geral, moveis
populares, assoalho, marcenaria, taboados, fabricacdo de caixotaria, brinquedos,
laminados, compensados (CARVALHO, 2010) e como matéria prima para artesanato
(LOUREIRO et al., 1977). Em funcdo de seu rapido crescimento vegetativo, 1,40 cm/
ano (VIDAL et al., 2002), producdo volumétrica de até 25 M* ha™*. Ano™, aos 11 anos
de idade, uniformidade e baixa mortalidade, esta espécie é apontada como promissora
para atividade de reflorestamento e ou recuperacdo de areas alteradas, principalmente
Areas de Preservacdo Permanente, APP’s, (PINHEIRO et al., 2007; CARVALHO,
2010).

1.2.3 Caracteristicas dendroldgicas e fenoldgicas

A madeira da fava atand é de dureza média e fibrosa e moderadamente densa,
0,70 — 0,75 g/cm® (LOUREIRO et al., 1977). E uma espécie arbérea, intolerante a
sombra (PINHEIRO et al., 2007; GOMES et al., 2010) e perenifdlia, podendo alcancar
40 m de altura e 150 cm de DAP (Diametro a altura do peito). Apresenta sapopemas
basais e tabulares, casca externa ou ritidoma, aparentemente rugosa, devido as lenticelas
grandes e proeminentes. As folhas sdo grandes, medindo de 27 cm a 100 cm de
comprimento por 67 cm a 72 cm de largura. Suas folhas, pinas e os foliolos sdo opostos

(raramente subopostos). A fava atand é uma espécie hermafrodita, com inflorescéncia
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em capitulo oblongo (CARVALHO, 2010). A polinizacdo é feita por morcego,
principalmente por espécies de phyllostomus discolor e P. hastatus (BUTANDA-
CERVERA et al., 1978). O fruto é uma vagem larga, lenhosa e achatada, indeiscente
(SARQUIS; SECCO, 2005). Em cada fruto existem de 9 a 19 sementes (CARVALHO,
2010).

As sementes sdo duras, com tegumento impermeavel com alto grau de
dorméncia, e podem ser quebradas por escarificagdo mecanica ou por tratamento
quimico (OLIVEIRA et al. 2012). As sementes tem comportamento ortodoxo
(CARVALHO, 2010) e séo dispersas por mamiferos e passaros (VIEIRA et al.,1996).
Também pode ocorrer dispersdo autocorica e barocorica das sementes, além disso,
depois de os frutos terem sido transportados pelas guas, ocorre a dispersdo hidrocorica,
no periodo de elevacdo das aguas (DUARTE, 1978). A germinacéo é fanerocotiledonar
e epigea (CARVALHO, 2010). A floracdo ocorre de outubro a dezembro e a
frutificacdo de janeiro a marco (SARQUIS; SECCO, 2005), coincidindo com o periodo
chuvoso.

A degradacdo de ambientes naturais, associada a0 mau uso dos recursos
naturais causam graves consequéncias aos ecossistemas, especialmente em APP’s.
Essas areas sdo, constantemente, alteradas e destruidas o que causa elevados niveis de
fragmentacdo e degradacdo de ecossistemas relacionados a bacia hidrogréfica,
especialmente por causas antropicas, como o extrativismo florestal, e a agropecuéaria
associada a queimadas (CORBACHO et al.,, 2003). Além disso, a implantacdo de
projetos de mineracdo, de usinas hidrelétricas e nucleares, abertura de estradas,
hidrovias e a urbanizagédo acelerada séo outros fatores que contribuem para a perda de
florestas e assoreamento dos rios, ocasionando alagamento mais frequentes e mudancas
climaticas locais e regionais dessas areas. Diante deste cenario, é crescente a demanda
por estudos voltados para a recuperacdao das APP’s envolvendo espécies florestais
nativas da Amazonia capazes de tolerar o alagamento.

Apesar da legislacdo ambiental prever a preservacdo e a recuperacdo das
APP’s, projetos de recomposicao florestal dessas areas ainda séo incipientes em funcéo
de pouca ou nenhuma informacdo técnica, especialmente quanto as espécies a serem
plantadas em determinadas regides. Segundo Carvalho (2000), a escolha e a produgéo
das mudas de espécies que satisfacam programas de reflorestamento séo vistos como
grandes obstaculos na recuperacdo das florestas nativas, uma vez que, a maior parte dos

estudos esta concentrada em espécies de maior interesse econémico.
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Apesar da importancia econdmica, ecoldgica e ambiental da P. gigantocarpa
ndo foram encontrados na literatura estudos sobre seu comportamento ecofisioldgicos,
bioguimicos e morfoanatémicos, em condi¢cGes de alagamento. Neste sentido, o
conhecimento sobre as caracteristicas e as estratégias que permitam a sobrevivéncia das
especies arboreas submetidas a condigbes de alagamentos sdo indispensaveis para
trabalhos silviculturais, podendo servir ainda para direcionar estudos e programas sobre
a preservagdo de areas naturais e restauragdo ou recuperacdo de areas alteradas e ou
degradadas.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar o comportamento, fisiologico,
bioquimico, morfoanatdmico e de crescimento vegetativo de plantas jovens de P.
gigantocarpa submetidas ao alagamento. Considerando tais aspectos foram elaboradas
as seguintes questdes: (1) Plantas jovens de P. gigantocarpa toleram o estresse imposto
pelo alagamento? (2) O crescimento de P. gigantocarpa é alterado pelo alagamento? (3)
plantas jovens de P. gigantocarpa desenvolvem mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e
morfoanatdmicos, a fim de superar condi¢des de alagamento?

Considerando que o alagamento € um periodo critico para as arvores aceita-se
como hipdtese que plantas jovens de P. gigantocarpa apresentam diferentes estratégias
fisioldgicas, bioquimicas morfoldgicas e anatdbmicas, para tolerar ambientes submetidos
as condicgdes de alagamento.
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CAPITULO 1

2. RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E DE CRESCIMENTO DE PLANTAS
JOVENS DE Parkia gigantocarpa Ducke SOB ALAGAMENTO

Waldemar Viana de Andrade Junior, Benedito Gomes Santos Filho, Candido Ferreira
Oliveira Neto.

RESUMO

Parkia gigantocarpa € uma arvore Neotropical que ocorre naturalmente em mata de
terra firma e varzea alta. Para caracterizar as respostas morfoanatdmicas e de
crescimento, plantas jovens de P. gigantocarpa foram submetidas experimentalmente a
dois regimes hidricos. O alagamento foi imposto em aproximadamente 5 cm de lamina
acima da superficie do solo usando vasos com capacidade de 14 Kg de substrato.
Plantas ndo alagadas (controle) foram irrigadas diariamente, proximo a capacidade de
campo. A altura da planta, didmetro do caule, nimero de folhas e foliolos, massa seca
da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), razao raiz
parte aérea (R/PA), lenticelas hipertréficas, raizes adventicias e lacunas de ar foram
avaliados a 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Segmentos de raizes primarias e secundarias foram
observados ao microscopio de luz. O alagamento reduziu significativamente a altura da
planta a partir do 8° dia. O diametro do caule ndo diferiu entre os tratamentos. A maior
reducdo do nimero de folhas e foliolos, MSPA, MSR, MST e R/PA ocorreu aos 16 dias
nas plantas alagadas. A partir do 4° dia foi visualizada as lenticelas hipertréficas na base
do caule das plantas alagadas, entretanto o desenvolvimento de raizes adventicias na
base do caule somente foi observada aos 16 dias nas plantas sob alagamento. Neste
mesmo periodo, as células parenquimaticas localizadas proximo a periferia e a
endoderme do cortex das amostras do tratamento alagado iniciaram o processo de
formacdo esquizdgeno de pequenas lacunas de ar. Sugere-se que essas estruturas
morfoanatémicas contribuiram para a sobrevivéncia de todas as plantas até o final do
experimento, o que conferem tolerancia de P. gigantocarpa as condigcdes de

alagamento.

Palavras-chave: lenticelas hipertréficas, raizes adventicias, lacunas de ar.
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ABSTRACT

Parkia gigantocarpa is a Neotropical tree that occurs naturally in the woods of solid
ground and high floodplain. To characterize the morphological and anatomical
responses and growth of seedlings P. gigantocarpa were experimentally subjected to
two water regimes. Flooding was imposed on the blade approximately 5 cm above the
soil surface using vases with 14 kg of substrate capacity. Non-flooded plants (control)
were irrigated daily, close to field capacity. Plant height, stem diameter, number of
leaves and leaflets, shoot dry matter (SDM), root dry mass (RDM), total dry matter
(TDM), root shoot ratio (R/PA), hypertrophic lenticels, adventitious roots and air gaps
were measured at 0, 4, 8, 12 and 16 days. Primary and secondary roots segments were
observed by light microscope. Flooding reduced significantly plant height from the 8th
day. The stem diameter did not differ between treatments. The largest reduction in the
number of leaves and leaflets, SDM, RDM, TDM and R/PA occurred at 16 days in
flooded plants. From the 4th day was visualized hypertrophic lenticels the stem base of
the plants flooded, however the development of adventitious roots on the stem base was
only observed in plants at 16 days under flooding. In this same period, the parenchyma
cells located near the periphery of the cortex and endoderm samples flooded treatment
initiated the process of training schizogenous small air gaps. It is suggested that these
structures morphoanatomic contributed to the survival of all plants by the end of the

experiment, which confers tolerance to P. gigantocarpa to study conditions.

Keywords: Hypertrophic lenticels, adventitious roots, air gaps.
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2.1 INTRODUCAO

Parkia gigantocarpa Ducke (fava atand) é uma arvore encontrada
principalmente em florestas tropicais Umidas, abrangendo naturalmente areas de terra
firme, secundaria e varzea sazonal, especialmente, na regido Norte da Amazbnia
(HOPKINS, 1986). Nos ultimos anos a fava-atana tem despertado interesse dos
pesquisadores no que se refere a superacdo da dorméncia das sementes e producgdo de
mudas (OLIVEIRA et al., 2012), e atividades comerciais madeireira na Amazonia
(VIDAL et al., 2002; CARVALHO, 2010). Além disso, em funcdo de seu rapido
crescimento, boa producdo volumétrica, uniformidade e baixa mortalidade tém sido
apontadas como das espécies promissoras para reflorestamento e ou recuperacdo de
areas alteradas, especialmente em APP’s (CARVALHO, 2010).

O alagamento do solo é um fator abiético comum em varias regides e é capaz
de limitar o crescimento e a sobrevivéncia de certas espécies de plantas. 1sso ocorre
porque o0 excesso de agua no solo promove a reducdo de oxigénio para o sistema
radicular prejudicando o desenvolvimento das plantas, pois ocorre mudanca da rota
metabolica aerdbia para anaerobia, contribuindo para a reducdo de energia e
consequentemente a capacidade de absorcdo e transporte de agua e nutrientes para a
parte aérea (LIAO; LIN, 2001).

As respostas das plantas a saturacdo de dgua no solo sdo complexas e podem
variar dependendo da espécie, da altura da lamina d'agua, do tempo de alagamento e da
fase de desenvolvimento da planta (COLMER; VOESENEK, 2009; OLIVEIRA; JOLY,
2010). Parolin (2002), avaliando espécies de &reas alagadas da Amazbnia central
menciona que o rapido crescimento caulinar na fase inicial da vida da planta seria uma
maneira de aumentar a altura para sobreviver aos efeitos do alagamento. Entretanto,
reducdo do crescimento das raizes e da parte aérea (MEDRI et al., 2007), epinastia,
senescéncia, absciséo das folhas (KATZ et al., 2005) e diminuic¢do da biomassa (CHEN,
et al., 2002) tem sido frequentemente evidenciadas em espécies arboreas submetidas ao
alagamento, comprometendo a sobrevivéncia das mesmas. Sendo assim, a producdo de
matéria seca, por exemplo, mais elevada em plantas submetidas ao alagamento, a
principio poderia indicar uma maior tolerancia a esse estresse.

Neste sentido, como forma de tolerar o estresse imposto pela saturacéo hidrica
e manter o metabolismo, determinadas espécies de plantas podem desenvolver
alteracbes morfoanatdmicas, como a hipertrofia de lenticelas (KOLB; JOLY, 2009;
SHIMAMURA et al., 2010.), a producdo de raizes adventicias (BATISTA et al., 2008;
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GREGORIO et al., 2008; KOLB; JOLY, 2009; OLIVEIRA; JOLY, 2010; EZIN et al.,
2010), e a formacao de aerénquima (BOURANIS etal., 2006, SAIRAM et al., 2008;
GRAFFMAN et al., 2008; ASHRAF, 2012).

Estudos apontam que as lenticelas hipertréficas e as raizes adventicias, podem
se interligar a canais de aerénquima permitindo o transporte de oxigénio da parte aérea
para o sistema radicular possibilitando a manutencdo da respiracdo aerébica (KOLB,;
JOLY, 2009), além de contribuirem para a liberagdo de compostos potencialmente
toxicos associados a anaerobiose, tais como etanol, etileno e acetaldeido
(KOZLOWSKI, 1997). Outra importante contribuicdo dessas estruturas seria a
reabertura dos estdbmatos e a manutencdo de altas taxas fotossintéticas em espécies
tolerantes ao alagamento, como sugerido por Mielke et al. (2005).

O aerénquima € outra modificacdo morfoanatbmica que pode surgir em plantas
arboreas quando expostas ao alagamento e por possuir grandes espacos intercelulares,
acumula ar, o que também contribui para a aeracdo das raizes (GRAFFMAN et al.,
2008). Tem sido relatado que o desenvolvimento do aerénquima do tipo esquizégeno
origina-se da separacdo de células e dos espacos intercelulares em funcdo do arranjo
diferencial das células que compbe o tecido, sem que haja morte celular (EVANS,
2003), enquanto o lisigeno resultaria da hidrolise da parede celular, e eventual lise
celular resultando em espacos vazios cheios de ar entre as células vivas que
permaneceram (VISSER & VOESENEK, 2004). Entretanto, os mecanismos através dos
quais essas estruturas contribuem para a tolerdncia ao alagamento de espécies arboreas
ainda carecem de informacoes.

Atualmente, muitos projetos de reflorestamento, implementados especialmente
em areas de preservagdo permanente (APP’s), usam espécies arboreas nativas em
estagio jovens de desenvolvimento. No entanto, em muitos casos ocorre a morte de um
namero consideravel de individuos. Neste sentido, a (re) vegetacdo de areas alteradas,
especialmente em &reas proximas aos recursos hidricos, com uso de espécies arboreas
que desenvolvem estratégias de adaptacdo em condicdes de estresse por alagamento
pode permitir o sucesso do plantio. Embora a fava atand, tenha sido recomendada para
recomposi¢do de areas alteradas, especialmente em APP’s, pouco ou quase nada se
conhece sobre seu comportamento morfoanatdmico e de crescimento em condicdes de
alagamento. Sendo assim, o entendimento de como as plantas jovens de P.

gigantocarpa respondem ao alagamento temporario do sistema de raiz torna-se
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relevante para subsidiar projetos de recomposicdo de areas alteradas, especialmente
aquelas relacionadas aos recursos hidricos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi conhecer as respostas morfoanatémicas e
de crescimento de plantas jovens de P. gigantocarpa submetidos as condicdes de

alagamento.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) em
Belém, PA, Brasil, (01°28°03”S, 48°29°18”W) no periodo de 23/07/2012 a 23/09/2012.
As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Vegetal do
Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).

2.2.2 Formacao das mudas

Para a formacdo das mudas de Fava atana (Parkia gigantocarpa Ducke) foram
utilizadas sementes coletadas na Fazenda Rio Capim, 03°41°07,2”S, 48°38'04.0”W,
pertencente a Cikel Brasil Verde Madeiras Ltda., localizada no municipio de
Paragominas - PA, distante cerca de 320 km de Belém - PA.

As sementes foram previamente escarificadas com esmeril elétrico na regiao
lateral proxima ao hilo e imediatamente foram semeadas em bandejas de plastico, com
capacidade de 5L, contendo areia e serragem esterilizada misturadas na proporcao de
1:1. Apos a emergéncia, as mudas foram repicadas para sacos de polietileno preto-opaco
de 25 cm de altura x 15 cm de didmetro com perfuracbes laterais, contendo como
substrato uma mistura de (i) terra preta, constituida do solo latossolo amarelo, textura
média, previamente seco ao ar e retiradas as impurezas através dos processos de
peneiramento e catacdo, (ii) serragem curtida e (iii) esterco de boi na proporcdo de
3:2:1, respectivamente.

As mudas foram mantidas em viveiro durante 02 meses. Apds este periodo as
plantas jovens foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do
caule, numero de folhas e nimero de foliolos e posteriormente foram transferidas para
vasos plasticos com capacidade de 14 Kg, contendo o mesmo substrato usado na
repicagem. Em seguida os vasos com as plantas jovens foram levados para a casa de

vegetacdo onde passaram por um periodo de aclimatacéo de 45 dias.
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2.2.3 Tratamentos utilizados e conducao das plantas

No final do periodo de aclimatacdo cinquenta plantas jovens de fava-atan,
com cerca de 4 meses de idade, foram submetidas a dois regimes hidricos: (i) irrigado
diariamente (vinte e cinco plantas) para repor a agua perdida por evapotranspiracéo,
feita individualmente para cada vaso, levando em consideracdo as pesagens diarias do
conjunto (vaso + planta + solo), (plantas controle) e (ii) alagadas (vinte e cinco plantas),
manutengdo da lamina d’agua de cerca de 5 cm acima do nivel do solo. As plantas dos
tratamentos controle e alagadas permaneceram 16 dias nessas condi¢fes. Os vasos
contendo as plantas jovens sob alagamento foram vedados para evitar a drenagem da
agua. Os vasos foram etiquetados para a identificacdo de cada tratamento e tempo ao
longo do experimento.

Os resultados das analises de solo realizadas no Laboratorio de Solos da

EMBRAPA Amazonia Oriental ndo indicaram a necessidade de nenhuma correcéo.

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo na profundidade de 0-20 cm.

ANALISE QUIMICA

pH N MO P K Na Ca Ca+Mg Al H+Al
HO %  g/Kg mg/dm-------= e cmol/dm®-----------
5,1 0,29 96,16 120 263 252 2,4 4,0 0,2 5,61
ANALISE DE MICRONUTRIENTES
Cu Mn Fe Zn
Mg/Kg
3,0 14,7 195,1 13,2
ANALISE GRANULOMETRICA
Areia grossa Avreia fina Silte Argila total
485 164 232 120

2.2.4 Varidveis Estudadas
2.2.4.1 Variaveis de crescimento

As avaliacdes foram realizadas em plantas controle e sob alagamento nos
tempos de 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Foram mensurados: (1) Altura da Planta (H): Medida da
superficie do solo até o apice da planta, através do uso de uma trena. Os dados foram
expressos em cm. (2) Didmetro do caule (DC): Medida na base do caule a 4 cm de
altura em relacdo ao colo, utilizando um paquimetro digital 200 mm de Digimes. Os
dados foram expressos em cm. (3) Numero de folhas (NF) e foliolos (Nfol): foram
obtidos através da contagem, considerando aquelas que ja apresentavam seu formato
final. (4) Massa seca das diferentes partes da planta e total: Em cada periodo de
avaliacdo, as plantas de cada tratamento (controle e alagadas), apos a retirada dos vasos,
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foram levadas ao Laboratorio de Fisiologia Vegetal, onde foram separadas em raiz
(lavadas em &gua corrente para retirar todos os residuos de solo e secas em papel
absorvente) e parte aérea e acondicionada, separadamente, em sacos de papel de massa
conhecida para posterior secagem em estufa de ventilacdo forcada & 65°C até obtencéo
da massa constante.

Cada parte da planta foi pesada em uma balanca analitica para determinacdo da
massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA,; calculado como a soma
das massas secas do caule, folhas e foliolos) e massa seca total (MST). Com os valores
dos pesos das massas secas da raiz e da parte aérea foi calculada a razdo entre massa

seca da raiz/ parte aérea (R/PA).

2.2.4.2 Morfoldgicas

As alteracbes morfoldgicas, senescéncia foliar, abscisdo foliar, formacdo de
lenticelas hipertroficas e raizes adventicias na base do caule, observadas visualmente
nas plantas alagadas, foram anotadas diariamente a partir do quarto dia apds o

alagamento do solo.

2.2.4.3 Anatbmicas

Para andlise das caracteristicas anatdmicas, ao final de cada periodo de
avaliacdo (0,4, 8, 12 e 16 dias), foi seccionado de cada individuo, com o auxilio de
laminas de barbear, um segmento de 0,5 cm de raiz primaria (retirado a 4 cm abaixo do
colo) e da raiz secundaria (retirado a 4 cm de seu apice), totalizando cinco amostras de
cada tratamento (MEDRI et al., 2011).

Os segmentos foram fixados em FAA (formaldeido, acido acético e etanol
50%) por 24 horas (JOHANSEN, 1940), sob vacuo, desidratados em série butilica
terciaria (JOHANSEN, 1940) e incluidos em parafina. SecBes transversais foram
realizadas com 12 pum de espessura, em microtomo rotativo de avango automatico
Leica®, coradas com azul de astra e safranina (GERLACH, 1969) e montadas em resina
sintética Permount®, totalizando 25 laminas para o tratamento controle e 25 laminas
para o tratamento sob alagamento.

As imagens fotogréaficas foram obtidas com auxilio de cdmera digital Olympus
de oito megapixels e as fotomicrografias através de camera fotografica digital Cannon
Power shop A640, acoplada ao microscopio de luz Zeiss, modelo Axiolab, e

microscopio de luz polarizada, acoplado a camera Motic, 5000 megapixel, ambos em
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diferentes magnitudes e alocados no Laboratério de Microscopia da Coordenacdo de
Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi. A terminologia usada na descricdo
anatdmica esta de acordo com Davanso-Fabro et al. (1998) e Medri et al. (2007).

2.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo
fatorial do tipo 2 x 5 (condicdes hidricas x tempo, 0, 4, 8, 12 e 16 dias), consistindo de
dois tratamentos (Irrigado e alagado) com 5 (cinco) repeti¢des, totalizando 50 unidades
experimentais, distribuidas ao acaso. Cada unidade amostral foi composta de uma
planta/vaso.

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Foi calculado também o desvio — padrdo das médias de cada tratamento,
sendo as analises estatisticas realizadas usando-se o programa SWNTIA (EMBRAPA,
Campinas-SP, 1995).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O alagamento provocou reducdo na altura e no didmetro das plantas jovens de
P. gigantocarpa, comparada ao controle (Figura 1). Em relacdo a altura das plantas a
analise estatistica demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,001)
ndo mostrando, no entanto, diferencas significativas entre os tempos de avaliacdo e
interacdo entre esses fatores (P < 0,05). Aos 16 dias as plantas controle e alagadas
apresentaram 34,34 e 32,86 cm, com crescimento de 4,30% menor das plantas alagadas
em relacdo ao controle (Figura 1). Considerando o diametro do caule, ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos, entre os tempos de avaliacdo e nem
interacdo entre esses fatores (P < 0,05) (Figura 1).

O menor crescimento de P. gigantocarpa foi similar ao encontrado em outras
espécies arbdreas neotropicais como Lithraea molleoides Engl. (MEDRI et., 2007),
Pouteria glomerata (Miq.) Radlk. (MAURENZA et al., 2012), Hura crepitans L.
(MARTINEZ et al., 2011) e A. sellowiana (MEDRI et al., 2012).

O alagamento, em geral, reduz o crescimento (LOPES-KURSAR, 2003;
PAROLIN; WITTMANN, 2010) e a sobrevivéncia da planta (KABRICK et al., 2012)
em funcdo da baixa producdo de ATP ocasionado pela anaerobiose do solo. Nessas

condigdes ocorre reducdo do metabolismo, morte e ou baixo crescimento do sistema
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radicular (GLENZ et al., 2006). Entretanto, a limitacdo do crescimento seria uma das
estratégias que as plantas desenvolvem para economizar energia e resistir ao periodo de
alagamento do solo (COLMER; VOESENEK, 2009). Estas afirmagdes vém ao encontro
dos resultados encontrados neste trabalho. Muitas espécies neotropicais consideradas
tolerantes a saturacdo hidrica tiveram reducdo no crescimento quando submetidas ao
alagamento, desta forma a diminuig&o do crescimento ndo pode ser considerada como
fator de intolerancia ao alagamento (PAROLIN et al., 2004; PAROLIN; WITTMANN,
2010).

Estudo realizado por Kabrick et al. (2012) em seis espécies arbdreas,
verificaram alta sobrevivéncia, porém com reducdo significativa do crescimento das
plantas quando submetidas ao alagamento. Assim, a reducdo do crescimento em P.
gigantocarpa nao foi um fator limitante para a sobrevivéncia desta espécie pelo menos
durante o periodo do experimento.

O diametro do caule foi pouco afetado pelo alagamento, possivelmente, o
tempo de estresse ndo foi suficiente para promover alteracbes no crescimento ou a
espécie é tolerante a este tipo de estresse.

Batista et al. (2008) trabalhando com plantas jovens de C. pachystachya
verificaram que o alagamento por 30 dias ndo provocou efeito sobre o didmetro da base
do caule das plantas alagadas em comparacdo as ndo alagadas, sugerindo que esta
espécie tolera a anaerobiose ndo necessitando de oxigénio vindo da parte aérea e
segundo, que a espécie ja é bem suprida de espacos aéreos nesta regido mesmo sem
estar em condi¢Oes de alagamento. Resultados similares em relacdo ao didmetro do
caule também foram obtidos por Maurenza et al. (2009) que, avaliando o crescimento
de P. glomerata, observaram que o didmetro do caule ndo foi afetado pelo alagamento
por um periodo de 180 dias e por Medri et al. (2012) em plantas jovens de A. sellowiana
alagadas por 50 e 80 dias.

Quanto ao namero de folhas foram observadas diferencas significativas entre
0s regimes hidricos (P < 0,001) e interacdo entre tratamento e periodo de avaliacdo (P <
0,05), no entanto, ndo houve diferenca significativa entre os tempos de avaliagdo (P <
0,05). As plantas controle e sob alagamento apresentaram aos 16 dias 22,4 e 16,8 folhas,
respectivamente, com um decréscimo de 25%% nas plantas alagadas em relacdo ao
controle (Figura 1). O alagamento afetou o numero de foliolos (Figura 1), mostrando
diferencga significativa entre os tratamentos (P < 0,001) e interacdo entre os dois regimes

e tempo de avaliag¢do (P < 0,01), sem diferencas entre os periodos avaliados (P < 0,05).
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As plantas controle e alagadas apresentaram 455,2 e 319,6 foliolos, respectivamente,
aos 16 dias. Havendo, portanto, redugdo de 29,78% nos tratamentos alagados em
comparagao ao controle.

Sabe-se que ha uma interdependéncia entre o sistema radicular e a parte aérea.
Assim, mudanca da rota aerébia para anaerébia em raizes de plantas exposta ao
alagamento leva a baixa producdo de energia (ALAM et al., 2011), acarretando menor
absorcdo de nutrientes minerais (GREENWAY; GIBBS, 2003), o que resulta na
deficiéncia nutricional e de ATP na parte aérea, ocasionando, clorose, senescéncia e
abscisdo das folhas mais velhas (GLENZ et al., 2006). Essas folhas entram em
senescéncia prematura em funcdo da realocacdo de elementos moveis do floema, como
0 nitrogénio, fosforo e potéssio, para as folhas mais jovens (TAIZ; ZEIGER, 2013). A
biosintese de etileno na parte aérea, ocasionada pelo o alagamento, também induz a
epinastaia, acentuando a senescéncia e abscisdo foliar (KATZ et al., 2005). Os
resultados obtidos neste estudo suportam essas afirmagoes.

Visto que neste trabalho ocorreu significativo coeficiente de correlagdo
positivo (P < 0,01) entre o numero de folhas e a transpiracdo (Tabela 3; Capitulo 2),
pode-se inferir que a reducdo no numero de folhas em P. gigantocarpa seria uma
resposta da planta ao alagamento como forma de diminuir a transpiragdo e manter o seu
status hidrico.

Herschbach et al. (2005) observaram reducdo de 10 e 26% ap6s 10 e 15 dias,
respectivamente, no namero de folhas nas plantas jovens de (Populus tremula x P. alba)
alagadas em comparagdo ao controle. O mesmo comportamento foi observado por
Maurenza et al. (2012) avaliando o crescimento de P. glomerata, onde verificaram
reducdo de 45% no numero de folhas nas plantas alagadas em relacdo ao controle.
Ghanbary et al. (2012), trabalhando com plantas jovens de Alnus subcordata C.A.Mey,
também verificaram reducéo significativa no nimero de folhas das plantas alagadas em

comparagéo ao controle.
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Figura 1. Altura da parte aérea (A), Didmetro do caule (B), Numero de folhas (C) e Nimero de foliolos
(D) de plantas jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (m) e ndo alagadas (o) durante cinco
periodos de avaliacdo. Valores seguidos por letras maitsculas (regime hidrico) e letras mindsculas (tempo
de alagamento) iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). Barras representam o erro
padrdo da média de cinco repeticoes.

Para a varidvel massa seca da parte aérea foi verificado diferencas
significativas entre os tratamentos (P < 0,001) e interacdo entre os regimes hidricos e
periodo de avaliacdo (P < 0,05), sem diferenca significativa entre os periodos avaliados
(P < 0,05). Foram obtidos valores de 7,79 e 6,69 g/planta nos tratamentos controle e
alagado, respectivamente, aos 16 dias, com decréscimo de 14,12%% na MSPA das
plantas alagadas em relagéo ao controle (Figura 2).

O mesmo comportamento foi observado para a massa seca da raiz com
variacdo significativa entre os regimes hidricos e interacdo entre tratamento e tempo (P
< 0,001), ndo havendo diferenca significativa entre os periodos avaliados (P < 0,05). Os
valores observados foram de 1,61 e 1,13 g/planta nos tratamentos controle e em
condigdes de alagamento, respectivamente, aos 16 dias, correspondendo um decréscimo

de 29,81% nas plantas alagadas quando comparadas ao controle (Figura 2).
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A massa seca total variou significativamente entre os tratamentos (P < 0,001),
periodo de avaliacdo (P < 0,05) e interacdo entre esses fatores (P < 0,001). As plantas
controle e alagadas apresentaram 9,41 e 7,82 g/planta respectivamente, aos 16 dias, com
uma reducdo de 16,89% nas plantas submetidas ao alagamento (Figura 2).

A razdo massa seca raiz/parte aérea diferiu significativamente entre os regimes
hidricos (P < 0,01) e interacdo entre tratamento e tempo (P < 0,05), sem diferenca
significativa entre os periodos de avaliacdo (P < 0,05). As plantas controle apresentaram
0,20 g/planta e as alagadas 0,16 g, aos 16 dias, correspondendo um decréscimo de 20%
nas plantas alagadas em relacdo ao controle (Figura 2).

A reducdo da biomassa tem sido evidenciada em muitos espécies arbdreas
submetidas ao lagamento, como em L. molleoides (MEDRI et., 2007), P. glomerata
(MAURENZA et al., 2012), A. subcordata (GHANBARY et al., 2012) e J. curcas
(GIMENO et al., 2012).

Tem sido relatado que o crescimento das raizes é significativamente inibido em
condicOes de alagamento (SAIRAM et al., 2008). Isso ocorre porque em solos saturados
de agua ha diminuicdo ou a falta de oxigénio para as raizes (PAROLIN, 2009) gerando
reducdo da atividade metabolica e de ATP o que restringe o fornecimento de energia
para o crescimento da raiz (LIAO; LIN, 2001). O excesso de Fe*? e Mn*?, 0 actimulo de
substancias fitotdxicas como didxido de carbono e etileno, que sdo comuns em solos
alagados (SHABALA, 2010), e a reducéo da translocacdo de carboidratos podem causar
inibicdo do crescimento ou morte das raizes (SLEWINSKI-BRAUN, 2010), levando a
diminuicdo da absorcdo de &gua, oxigénio, macro e micronutrientes das plantas
estressadas, 0 que resultou no decréscimo acentuado da massa seca do sistema de raiz
de P. gigantocarpa submetida ao alagamento (Figura 2). No entanto, a reducdo da
massa seca deste Orgdo para esta espécie ndo foi limitante para a sua sobrevivéncia
durante o periodo de alagamento.

Os resultados obtidos neste trabalho em relagdo a massa seca da raiz estdo de
acordo com os encontrados em Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul. var. leiostachya Benth
(LENHARD et al., 2010), Heliocarpus popayanensis Kunth (PISICCHIO et al., 2010) e
A. subcordata (GHANBARY et al., 2012) quando estas espécies foram submetidas ao
alagamento das raizes.

Tem sido evidenciado que o fechamento estomatico em plantas arbores sob
alagamento seria responsavel pela reducdo da fotossintese (MIELKE et al., 2003)

resultando na menor producéo de fotoassimilados (LIN et al., 2006). Este fato pode ter
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contribuido com a diminuicdo da massa seca da parte aérea das plantas de P.
gigantocarpa. Da mesma forma, em funcdo da hipdxia ou andxia nas raizes podem
ocorrer alteracdes na massa seca da parte aérea devido a reducdo da absorcdo e
translocacdo de nutrientes para as folhas (LIN et al., 2006). Sendo assim, a
sobrevivéncia da planta em condi¢des de alagamento é dependente de um balanco na
distribuicdo de fotoassimilados entre as suas vérias partes (BATISTA et al., 2008).

A menor razdo raiz parte aérea nas plantas alagadas de P. gigantocarpa (Figura
2) indica que o crescimento do sistema radicular foi muito mais fortemente reduzido do
que a parte aérea. Fato que pode ter contribuido para a menor absorcdo e transporte de
agua e, consequentemente, para a reducdo da condutancia estomatica, como observado
neste estudo. Segundo Kozlowski (1997), as raizes sdo os 6rgdos mais diretamente
afetados pelo alagamento, sendo tipicamente mais reduzidos que a parte aérea, em
funcdo da reducdo do oxigénio resultar na baixa producdo de energia para sustentar os
processos metabolicos.

A reducdo da massa seca total nas plantas alagadas pode ter ocorrido em
funcdo da diminuicédo da altura da planta (Figura 1 A), do nimero de folhas (Figura 1 C)
e da massa seca da raiz (Figura 2 B). Mielk et al. (2003) trabalhando com plantas jovens
de Genipa americana no periodo de 63 dias de alagamento, atribuiram como as
principais causas da reducdo da massa seca total a queda acentuada na gs e a taxa de
fotossintese das plantas alagadas em relacdo as plantas irrigadas. Maurenza et al. (2012)
trabalhando com plantas jovens de P. glomerata submetidas ao alagamento por 180
dias, observaram reducao significativa de massa seca da parte aérea e massa seca total e
Gimeno et al. (2012) também observaram reducdo significativa de massa seca da parte
aérea, raiz e massa seca total em plantas jovens de J. curcas submetidas ao lagamento
por 10 dias.

Ghanbary et al. (2012), trabalhando com plantas jovens de A. subcordata,
verificaram que a massa seca da parte aérea, raiz e massa seca total foram
significativamente menores nas plantas submetidas ao alagamento que nas plantas
controle. Entretanto, contrariamente ao presente estudo, estes autores observaram
aumento significativo na razdo massa seca raiz/parte aérea das plantas alagadas em

relacdo ao controle.
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Figura 2. Massa seca da parte aérea (A) Massa seca da raiz (B), Massa seca total (C) e Razdo massa seca
raiz/parte aérea (D) de plantas jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (m) e ndo alagadas
(o) durante cinco periodos de avaliagdo. Valores seguidos por letras maitsculas (regime hidrico) e letras
minusculas (tempo de alagamento) iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). Barras
representam o erro padrdo da média de cinco repeticdes.

Aos quatro dias de alagamento, 60% das plantas de P. gigantocarpa
apresentaram lenticelas hipertréficas de cor esbranquicada na base do caule (Figura 3
A), atingindo 100% das plantas a partir do oitavo dia. Outra caracteristica observada foi
o desenvolvimento de raizes adventicias na base do caule somente aos 16 dias em 40%
das plantas alagadas (Figura 3 B).

Bertolde et al. (2012) trabalhando com dois genétipos de T. cacao, um
tolerante ao alagamento (TSA-792) e outro ndo tolerante ou suscetivel ao alagamento
(TSH-774) observaram a formacdo de lenticelas hipertroficas no TSA-792 apos 3 dias
de alagamento enquanto no TSH-774, somente ap6s 20 dias de alagamento.

Esses resultados demonstram que as lenticelas hipertroficas ndo aparecem
somente nas espécies tolerantes, mas 0 seu aparecimento nos periodos iniciais de
saturacdo hidrica pode ter sido um fator importante para a sobrevivéncia das plantas.
Assim, o0 surgimento dessas estruturas aos quatro dias de alagamento em P.
gigantocarpa pode ter auxiliado na toleréncia das plantas durante o periodo em que
foram submetidas ao estresse (16 dias), haja vista que todas as plantas alagadas

sobreviveram.
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Isso pode ter ocorrido pelo fato das lenticelas hipertréficas possibilitarem a
entrada de oxigénio atmosférico da parte aérea para as raizes, como sugerido por
(SHIMAMURA et al., 2010; BRACHO-NUNEZ et al., 2012; ASHRAF, 2012). Além
disso, relata-se que essas estruturas poderiam eliminar compostos produzidos como
subprodutos do metabolismo anaerébico, como o etanol, CO, e CH; (ASHRAF, 2012).

A formacdo de lenticelas hipertroficas também foi relacionada a sobrevivéncia
das plantas ao alagamento por Davanso-Fabro et al. (2003), trabalhando com plantas
jovens de Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb por 56 dias sob alagamento, Povh et
al. (2005) em Chorisia speciosa ST. HIL mantidas sob alagamento por 30, 60 e 100
dias, Medri et al. (2007) em Lithraea molleoides Engl alagadas por 35 dias, Batista e al.
(2008), estudando plantas jovens de C. pachystachya submetidas ao alagamento por 30
dias, Martinez et al. (2011) em H. crepitans sob saturacdo hidrica por 90 e 120 dias

Por outro lado, Lopez e Kursar (2003) verificarm que o surgimento expressivo
de lenticelas hipertréficas em plantas jovens de V. surinamensis (Rol. ex Rotth.) Warb e
Anacardium excelsum (Balb. ex Kunth) Skeels submetidas ao alagamento por 90 dias,

ndo foram correlacionadas com a tolerancia das plantas ao alagamento.
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Figura 3. Caule de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento. Detalhe das lenticelas hipertroficas (A) e
raizes adventicias (B).

A formacdo de raizes adventicias € citada como uma estratégia de tolerancia
que possibilita a sobrevivéncia e ou recuperacdo do crescimento de plantas em
condicGes de alagamento (EZIN et al., 2010). Isso ocorre porque essas raizes podem
melhorar a absorcdo de 4gua, oxigénio e nutrientes como forma de compensar a reducao
do sistema radicular original (GONG et al., 2007; EZIN et al., 2010).

Para Ratsch e Haase (2007) e Kolb e Joly (2009), as raizes adventicias sdo
estruturas importantes em plantas sob alagamento por se conectarem a espacos

intercelulares parenquimatosos, facilitando o transporte de oxigénio da parte aerea para
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o sistema radicular. Além disso, a formacdo das mesmas também tem sido associada
com a maior tolerancia das plantas ao alagamento e a producdo de etileno (STEFFENS
et al., 2006), as quais foram observadas em Pachira aquatica Aublet e A. excelsum
(LOPEZ; KURSAR, 2003), C. speciosa (POVH et al., 2005), C. pachystachya
(BATISTA et al., 2008), P. glomerata (MAURENZA et al., 2009) H. crepitans
(MARTINEZ et al., 2011) e A. sellowiana (MEDRI et al., 2011), Alnus subcordata
(GHANBARY et al., 2012) durante o periodo em que as plantas foram submetidas ao
alagamento.

Povh et al. (2005) relacionaram o surgimento das raizes adventicias aos 60 dias
de alagamento em C. speciosa ao aparecimento das lenticelas hipertréficas que
ocorreram aos 30 dias nas plantas alagadas. Entretanto, Islam e Macdonald (2004),
trabalhando com plantas jovens de P. mariana e L. laricina verificaram o surgimento
das raizes adventicias, mas ndo foi observado o surgimento das lenticelas hipertroficas
nas plantas alagadas por apos 16 dias.

Gregorio et al. (2008) atribuiram a alta mortalidade das plantulas de Tabebuia
heptaphylla (Vell.) gquando submetidas ao alagamento a ndo formacdo de raizes
adventicias que poderiam facilitar a difusdo do oxigénio. No entanto, ndo foi observada
a formacdo de raizes adventicias ou o seu desenvolvimento foi insignificante em plantas
de V. surinamensis e Tabebuia rosea (Bertol) DC (LOPEZ; KURSAR, 2003),
Copernicia prunifera (MILL) H. E. MOORE (ARRUDA; CALBO, 2004) e em L.
molleoides (MEDRI et al., 2007) sob condicdes de alagamento, mas sobreviveram a tal
periodo de estresse.

Neste estudo, devido a formacédo de raizes adventicias terem sido visualizadas
somente no final do experimento em 40% das plantas alagadas, essas raizes parece nao
ter sido importante para a sobrevivéncia das plantas jovens de fava-atana pelo periodo
em gue foram submetidas ao alagamento. Visto que, na maioria dessas plantas alagadas
ndo foram visualizadas raizes adventicias, mas sobreviveram aos 16 dias de alagamento.
Este fato pode ser atribuido a formacdo de outras estruturas como as lenticelas
hipertréficas na base do caule das plantas alagadas, como observada neste trabalho.

Com relacdo a anatomia das raizes primarias e secundarias de P. gigantocarpa,
submetidas ao alagamento do solo, de modo geral, quando comparada as mantidas em
solo com capacidade de campo, durante o periodo experimental, ndo apresentaram

diferencas estruturais significativas.
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A raiz primaria, em crescimento secundario, apresenta contorno cilindrico
(Figura 4 A), exibindo uma periderme com camadas de células tabulares com contetdo
denso e avermelhado quando coradas com safranina (Figuras 4 A e B), assim como a
presenca de lenticelas em ambos os tratamentos (Figura 4 F).

O cortex € constituido por células parenquimaticas, com paredes lignificadas e
grupos de células esclerificadas, tanto na periferia, quanto préximo ao floema (Figura 4
B e D). Nesta regido, ainda ocorrem idioblastos com contetdo avermelhado e cristais
prismaticos (Figura 4 B), que se tornaram mais evidentes a partir dos 12° dia, em ambos
os tratamentos. O cadmbio apresentou-se ativo e bidirecional, com floema e xilema
secundarios bem desenvolvidos (Figuras 4 A e B), aléem de abundantes grdos de amido
ao redor dos vasos metaxilematicos, os quais foram evidenciados em luz polarizada, nas

raizes primarias sujeitas ao alagamento (Figura 4 E). Ao centro, foi observado

elementos de protoxilema (Figura 4 C).
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Figura 4 A-F. Parkia gigantocarpa, raiz priméaria, em crescimento secundario, em secdo transversal.
Submetida ao tratamento controle (A, B e C) e alagado (D, E e F). (A) vista geral, evidenciando a regido
periférica, cambial e vascular, notar raio de células parenquiméticas (seta). (B) detalhe da regido
periférica evidenciando a periderme, regido cortical exibindo células esclerificadas (estrela), cadmbio
vascular (asterisco), além de idioblastos com conteddo avermelhado (seta) a partir do 12° dia de
tratamento. (D e E) estruturas birrefringentes em luz polarizada, evidenciando paredes lignificadas das
células esclerificadas do cortex (seta), xilema secundario e grdos de amido ao redor dos vasos-seta-(E).
(C) regido medular evidenciando protoxilemas (setas). (F) detalhe da lenticela. Abreviaturas: co=cortex,
fs: floema secundario, P: periderme, xs: xilema secundario. Escalas: A=150um; B, C, D, 5=50um;
E=20um; F=100um.

As raizes secundarias apresentam contorno circular em estrutura primaria

(Figura 5 A), com trés regides distintas: epidérmica, cortex e vascular. A camada
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epidérmica é unisseriada, constituida por células heterodimencionais e recoberta por
uma cuticula delgada. No cortex ocorrem cerca de 10-11 camadas de células
parenquimaticas (Figura 5 B). Nesta regido as células parenquimaticas localizadas
proximo a periferia e a endoderme das amostras do tratamento alagado apresentaram,
aos 16 dias, o inicio do processo esquizdgeno de pequenas lacunas de ar (Figuras 5 D e
F), onde os espacos intercelulares se mostraram visivelmente conspicuos. Foi
visualizado também que a endoderme apresentou contelido amarelado in natura e
avermelhado quando corado com safranina (Figura 5 C), circundando o cilindro
vascular. Este por sua vez, apresentou-se diferenciado (Figura 5 E). Associado ao

floema e xilema foi observado idioblastos com contedo avermelhado (Figura 5 C).
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Figura 5 A-F. Parkia gigantocarpa, raiz secundaria em sec¢éo transversal. Submetida ao tratamento
controle (A, B, C) e alagado (D, E e F). (A) vista geral. (B) regido periférica, cortex e sistema vascular,
mostrando a endoderme (ponta de seta). (C) detalhe da regido vascular, evidenciando paredes lignificadas
dos vasos em desenvolvimento. (E) detalhe do sistema vascular em luz polarizada. (D) inicio da formacao
de lacunas na regido do cortex, aos 16 dias de alagamento (setas). (F) detalhe da lacuna em formacéo
(estrela). Abreviaturas: Ep: epiderme, co: cortex, Fl: floema; sv: sistema vascular, En: endoderme, Pr:
periciclo, Mx: metaxilema, Px: protoxilema. Escalas: A=200um; B, D=100um; 9C, E=50um; F=20 um.

As plantas jovens de P. gigantocarpa ndo formaram aerénquima nas raizes
primarias e secundérias durante o experimento. Contudo, foi observado o inicio de um
processo esquizdégeno formando pequenas lacunas de ar no parénquima cortical das
raizes secundarias com 16 dias (Figura 5 D e F) de saturacdo hidrica do solo, o que deve
ser uma resposta da planta a reducdo do oxigénio. O desenvolvimento de espagos
intercelulares em raizes de plantas sob solo saturado de agua pode aumentar a aeracéo

dos tecidos radiculares (GRAFFMAN et al., 2008) e a difus@o de gases nas raizes, bem
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como entre a raiz e a parte aérea (BOURANIS et al., 2006; BAILEY-SERRES;
VOESENEK, 2008), além de possibilitar a eliminacdo de produtos toxicos produzidos
nas raizes em fungdo da fermentacdo (VISSER; PIERIK, 2007), favorecendo assim, a
sobrevivéncia da planta em condi¢cBes de hipoxia ou anoxia BAILEY-SERRES;
VOESENEK, 2008).

A formacdo de espagos intercelulares no tecido parenquimatico cortical de
raizes também foi observada aos 35 dias em Lithraea molleoides Engl. (MEDRI et al.,
2007), 30 dias em Cecropia pachystachya Trécul (BATISTA et al., 2008) e 50 e 80
dias em Aegiphila sellowiana Cham. (MEDRI et al., 2011) sob saturagéo hidrica.

As raizes primarias e secundarias de P. gigantocarpa, em geral, ndo
apresentaram alteracBes estruturais e biométricas significativas na regido periférica,
cortical e vascular no tratamento controle e alagado. Entretanto, foi verificado a
ocorréncia de abundantes grdos de amido ao redor dos vasos Xilematicos secundario das
raizes primarias das plantas alagadas.

Resultados similares em relacdo ao acimulo de amido foram obtidos por
Calvo-Polanco et al. (2012) em raizes de plantas jovens de L. Laricina submetidas ao
alagamento. Segundo esses autores, grandes quantidades de amido na raiz seriam
necessarios para fornecer energia suficiente a esses Orgdos para suportar 0 seu
crescimento e as fungdes metabdlicas basicas sob condicGes alagadas. Para Gérard et al.
(2009) o acumulo de amido seria uma adaptacdo metabolica de espécies arboreas

tolerantes ao alagamento.

2.4 SINTOMATOLOGIA DAS PLANTAS

Sintomas de estresse ao alagamento, como epinastia, senescéncia foliar,
absciséo das folhas mais velhas, redugdo do sistema radicular, formagéo das lenticelas
hipertroficas e raizes adventicias foram visualizados durante o periodo experimental
(Figura 6, 7 e 8). Tem sido evidenciado que grande nimero de plantas sob situacdes de
alagamento reduzem o crescimento e o desenvolvimento de diferentes partes como
estratégia de sobrevivéncia a essa condig&o.

Ap0s quatro dias de alagamento comegaram aparecer 0s primeiros sintomas de
estresse, como a epinastia (Figura 6 A), que pode estar relacionada a producgdo do
etileno. Neste periodo, também teve inicio a abscisdo foliar e surgimento das lenticelas

hipertroficas de cor esbranquicada na base do caule (Figura 8 A). Com oito dias as


http://aob.oxfordjournals.org/search?author1=DIMITRIS+L.+BOURANIS&sortspec=date&submit=Submit

49

plantas continuaram a apresentar sinais de epinastia e abscisao foliar que se acentuaram
aos 12 (Figura 6 C) e 16 dias (Figura 6 D). Neste Gltimo periodo, apareceram as raizes
adventicias na base do caule (Figura 8 B). A intensa queda das folhas (Figura 6 D),
especialmente as mais velhas, e a morte e ou inibicdo do crescimento das raizes (Figura
7 B) deve ter influenciado na diminuicdo da biomassa seca (Figura 2), na reducdo do
potencial hidrico (Figura 2 A, B; Capitulo 2), condutancia estomética (Figura 2 C;
Capitulo 2), transpiracdo (Figura 2 D; Capitulo 2) e condutividade hidraulica (Figura 2
E; Capitulo 2).

A reducdo do sistema de raiz de P. gigantocarpa também deve ter causado
alteragBes bioquimicas como a menor absorcdo de nitrato que deve ter afetado o
metabolismo do nitrogénio, ocasionando a redugdo da nitrato redutase (Figura 3;
Capitulo 2), glutamina sintetase (Figura 4; Capitulo 2), aminoacidos e proteinas soluveis
totais das plantas alagadas (Figura 5; Capitulo 2). A reducédo nas variaveis fisioldgicas
devem ter provocado alteracbes no aparato fotossintético, resultando na reducdo do
amido e sacarose das plantas sob alagamento (Figura 8; Capitulo 2). O aumento da
prolina e glicina betaina (Figura 6; Capitulo 2), atividades da &lcool desidrogenase e
lactato desidrogenase (Figura 7; Capitulo 2) sdo outras alteracbes bioguimicas que
também foram evidenciadas neste estudo e podem estar relacionadas as alteracOes
morfofisioldgicas e de crescimento citadas anteriormente.

Por outro lado, todas as plantas de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento
sobreviveram até o final do experimento. Visto que o alagamento do solo reduz a
disponibilidade de oxigénio para as raizes, a formacdo das raizes adventicias e,
especialmente, as lenticelas hipertroficas devem ter sido importantes na captacdo de
oxigénio e difusdo desse gas da parte aérea para as raizes, possibilitado maior aeracédo
dos tecidos da raiz, aléem de ter influenciado na fisiologia da planta, evitando maiores
quedas de potencial hidrico (Figura 2 A, B; Capitulo 2), condutancia estomatica (Figura
2 C; Capitulo 2), transpiracdo (Figura 2 D; Capitulo 2) e condutividade hidraulica

(Figura 2 E; Capitulo 2), permitindo a sobrevivéncia das plantas, até os 16 dias.
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Figura 6. Epinastia (A, B, setas), senescéncia e abscisdo foliar (C, D) em plantas jovens de P.
gigantocarpa aos 4 dias (A), 8 dias (B), 12 dias (C) e 16 dias (D) de alagamento.

Figura 7. Raizes de plantas controle e alagadas de P. gigantocarpa aos 16 dias de alagamento.

Figura 8. Lenticelas hipertrdficas e raizes adventicias em plantas jovens de P. gigantocarpa aos 16 dias
de alagamento. Detalhe das raizes adventicias (seta).
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2.5 CONCLUSAO

O alagamento induziu a reducdo da altura, nimero de folhas, foliolos, MSPA,
MSR, MST, razéo R/PA;

O alagamento do solo induziu o aparecimento de lenticelas hipertréficas na
base do caule, raizes adventicias e inicio do processo de formacdo esquizogeno de
pequenas lacunas de ar no parénquima cortical da raiz secundéria, estas estruturas sdo
frequentemente associadas com a acapacidade de sobrevivéncia sob condicdes de
anoxia nas raizes em fungdo da maior aeracdo destes 6rgdos, o que permite inferir a
tolerancia desta espécie ao alagamento do solo durante o periodo experimental;

O alagamento do solo durante dezesseis dias acarretou redugfes no
crescimento das plantas jovens de P. gigantocarpa, mas néo afetou a sobrevivéncia dos
individuos, sugerindo que essa espécie foi capaz de tolerar a saturagdo hidrica do solo

pelo menos ao longo desse periodo.
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CAPITULO 2

3. RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE PLANTAS
JOVENS DE Parkia gigantocarpa Ducke SOB ALAGAMENTO

Waldemar Viana de Andrade Junior, Benedito Gomes Santos Filho, Candido Ferreira
Oliveira Neto.

RESUMO

Parkia gigantocarpa é uma arvore Neotropical que ocorre naturalmente em mata de
terra firma e varzea alta. Para avaliar a magnitude das respostas fisioldgicas e
bioquimicas, plantas jovens de P. gigantocarpa foram submetidas experimentalmente a
dois regimes hidricos. O alagamento foi imposto em aproximadamente 5 cm de lamina
acima da superficie do solo usando vasos com capacidade de 14 Kg de substrato.
Plantas ndo alagadas (controle) foram irrigadas diariamente, proximo a capacidade de
campo. Potencial hidrico de antemanhd (W,y), potencial hidrico do xilema foliar
(¥x),condutancia estomaética (gs), transpiracdo (E), condutividade hidraulica (K),
concentracdo de nitrato, nitrato redutase (NR), aménio livre, glutamina sintetase (GS),
aminoacidos soluveis totais (AST), proteinas soltveis totais (PST), amido, prolina,
glicina betaina (GB), alcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase (LDH),
sacarose e carboidratos solUveis totais (CST) foram avaliados a 0, 4, 8, 12 e 16 dias. A
reducio significativa do Wx e a K. foi continua até o 8° dia nas plantas alagadas,
tendendo a estabilizacdo a partir deste periodo. A gs e a E foram reduzidas
continuamente até os 16 dias nas plantas sob alagamento. A concentracdo de nitrato,
NR, amonia livre, GS, AST, PST, amido reduziram significativamente, especialmente,
nas folhas das plantas alagadas. O alagamento aumentou acentuadamente a prolina e
GB, principalmente, nas folhas. A atividade da ADH foi significativamente maior na
raiz das plantas alagadas, especialmente, no 16° dia. Neste mesmo periodo a atividade
da LDH atingiu os maiores valores, principalmente, nas folhas das plantas saturadas de
agua. O alagamento reduziu significativamente a concentracdao de sacarose nas folhas e
aumentou nas raizes, mas apenas para 0s primeiros 4 dias. A concentracdo de CST
aumentou, especialmente, nas raizes das plantas alagadas. Os resultados obtidos
indicam que as plantas jovens de fava atana foram capazes de tolerar o periodo em que

foram submetidas ao alagamento.

Palavras-chave: Potencial hidrico, prolina, lcool desidrogenase.
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ABSTRACT

Parkia gigantocarpa is a Neotropical tree that occurs naturally in the woods of solid
ground and high floodplain. To assess the magnitude of the physiological and
biochemical, young plants of P. gigantocarpa were experimentally subjected to two
water conditions. Flooding was imposed on the blade approximately 5 cm above the soil
surface using vases with 14 kg of substrate capacity. Non-flooded plants (control) were
irrigated daily, close to field capacity. Predawn water potential (Yam), leaf water
potential of the xylem (¥x), stomatal conductance (gs), transpiration (E), hydraulic
conductivity (K.), nitrate concentration, nitrate reductase (NR), free ammonia,
glutamine synthetase (GS), total soluble amino acids (TSA), total soluble proteins
(TSP), starch, proline, glycine betaine (GB), alcohol dehydrogenase (ADH), lactate
dehydrogenase (LDH), sucrose and total soluble carbohydrates (TSC) were evaluated 0,
4, 8, 12 and 16 days. A significant reduction in ¥x K and was continued until the 8th
day flooded plants, tending to stabilize from this period. The gs and E were reduced
continuously until the 16 days the plants under flooding. The concentration of nitrate,
NR, free ammonia, GS, AST, PST, starch significantly reduced, especially in the leaves
of flooded plants. Flooding markedly increased proline and GB, mainly in the leaves.
ADH activity was significantly higher in the roots of flooded plants, especially in the
16th day. In this same period, the LDH activity reached the highest values mainly in
plant leaves saturated with water. Flooding significantly reduced the sucrose
concentration in leaves and increased in roots, but only for the first 4 days. The
concentration of TSC increased, especially in wetland plant roots. The results indicate
that fava atand young plants were able to tolerate the period during which were

subjected to flooding.

Keywords: Water potential, proline, alcohol dehydrogenase.
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3.1 INTRODUCAO

Devido as mudangas climéticas globais, existem previsdes de eventos
climéticos extremos, como as chuvas excessivas, que poderdo afetar a duracdo e a
intensidade do alagamento em determinadas regifes (IPCC, 2007; NOBRE; SAMPAIO;
SALAZAR, 2007).

A auséncia de oxigénio no solo devido o alagamento, reduz o sistema de raiz e
0 crescimento da parte aérea das arvores afetando negativamente 0s processos
fisioldgicos de muitas plantas, incluindo a condutancia estomatica, a fotossintese e a
condutividade hidraulica da raiz e consequentemente a sintese e translocacdo de
fotoassimilados (KOZLOWSKI, 1977; PARENT et al.,, 2008). A diminui¢do da
condutancia estomatica (gs) é uma das primeiras respostas ao estresse ambiental
(CENTRITO et al., 2003), mesmo em espécies arboreas relativamente tolerantes ao
alagamento, como em Cecropia pachystachya Trec. (BATISTA et al., 2008), sendo,
portanto, a estratégia mais eficiente para restringir ou reduzir as perdas de agua pelas
folhas via transpiracéo.

O fechamento estomético pode contribuir para a preservacdo do potencial
hidrico foliar, que de outra forma diminui devido a reducdo da condutividade hidraulica
das raizes (KREUZWIESER et al., 2004). Assim, o fechamento estomatico, a reducédo
da transpiracdo e a manutencdo do potencial hidrico foliar, sdo estratégias desenvolvidas
pelas plantas em condicbes de alagamento que podem inibir a dessecacdo (DAVANSO,
etal., 2002).

Os carboidratos sollveis totais (CST) como a sacarose, glicose ou frutose séo
de particular importéncia por causa de sua relacdo direta com a respiracdo (ISLAM;
MACDONALD, 2004). Entretanto, em plantas sob condicGes de alagamento essas
substancias podem ser alteradas nas raizes e parte aérea. O aumento desses compostos
nas folhas, por exemplo, ocorre devido o acimulo de amido (HSU et al., 1999) ou a
diminuicdo na sua translocacdo, que é severamente reduzida por numerosas espécies
ndo tolerantes (BERTOLDE et al., 2010). Nas raizes, a mudanc¢a mais importante nessas
condicGes é a dissimilagdo da glicose respiratoria em glicose fermentativa com baixa
producdo de energia (DREW, 1997), resultando na diminuicdo da absorcdo de
nutrientes para as plantas (ROCHA et al., 2010), interferindo, por exemplo, na absorcao
de nitrato, que ocasiona alteragdes na atividade da redutase do nitrato (ARN) e
glutamina sintetase (GS) influenciando no metabolismo do nitrogénio total e diversos
aminoéacidos (LIAO; LIN, 2001), proteinas e enzimas (SAIRAM, et al., 2008).
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A GS parece exercer um importante controle na concentracio de NH,;" e na
sintese de amino&cidos e consequentemente de proteinas celulares e a sua inibi¢do
podera resultar em acimulo de NH,", podendo assim causar a morte da planta
(HORCHANI; ASCHI-SMITI., 2010).

Por outro lado, estudos tém demonstrado que em plantas submetidas a
deficiencia de oxigénio, os processos de decomposicdo de aglcar, como a glicolise e a
fermentagdo estdo associados a inducdo da sintese de diversas proteinas de estresse
(ALAM et al., 2011). Enzimas da via fermentativa como a lactato desidrogenase (LDH),
a piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase (ADH) sdo sintetizadas nessas
condigdes (ZABALZA et al., 2009) e a atividade dessas enzimas pode ser indicativo
de uma possivel resposta de adaptacdo da planta ao alagamento, ainda que nao se
conheca qual a extensdo da contribuicdo e como elas se relacionam em baixo teor
de O, (DENNIS et al., 2000)

Embora tenha sido relatado que a glicina betaina (ASHRAF; FOOLAD, 2007)
e a prolina desempenham papel importante no ajustamento osmético de plantas
submetidas a situacGes de estresse hidrico e salino (JALEEL et al., 2007), informacdes
sobre os efeitos dessas substancias em plantas sob alagamento ainda é limitado e
precisam ser esclarecidos.

Nos ultimos anos a recuperagdo de areas alteradas vem se tornado um grande
desafio para os gestores ambientais. Neste sentido, identificar espécies tolerantes ao
alagamento, incluindo espécies arbdreas com potencial econémico e ambiental, pode ser
uma alternativa viavel para a recomposicao destas areas.

Parkia gigantocarpa (fava atand) € uma espécie arbdrea que ocorre
naturalmente na Amazbnia Brasileira. Em funcdo de seu rapido crescimento,
uniformidade, baixa taxa de mortalidade e potencial econémico e ecoldgico é apontada
como espécie promissora para recuperagdo de dareas alteradas ou degradadas,
especialmente aquelas de preservacdo permanente. Além disso, pode ser usada em
sistemas de silvicultura. No entanto, ndo ha informacbes sobre o seu comportamento
ecofisioldgicos e bioquimicos em situacbes de alagamento. Assim, o entendimento
sobre 0 comportamento de espécies arbdreas especialmente na fase inicial de seu
desenvolvimento em condicbes de alagamento podem subsidiar projetos de

reflorestamento de areas alteradas.
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Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a magnitude das respostas
ecofisioldgicas e bioquimicas de plantas jovens de Parkia gigantocarpa Ducke em
condigdes de alagamento.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1Local do experimento

O experimento e as andlises bioquimicas foram realizados, respectivamente,
em casa de vegetacdo e no Laboratorio de Fisiologia Vegetal, pertencentes ao Instituto
de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) em
Belém, PA, Brasil, (01°28°03S, 48°29°18”W) no periodo de 23/07/2012 a 23/09/2012.

3.2.2 Formacao das mudas

Para a formacdo das mudas de Fava atana (Parkia gigantocarpa Ducke) foram
utilizadas sementes coletadas na Fazenda Rio Capim, 03°41°07,2”S, 48°38'04.0”W,
pertencente a Cikel Brasil Verde Madeiras Ltda., localizada no municipio de
Paragominas - PA, distante cerca de 320 km de Belém - PA.

As sementes foram previamente escarificadas com esmeril elétrico na regido
lateral proxima ao hilo e imediatamente foram semeadas em bandejas de plastico, com
capacidade de 5L, contendo areia e serragem esterilizada misturadas na proporcao de
1:1. Apds a emergéncia (8 dias depois do semeio), as mudas foram repicadas para sacos
de polietileno preto-opaco de 25 cm de altura x 15 cm de didmetro com perfuracdes
laterais, contendo como substrato uma mistura de (i) terra preta, constituida do solo
latossolo amarelo, textura média, previamente seco ao ar e retiradas as impurezas
através dos processos de peneiramento e catacao, (ii) serragem curtida e (iii) esterco de
boi na proporc¢do de 3:2:1, respectivamente

As mudas foram mantidas em viveiro durante 02 meses. Apds este periodo as
plantas jovens foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do
caule, namero de folhas e nimero de foliolos e, posteriormente, foram transferidas para
vasos plasticos com capacidade de 14 Kg, contendo o mesmo substrato usado na
repicagem. Em seguida, 0s vasos com as plantas jovens foram levados para a casa de

vegetacdo onde passaram por um periodo de aclimatacéo de 45 dias.

3.2.3 Tratamentos utilizados e condugéo das plantas
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No final do periodo de aclimatagdo, cinquenta plantas jovens de fava-atang,
com cerca de 4 meses de idade, foram submetidas a dois regimes hidricos: (i) irrigado
diariamente (vinte e cinco plantas) para repor a agua perdida por evapotranspiracao,
feita individualmente para cada vaso, levando em consideracdo as pesagens diarias do
conjunto (vaso + planta + solo), (plantas controle) e (ii) alagadas (vinte e cinco plantas),
manutengdo da lamina d’agua de cerca de 5 cm acima do nivel do solo. As plantas dos
tratamentos controle e alagadas permaneceram 16 dias nessas condi¢fes. Os vasos
contendo as plantas jovens sob alagamento foram vedados para evitar a drenagem da
agua. Os vasos foram etiquetados para a identificacdo de cada tratamento e tempo ao
longo do experimento.

Os resultados das analises de solo realizadas no Laboratério de Solos da

EMBRAPA Amazonia Oriental ndo indicaram a necessidade de nenhuma correcéo.

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo na profundidade de 0-20 cm.

ANALISE QUIMICA

pH N MO P K Na Ca Ca+Mg Al H+Al
HO % g/Kg - mg/dm3---- e cmol/dm®-----------
51 0,29 96,16 120 263 252 2,4 4,0 0,2 5,61
ANALISE DE MICRONUTRIENTES
Cu Mn Fe Zn
Mg/Kg
3,0 14,7 195,1 13,2
ANALISE GRANULOMETRICA
Areia grossa Areia fina Silte Argila total
485 164 232 120

3.2.4 Variaveis estudadas
3.2.4.1 Ambientais

As variaveis ambientais, como a temperatura e a umidade relativa do ar, foram
determinadas ao longo das medicGes de trocas gasosas, utilizando-se um termo-
higrometro (mod. 5203, Incoterm, RS, Brasil). O déficit de pressdo de vapor d’agua
entre a folha e a atmosfera (DPVga) foi estimado matematicamente, segundo Landsberg
(1986), levando-se em conta a temperatura do ar (Ty), umidade do ar (UR) e a

temperatura da folha (Tt) em cada periodo de avaliagéo.

3.2.4.2 Biofisicas
A determinacdo da temperatura da folha (Ts,), condutancia estomatica (gs) e
transpiragdo (E) foram obtidas atraveés do porémetro portatil de equilibrio dindmico
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(mod. Li 1600, Licor, Nebraska, USA) sob luz e CO, ambientais. A radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) foi determinada utilizando-se um sensor quéntico
acoplado ao porémetro.

Como amostra, foram selecionados foliolos medianos do terceiro par de folhas
maduras completamente expandidas, contados a partir do apice. As medicdes foram
realizadas nos tempos, 0, 4, 8, 12 e 16 dias, sempre no horéario das 10:00 h as 12:00 h.
coincidindo com a retirada das amostras para as analises bioquimicas.

O potencial hidrico foi determinado na antemanha (Way), entre 4:30 e 5:30h e
entre 10:00 h e 12:00 h (potencial hidrico do xilema, ¥y), utilizando-se uma Bomba de
Pressdo de Scholander (mod. PMS Instrument Co, Corvalles, USA), Conforme descrito
por Turner (1981). As medigdes foram realizadas nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 dias.

A condutividade hidraulica foi calculada de acordo com Hubbard et al. (1999)
e Donovan et al. (2000), utilizando-se a seguinte formula:

KL= (gs X DPVia)/( Wam — ¥x)

Onde:

Ky: Condutividade hidraulica;

gs: Condutancia estomatica;

DPVi,: déficit de pressao de vapor d’agua entre a folha e a atmosfera

W.m: potencial hidrico de antemanhd

Y. potencial hidrico do xilema

3.2.4.3 Bioguimicas
3.2.4.3.1Determinacéo das concentracGes de nitrato

Foi utilizado o método de Cataldo et al., (1975). Amostras de 50 mg de folhas
e raizes previamente liofilizadas, foram pesadas e adicionadas em tubos de ensaio
contendo 5,0 mL de &gua destilada, e estes incubados em banho-maria por 30 minutos a
100 °C. Em seguida, este quantitativo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e
retirado o sobrenadante.

A reacéo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 uL do extrato + 200
uL de solucdo de &cido salicilico 5 % (p/v), em &cido sulfdrico concentrado. Apds
vigorosa agitagcdo em agitador do tipo vortex, os tubos foram adicionados lentamente
4700 pL de NaOH 2N. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso até atingirem

a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos.
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Ap0s este processo, foram feitas leituras em espectrofotdmetro na absorbancia
de 410 nm. O branco foi feito usando no ensaio agua deionizada em substituicdo ao
extrato. A concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrdo com
concentracdes crescentes de NO3z™ (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 umol mL- 1). Os

resultados foram expressos em mmol de NO5™. kg™ MS de tecido.

3.2.4.3.2 Determinacdo da Atividade da Redutase do Nitrato (ARN)

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

Em tubos de ensaio tipo pirex, foram adicionados aliquotas de 1 mL de tampé&o
fosfato + 2 mL do extrato diluido + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1
naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%, totalizando um volume final de 5
mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. A leitura foi no
espectrofotdbmetro a 540 nm contra o branco (3,0mL de tampéo fosfato + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O resultado da atividade da redutase
do nitrato foi estimado através da producdo de NO,™ no meio de reacdo, sendo expressa
em pmoles de NO,. g.MF™ . h%; a partir de uma curva-padréo obtida com KNO, p.a
(Sigma).

3.2.4.3.3 Determinagé&o das Concentragdes de Amonio livre

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das raizes e das folhas em po, e
colocados em tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de agua destilada
e levados ao banho-maria por 30 min a 100 °C. Apds a extracdo as amostras
foram centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados
para obtencdo do extrato total.

Nos tubos de ensaio foram acrescentados 400 pL de extrato total + 2,5 mL da
solucéo A (5 g de fenol + 0,025 g de nitroprussiato de s6dio/ 500 mL de agua destilada)

e homogeneizado em vortex, acrescentando mais 2,5 mL da solugdo B (2,5 g de NaOH
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+ 12,6 mL de hipoclorito de sodio/ 500 mL de agua destilada) e foram agitados
novamente em vortex, levando-os ao banho-maria por 20 min a 37 °C. Apds esse
periodo foram removidos do “banho-maria” e deixados em repouso por 40 min, em
seguida, levados para fazer a leitura no espectrofotdmetro a 625 nm e usando-se agua
destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco.

As concentragdes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrao
construida com (NHg), SO4 p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol de
NH4+/ Kg de MS. Para isso utilizou-se 0 método descrito por (WEATHERBURN,
1967).

3.2.4.3.4 Determinacdo das Concentracdes de Glutamina Sintetase (GS)

Foram adicionados 0,2 g de massa seca das raizes e das folhas em p6 em 5 mL
(2mL + 2 mL + 1mL/ 2 minutos cada) de tampdo de extracdo TRIS-HCI 25 mM, pH
7,6, contendo: 10 mM de MgCI2.6 H, O + 10 mM de B-2-mercaptoetanol + PVP 5%
(p/v) + 5mM de EDTA-Na. Depois de trituradas, foram filtradas em pano fino de seda
e centrifugadas a 30.000 g (21.000 rpm), em centrifuga refrigerada a 0°-4 °C, por 30
minutos. O sobrenadante foi congelado para posterior analise.

A reacgéo foi preparada em tubo de ensaio, com 600 pL de tampéo de reacdo
TRIS-HCI 0,25 M, pH 7 + 200 uL de glutamato de sédio 0,3 M, pH 7 + 200 uL de
ATP 30 mM, pH 7 + 200 pL de Mg SO,4. 7H,0 0,5 M + 500 pL de extrato de folhas +
200 puL de solucdo de hidroxilamina (NH,OH 1,0 M + NaOH 1,0 M na proporc¢éo
1:1). Foi misturado rigorosamente, em vortex e incubado em banho-maria a 30°C, por
30 minutos. Em seguida, foram removidos os tubos do banho-maria e adicionados 500
uL de solucéo férrica [ FeCls. 6H,0 10 % (p/v) em HCI 0,2 M + acido tricloroacético
(TCA) 24 % (p/v) + HCI 50 % (v/v) na propor¢do 1:1:1 ] e centrifugado em
centrifuga de mesa a 7.000 g, durante 10 minutos.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm, usando-se gua destiladas +
reagentes (exceto solucdo de hidroxilamina) como branco. A atividade da glutamina
sintetase (GS) foi determinada a partir da curva padréo de y - glutamil-hidroximato e os
resultados foram expressos mmoles de y - glutamil-hidroximato/ kg MS de tecido/hora.
A atividade da glutamina sintetase foi determinada pelo método “in vitro” segundo
(KAMACHI et al., 1991).

3.2.4.3.5 Determinag&o das concentragdes de aminoacidos soluveis totais (AST)
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A concentracdo de aminoacidos soluveis totais (AST) foi determinada segundo
método descrito por Peoples et al., (1989). Foram pesados 50mg de tecido vegetal
liofilizado das folhas e raizes, e colocados em tubos de ensaio com 5mL de agua
deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100°C, durante 30
minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10 minutos.

ApoGs a extracdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reagdo para
dosagem dos aminoécidos. Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de
ensaio e acrescidas agua destilada. Em seguida 0,250mL de uma solugdo tamponada,
pH 5,0, contendo 0.2 mol.L-1 de citrato; 0,250 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1
mmol.L-1 e ninhidrina 5% em methoxy etanol) foi adicionado. Ap6s misturar em vortex
0s tubos foram hermeticamente fechados e colocados em “banho-maria”, no qual
permaneceram pelo tempo de 15 minutos a temperatura de 100 °C.

Em seguida, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, momento em que
foram adicionados 1,5 mL de uma solucdo de etanol 50% (v/v). Apds isso, 0s tubos
permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foram
efetivadas leituras em espectrofotdmetro, a 570nm, sendo os teores de aminoacidos
livres totais, determinado com base em uma curva padrdo ajustada a partir de

concentragdes crescentes de uma mistura padronizada de L — glutamina.

3.2.4.3.6 Determinacdo das concentracdes das proteinas soluveis totais (PST)

As concentracdes de proteinas sollveis totais foram determinadas segundo o
método de Bradford (1976). Foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL 100 mg de
p6 da matéria seca (MS) das raizes e das folhas em 5,0 mL do tampao de extracao (Tris-
HCI 25 mM pH 7,6). Em seguida os tubos, devidamente lacrados, ficaram sobre o
processo de agitacdo durante 2 horas no agitador de mesa. Ap0Os esse processo, 0s tubos
foram centrifugados em centrifuga de bancada (2000 rpm por 10 minutos). Em seguida,
foram colocados nos tubos de ensaios 100 pL do sobrenadante ap6s a centrifugagdo +
2,5 mL do reagente de Bradford.

Apds este processo 0s tubos manualmente foram agitados delicadamente (para
ndo desnaturar as proteinas). Com 15 min de repouso as leituras foram realizadas no
espectrofotdmetro a 595 nm, contra o branco que encerra 100 pL de agua + 2,5 mL do
reagente de Bradford. As concentragdes de proteinas solUveis totais foram estimadas a
partir da curva-padrdo construida com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultados

foram expressos em mg proteina/g MS.
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3.2.4.3.7 Determinacdo das Concentracdes de Prolina

Foram pesados 50 mg de massa seca das raizes e das folhas (MS) em pé e, em
seguida, levados para tubos de ensaio de 15 mL onde foram adicionados 5 mL de agua
destilada e colocados em “banho-maria” durante 30 min a 100 °C. Apbs a
extracdo, as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos em centrifuga de
bancada (1.000 rpm), logo ap6s o processo de centrifugacdo, foram retirados 1 mL
do sobrenadante coletado de cada amostra e transferido imediatamente para o0s
tubos de ensaios, nos quais foram adicionados + 1,0 mL de ninhidrina acida + 1,0
mL de &acido acético glacial (99,5%) (os tubos foram fechados hermeticamente) e
agitados em vortex e colocados novamente em “banho-maria” a 100 °C por 1 hora.

Em seguida, a reacdo com banho de gelo e adicionando 2,0 mL de tolueno e
agitado vigorosamente em vortex por 20 s (0 tolueno extraiu a substancia cromofora
formando um complexo colorido = réseo para vermelho). Assim que atingiu a
temperatura ambiente, realizou-se o processo de aspiracdo com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur de plastico a fase ndo-aquosa (cromoforo + tolueno = parte superior). A
leitura foi efetivada em espectrofotometro a 520 nm usando tolueno como branco. As
concentragdes de prolina foram determinadas a partir da curva-padrdo com L-prolina p.a
(Sigma) e os resultados foram expressos em pmol prolina/g MS. Para isso, foi utilizado
0 método descrito por (BATES; WALDREN; TEARE, 1973).

3.2.4.3.8 Determinacdo das ConcentracGes de Glicina Betaina (Gb)

Foram transferidos 25 mg de massa seca das folhas e das raizes para
tubos eppendorfs de 2 mL, sendo adicionados 2 mL de agua destilada e agitado
por 4 h no “shacker” a 25 °C (extracdo a frio), e centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos a 25 °C, apds a centrifugacdo, foi coletado o sobrenadante para obtencdo do
extrato aquoso e descartado o precipitado. No eppendorfs de 2 mL foram adicionados
250 pL do extrato aquoso +250 pL de H,SO, 2N (diluicdo da amostral:2) e os
eppendorfs permanecerdo durante 1h no banho de gelo (na geladeira de - 0a 4 °C),
e adicionado 200 uL de KI-I, gelado, mantido durante 16h a 0°C (banho de gelo
na geladeira —0a 4 °C). O processo de centrifugacéo foi de 15 minutos, 10.000 rpm a
0°C. Foi eliminado o sobrenadante.

Foi lavado o precipitado 2 vezes com 2 mL de H,SO, 1N gelado com

centrifugacBes por 5 minutos, 10.000 rpm, 0 °C para cada lavagem (ndo agitar
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enquanto estiver lavando). Apos as lavagens, foi dissolvido o precipitado em 3 mL de
1,2-dicloroetano agitando vigorosamente e realizando-se dilui¢Ges 1:6 (diluicdo para
a curva) ou testadas outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as amostras - a dilui¢do vai
depender da quantidade de glicina-betaina precipitada). Assim, depoisde 2 a2,5 h de
descanso, as leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 365 nm, usando-se agua
destilada + reagentes, como branco. Durante todo o ensaio foram mantidas as amostras
entre as temperaturas de 0 °C a 4 °C. Para os calculos, uma curva padrdo de glicina-
betaina foi preparada e os resultados foram expressos em mmol.Kg* MS. O método
utilizado foi segundo (GRIEVE; GRATTAN, 1983).

3.2.4.3.9 Atividades da &lcool desidrogenase (ADH) e lactato desidrogenase (LDH)

Para a extracdo das enzimas, os tecidos vegetais foram homogeneizados em
meio extrator, com a seguinte composicdo em mol.m™ : tampéao Tris-HCI (pH 6,8), 50 ;
Na* 110; EDTA, 1; tiamina pirofosfato (TPP), 0.5; Mg+2 , 2,5 e ditiotreitol (DTT), 2.
Em seguida, foram centrifugados a 20000 g por 10 minutos a 4 °C. Aliquotas de 100
mL do sobrenadante foram adicionadas a mistura de incubacdo especifica para cada
enzima, cujo volume final sera de 3 mL. A mistura de incubacdo para a alcool
desidrogenase foi composta em mol.m-3 por tampé&o Tris-HCI (pH 8,9), 50; ditiotreitol
(DTT) 2; bNAD 0,25; e 100 mL de etanol a 96%. A reacgéo foi quantificada na direcdo
da oxidacdo do etanol (BERTANI et al., 1980).

A mistura de incubacdo para a lactato desidrogenase foi composta em mol.m-3
por tampdo Tris-HCI (pH 9,9), 50; glicina, 100; sulfato de hidrazina, 5; e 100 mL de
lactato de sodio, 60. A reacdo foi quantificada na direcdo da oxidacdo do lactato
(HOFFMAN; HANSON, 1986). Ap6s trés minutos a 25 °C, as 38 atividades das

enzimas foram quantificadas a 340 nm, utilizando-se NAD + H+ como padrao.

3.2.4.3.10 Determinacéo das concentra¢des de amido

Foi utilizado o método descrito por Dubois et al., (1956). Foi feita uma
extracdo etanolica de 50 mg da massa seca das raizes e das folhas em 5,0 mL de etanol
80%, por 30 min a 80 °C), depois foi feita uma nova extracdo com 5,0 mL de HCIO,
30% por 30 minutos a 25 °C. A partir da primeira e da segunda extracdo foram levadas
para centrifugar (2000 rpm por 10 minutos) e coletados os sobrenadantes.

Os sobrenadantes de cada extragdo foram unidos e aferidos ao volume para 10

mL com 4&gua destilada para obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram
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colocados 100 pL do sobrenadante + 400 puL de H,O destilada e posteriormente
agitando-os em vortex, em seguida adicionando-se 0,5 mL de fenol 5% e agitando no
vortex, logo depois foi adicionado uniformemente e de uma Unica vez no centro do tubo
(com pipeta graduada) 2,5 mL de H,SO,4 concentrado e novamente agitado os tubos em
vortex e levado apds 20 min de repouso ao espectrofotdmetro a 490 nm. Para o calculo
das concentracOes de amido foi utilizado uma curva-padréo de glicose e os resultados
mmol de glicose/g de residuo.

3.2.4.3.11 Determinacdo das concentracGes de sacarose

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

A cada 2,0 mL do sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio e
750 pL de &gua deionizada, seguindo-se sob agitacdo e centrifugacdo (2000 rpm, por
10’) para a separagdo da fase aquosa. Apos esse processo foi retirada com uma pipeta de
Pasteur a fracdo aquosa metanolica (superior) e transferida para tubos de ensaio, a partir
dai os tubos com a fracdo aquosa metandlica foram levados ao banho-maria e aquecidos
a 35° C por um periodo de 30 minutos a 45 minutos para evaporacgdo do cloroférmio
residual e entéo foi determinado o volume restante.

A quantificacdo da amostra foi realizada tomando-se aliquotas de 100 uL da
fase aquosa adequadamente diluida adicionando 100 pL de KOH 30%. Apds a vigorosa
agitacdo a mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos e, apds resfriamento, foi
adicionado imediatamente 3,0 mL de solu¢do de antrona 0,2 %, em &cido sulfdrico e a
mistura ficou sob agitacdo e aquecida a 40 OC por 20 minutos. Apés resfriamento, as
amostras foram agitadas por 10 segundos e foram realizadas as leituras em
espectrofotbmetro a 620 nm. Para os calculos, uma curva padrdo de sacarose foi

preparada e os resultados serdo expressos em mg de sacarose/g MS.

3.2.4.3.12 Determinacéo das concentracGes de carboidratos soluveis totais (CST)
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Foi utilizado o metodo descrito por Dubois et al., (1956). Foram pesados 50
mg de massa seca (MS) das raizes e das folhas, e colocadas em tubos de ensaio de 15
mL e homogeneizados com 5 mL de &gua destilada e colocados em banho-maria por 30
min a 100 °C. Os tubos de ensaio supracitados foram retirados do “banho-maria” e
levados para extracdo das amostras atraves da centrifugacdo em centrifuga de bancada
(1.000 rpm) durante 10 minutos, em que, foram retirados uma aliquota de 100 mL do
sobrenadante (realizando o teste de dilui¢do) junto com 400 mL de H,O em tubos de
ensaio e sob agitacdo e homogeneizacao atraves do vortex.

Depois disso, foram adicionados 0,5 mL de fenol 5% e agitando novamente
vortex e adicionado uniformemente e de uma Unica vez no centro do tubo (com pipeta
graduada) 2,5 mL de H,SO, concentrado. Assim, foram agitados os tubos e colocados
na bancada para repouso por 20 minutos e sua leitura foi feita no espectrofotbmetro a
490 nm, tendo como o branco a utilizacdo de agua destilada (em substitui¢do ao extrato)
+ reagentes, que foram colocados na seguinte proporc¢do de 0,5 mL de agua destilada +
0,5 mL de fenol 5% + 2,5 mL de H,SO,. Para o célculo das concentracdes de
carboidratos sollveis totais foi utilizado uma curva-padrdo de glicose e os resultados

serdo expressos mmol de glicose/ g MS.

3.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo
fatorial (2 x 5), constando de dois tratamentos (irrigado e alagado) e cinco tempos (0, 4,
8, 12 e 16 dias), com cinco repeti¢des, totalizando 50 unidades experimentais. Cada
unidade amostral foi composta de uma planta/vaso.

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Foram determinadas correlagdes para estimar o grau de relagdo entre as
variaveis biofisicas, ambientais, bioquimicas e de crescimento. Foram realizadas anélise
de regressdo entre as varidveis estudadas. Foi calculado também o desvio — padrdo das
médias de cada tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas usando-se o
programa SWNTIA (EMBRAPA, Campinas-SP, 1995).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Condigdes experimentais
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Para as variaveis ambientais, ndo ocorreu diferenca significativa entre os
regimes hidricos e nem interagdo significativa entre tratamento e tempo (P < 0,05)
(Figura 1). No entanto, foi observado que UR, Ti, Ta, € a DPVy variaram
significativamente entre os diferentes dias do experimento (P < 0,001), independente do
tratamento (Figural A, B, Ce D).

As curvas de Tg, e Ty (Figura 1B, C) tiveram comportamentos semelhantes,
com variacdo média de 31,0 e 34,6 °C e 31,0 e 34,5 °C, respectivamente. As menores
médias destas variaveis foram registradas aos 4 e 8 dias do experimento. Neste mesmo
periodo, foi observado a maior UR, com valores de 76,06 e 68,06% (Figura 1 A). O
DPVs, mostrou valores que variaram de 0,28 a 0,47 KPa (Figura 1 D), apresentando 0s
menores valores nos dias de menores T, € T, € maior UR. A RFA apresentou valores
que variaram de 317, 3 e 445, 3 umol m?s™, sendo os menores valores registrados aos 8
e 16 dias (Figura 1 E).
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Figura 1. Umidade relativa (UR; A), temperatura da folha (Ts,; B), temperatura do ar (T,;; C), déficit de
pressdo de vapor entre folha e atmosfera (DPVy,; D) e radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) durante o
periodo experimental. As barras verticais representam o desvio-padrao das médias.
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3.3.2 Potencial hidrico foliar, condutancia estomatica, transpiracdo e condutividade
hidraulica.

Na avaliagdo do Wy, e do Wi foi evidenciada diferenca significativa entre os
tratamentos (P < 0,001) e entre os periodos avaliados (P < 0,001) mostrando ainda
interacdo entre estes fatores (P < 0,001) (Figura 2 A, B). O Wan (4:30-5:30h) nas
plantas controle e sob alagamento foi de —0, 28 e —0,40 MPa, respectivamente, com
decréscimo de 42,85% nas plantas alagadas quando comparada ao controle. Nos
horéarios de 10:00 as 12:00 o ¥ foi de —0,84 e —1,69 MPa, respectivamente, mostrando
decréscimo de 101,19% nas plantas alagadas em comparacao ao controle.

A avaliacdo da condutancia estomatica mostrou diferenca significativa entre 0s
regimes hidricos (P < 0,001), entre o tempo de avaliacdo (P < 0,01) e interacdo entre
estes fatores (P < 0,001) (Figura 2 C). Os valores foram de 0,33 e 0,068 mol.m?.s™ nas
plantas controle e alagadas, respectivamente, com reducdo de 79,39% no tratamento
alagado em relacdo ao controle.

Em relacdo a taxa de transpiracao foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos (P < 0,001), entre o periodo de avaliacdo (P < 0,001) e interacdo entre estes
fatores (P < 0,001) (Figura 2 D). Nas plantas controle e alagadas os valores foram de
7,83 e 2,14 mol.m?s™, respectivamente, havendo decréscimo de 72,67% nas plantas
alagadas em comparacao ao controle.

Para a variavel, condutividade hidraulica, ocorreu uma interacdo significativa
entre os tratamentos (P < 0,001) e entre o os tempos avaliados (P < 0,05), havendo ainda
interacdo significativa entre estes fatores (P < 0,001). Nas plantas controle e alagadas os
valores foram de 0,29 e 0,02 mol.m?.s*Mpa, respectivamente, havendo decréscimo de

93,1% nas plantas alagadas em comparacédo ao controle (Figura 2 E).
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Figura 2. Potencial hidrico do antemanhd (¥,n; A),
condutancia estomatica (gs; C), taxa de transpiracdo (E; D) e condutividade hidraulica (K. ; E) em plantas
jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (@) e ndo alagadas (O) durante cinco periodos de
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A reducdo do Wy foi observada em muitos estudos (ISLAM; MACDONALD,
2004; FOLZER et al., 2006; ISLAM et al., 2010; GIMENO et al., 2012; ALVES, et al.,
2012) e tem sido atribuida a diminuicdo da respiracdo aerdbia e consequentemente a
queda de energia (TAIZ; ZEIGER, 2013), o que levaria a reducdo na quantidade de
pélos e do sistema radicular (ALVES, et al., 2012) e ao espessamento da membrana
celular que aumentaria a resisténcia ao fluxo de agua, e consequentemente na menor
absorcdo de agua pelas raizes (PRYOR, 2006).

Neste estudo, a reducdo do sistema de raiz de P. gigantocarpa pode ter
contribuido para a reducdo do Wy, que foi continua até o oitavo dia de alagamento
(Figura 2 B). No entanto, a partir deste periodo, foi observada relativa estabilizacdo do
Y, conforme mostra a figura 2 B. Isso pode ser justificado pelo surgimento das
lenticelas hipertréficas (Figura 3 A; Capitulo 1) que devem ter melhorado a aeragédo das
raizes e evitado maiores quedas de Wy. Similarmente, Folzer et al. (2006) trabalhando
com plantas jovens de Quercus petraea sob alagamento por 14 dias, verificaram que o
aumento do Wy nas plantas alagadas, coincidiu com o surgimento de lenticelas
hipertréficas apds dez dias de saturagdo hidrica.

Islam et al. (2010) estudando o efeito do alagamento em plantas jovens de dois
genotipos (GK48 e BARImung5) de Vigna radiata, verificaram reducdo significativa
do ¥ nas plantas alagadas em relacdo ao controle. Esses autores atribuiram a menor
reducdo do Wy nos gendtipos GK48 a producdo de maior quantidade de raizes
adventicias. Possivelmente, o acimulo de aquaporinas na membrana celular dessas
raizes (AROCA, 2011) aumentou a absorcdo de dgua, oxigénio e nutrientes como forma
de compensar a reducéo do sistema radicular original (GONG et al., 2007; EZIN et al.,
2010).

Neste trabalho, provavelmente, a relativa estabilizagdo do Wy ndo foi
influenciada pelo surgimento das raizes adventicias. Visto que, a reducdo da queda do
Y teve inicio a partir do oitavo dia de alagamento (Figura 2 B) e essas raizes s6 foram
visualizadas na Gltima avaliacdo (aos 16 dias) em 40% das plantas alagadas (Figura 3;
Capitulo 1).

Por outro lado, neste estudo ocorreu significativa correlacdo negativa (P <
0,001) entre 0 W e os aminoacidos prolina e glicina betaina (Tabela 3). Assim, o
aumento desses osmolitos compativeis pode ter ajudado a reduzir o potencial hidrico
dos tecidos das plantas, indicando uma possivel ocorréncia de ajustamento osmético

nessa espécie. Gimeno et al. (2012) trabalhando com plantas jovens de Jatropha
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curcas L. submetidas ao alagamento por 10 dias, evidenciaram reducéo significativa no
Y, das plantas alagadas em relacdo ao controle. Entretanto, segundo esses autores,
devido a prolina ndo ter aumentado significativamente nas plantas alagadas, parece néo
ter sido um fator importante na redu¢do do ¥x e no mecanismo de tolerancia dessas
plantas as condi¢des de alagamento. Resultados de ¥, semelhantes aos verificados neste
trabalho também foram obtidos por Aves et al. (2012) em Tabebuia serratifolia (Vahl)
Nicholson submetidas ao alagamento por 9 dias, onde encontraram valores de —2,3 Mpa
nas plantas alagadas.

A reducdo da gs em plantas arboreas tolerantes e ndo- tolerantes € uma resposta
comum ao alagamento do solo (KOZLOWSKI, 1997) e tem sido atribuida a menor
capacidade da raiz em absorrver agua e nutrientes (KREUZWIESER et al., 2004;
PIERCE et al., 2010).

Neste estudo, a baixa producdo de ATP produzida na raiz pela respiracdo
anaerobia, evidenciado pelo aumento do ADH e LDH (Figura 10), pode ter limitado a
energia disponivel para os processos celulares da raiz e provocado a reducdo do
crescimento ou a morte de raizes e consequentemente a menor absor¢do de agua e
nutrientes, o que deve ter contribuido para o declinio ¥y, resultando no fechamento
estomatico e reducdo da gs das plantas de P. gigantocarpa.

Islam e Macdonald (2004) estudando os efeitos do alagamento por 34 dias em
plantas de Picea mariana (Miller) Britton e Larix laricina (Du Roi) K. Koch
verificaram reducdo significativa na gs das plantas alagadas em comparacgéo as plantas
controle. Esses autores relacionaram a reducdo da gs a diminuicdo da permeabilidade e
da condutividade hidraulica da raiz. Este fato tambem foi evidenciado neste estudo, pela
forte correlacdo positiva (P < 0,01) entre a K_ da raiz e a gs (Tabela 2).

Neste trabalho, ocorreu significativa correlacdo positiva (P < 0,05) entre o
namero de folhas e a gs (Tabela 3). Assim, pode-se inferir que a diminuicdo do nimero
de folhas em resposta ao alagamento, também deve ter influenciado a reducdo da gs em
P. gigantocarpa. Similarmente, Jaeger et al. (2009) trabalhando com plantas jovens de
Fraxinus angustifolia e Fraxinus excelsior submetidas ao alagamento, verificaram que a
reducdo significativa da gs, em F. angustifolia sob alagamento, foi acompanhada pela
maior reducgdo do numero de folhas nesta espécie.

Batista et al. (2008) observaram que a reducéo significativa da gs em Cecropia
pachystachya Trec alagadas por 30 dias atingiu 70% na ultima avaliacdo e sugeriram

que o fechamento estomatico seria um mecanismo de tolerdncia & inundacdo
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apresentado por esta espécie para reduzir a demanda de adgua e absor¢cdo de compostos
potencialmente toxico. Sendo assim, a estratégia assumida por C. pachystachya e P.
gigantocarpa, em relagdo a reducdo da gs, quando submetidas ao alagamento pode ter
sido uma resposta importante para a manutencdo da quantidade de dgua nos tecidos e
consequentemente para a sobrevivéncia da planta pelo menos durante o periodo
experimental.

A reducdo significativa da gs também foi observada por Mielk et al. (2003) em
plantas jovens de Genipa americana alagadas por 63 dias, Mielk et al. (2005) em
plantas jovens de Annona glabra L. sob saturacdo hidrica por 56 dias, Bertolde et al.
(2012) em plantas jovens de dois clones de Theobroma cacao L, ap6s 10 dias de
alagamento, Medri et al. (2012) em Aegiphila sellowiana Cham alagadas por 28 dias e
Alves et al. (2012) em plantas jovens de T. Serratifolia aos 9 dias de alagamento.

Tem sido relatado que uma das causas atribuida a diminuicdo da transpiracao
pela saturacdo de 4gua no solo seria 0 decréscimo da condutividade hidraulica das raizes
ou a reducdo do crescimento e morte de raizes, que causariam queda no Wx em funcéo
da menor absorcdo de dgua (FRANCO; LUTTGE, 2004). Os resultados obtidos neste
trabalho suportam esta afirmacéo.

Calvo-Polanco et al. (2012) trabalhando com plantas jovens de L. laricina
verificaram que as taxas de E e de ¥, foram recuperadas nas plantas alagadas, chegando
a valores semelhantes aos das plantas irrigadas ao final de seis meses e sugeriram que a
retomada do suprimento adequado de agua nas plantas alagadas ocorreu devido o
aumento da condutividade hidraulica em funcdo do surgimento das raizes adventicias,
em substituicdo as raizes originais que foram reduzidas por causa da necrose.

Neste trabalho pode-se observar que houve significativo coeficiente de
correlacdo positiva (P < 0,001) entre Wy, gs e E (Tabela 2). Em concordancia a estes
resultados, Taiz e Zeiger, (2013), afirmam haver uma correlacdo positiva entre a gs e a
E. Sendo assim, em resposta ao alagamento a diminuicdo do ¥, no tecido foliar, pode
ter causado o fechamento estomatico e, consequentemente, a reducédo da gs (Figura 2 C)
0 que resultou na diminuicdo da E (Figura 2 D) em P. gigantocarpa. Similarmente,
Horchani et al. (2010) também atribuiu a reducdo da E em Solanum lycopersicum L.
exposta a anoxia devido a diminuicéo da gs.

De forma semelhante a este estudo, Bertolde et al. (2012) verificaram reducdes
significativas na E em plantas jovens de dois clones de Theobroma cacao L, apés 10

dias de alagamento (chegando a 80% aos 20 dias) em comparacdo as plantas controle.
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Reducdo drastica na E também foi evidenciada em plantas jovens de T. serratifolia
quando estas foram submetidas aos 9 dias de alagamento (ALVES et al., 2012).

Nas condicOes de alagamento as menores taxas de E (Figura 2 D) em P.
gigantocarpa foram observadas entre os dias 12 e 16. Neste mesmo periodo, ocorreu
um comportamento contrario com as variaveis ambientais (Figura 1). Assim, pode-se
inferir que a gs e a E ndo sofreram influéncia da UR, T, Tar, € DPVia.

Neste estudo, E e gs foram fracamente correlacionadas com a DPVj, (Tabela
3), indicando que o fechamento dos estdmatos parece estar mais associado as alteracdes
no potencial hidrico da planta e possivelmente a fatores enddgenos das plantas, como as
altas concentragdes de etileno e 0o aumento de produgéo de ABA nas folhas. Segundo
Taiz e Zeiger (2013) a auséncia de oxigénio na raiz pode estimular a elevagéo das
concentracdes endogenas de ABA nas folhas, especialmente as mais velhas,
ocasionando o fechamento estomatico e redudo da perda de dgua por transpiracao.

Neste trabalho, a K da raiz foi significativamente correlacionada com o ¥, a
gs e a E (Tabela 2). Assim, a diminuicdo da K pode ter exercido forte influéncia na
reducdo do W, e consequentemente no fechamento estomatico de P. gigantocarpa
como forma de evitar o déficit hidrico interno. Desta forma a K. poderia funcionar
como um corregulador do Wy, gs e E em plantas submetidas ao alagamento.

Islam e Macdonald (2004), trabalhando com plantas de P. mariana e L.
laricina por 34 dias, verificaram reducdo significativa na K. das plantas alagadas em
comparacdo as plantas controle e atribuiram a reducdo da gs a diminuicdo da
condutividade hidréulica da raiz.

Calvo-Polanco et al. (2012), estudando plantas jovens de L.laricina,
verificaram a retomada da K_ e da gs nas plantas alagadas, chegando a valores
semelhantes aos das plantas irrigadas ao final de seis meses. Segundo esses autores, a
manutencdo do equilibrio entre a perda de gua e captacdo de agua requer ajustes na K
do tecido e a maior parte da regulacdo dinamica da K. da raiz tem sido atribuida ao
fluxo de &gua pela membrana celular, regulado pelas aquaporinas que aumentariam com

0 surgimento das raizes adventicias.
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Tabela 2 Coeficiente de correlagdo de Pearson entre transpiragdo (E), condutancia estomatica (gs),
potencial hidrico do xilema foliar (¥,) e condutividade hidraulica (K.) em plantas de P. gigantocarpa,
nos tratamentos, irrigado (controle) e alagado por 16 dias.

Tratamento Variaveis fisiologicas
x KL gs

E 0,0904™ 0,1597™ 0,4117
Controle gs -0,0192" 0.4900° -

Yy - 0,3509™ -

E 0,7020™" 0,7243™ 0,9538""
Alagado gs 0,6922"" 07618 = e

¥, - 08368 @ -

"™ N3o significativo pelo teste F, “significativo pelo teste F (P<0,05), ~ significativo pelo teste F (P<0,01)
e significativo pelo teste F (P<0,001).

Tabela 3 Coeficiente de correlacdo de Pearson entre transpiragdo (E), potencial hidrico do xilema foliar
(¥,), condutividade hidraulica (K.), conduténcia estomatica (gs), umidade relativa do ar (UR), radi¢do
fotossinteticamente ativa (RFA), temperatura foliar (Ty,), temperatura do ar (T,,) déficit de pressdo de
vapor entre folha e ar (DPVs,), prolina folha e folha (Prolf), prolina em raiz (Prolr), glicina betaina em
folha (Gbf), glicina betaina em raiz (Gbr), nimero de folhas (NF) em plantas de P. gigantocarpa, nos
tratamento, irrigado (controle, C), alagado (A) por 16 dias.

Tratamento  Variaveis ambientais, fisiologicas, bioquimicas e morfologicas
E Yy KL gs

UR 0,1158™ 0,2694"™  -0,5519" -0,0484"™
RFA 0,1617" -0,1855™ 0,1288™ 0,4695"
Trol -0,0047ns  -0,2190™  -0,0576"™ - 0,4409
Tar - 0,0006™ -0,2181™  -0,0554" -0,4353"
DPVfa  -0,0824"™ -0,2870™ 0,5221" -0,0107™

Controle  Prolf 0,0460™ 0,1586" 0,2223" -0,1230™
Prolr 0,0927" 0,1135"™  -0,0586™ 0,1172"
Gbf -0,46327  -0,1214"™  -0,0909™ -0,3221™
Gbr 0,1758™  -0,1670™ 0,3073"™ -0,0416™
NF 0,0281"™ - - 0,2238"
UR 0,3728™ 0,1589"™  -0,1579"™ 0,3574"™
RFA 0,1623" 0,1247"  0,2004" 0,0504"
Trol -0,0029™ 0,2711"™  0,4655 0,0048™
Tar - 0,0053™ 0,2688™  0,4627" 0,0004"
DPVfa  -0,3248"™  -0,1022" 0,2125™ -0,3130"™

Alagado  Prolf -0,8569°  -0,8049°  -0,7095 -0,8180"
Prolr -0,82707"  -0,8525" -0,7706 -0,8002""
Gbf -0,8115°°  -0,8356 ~  -0,79287" = -0,7716
Gbr -0,8192""  -0,73397" -0,6690  -0,7881
NF 0,4860° == e 0,4584"

™ Nao significativo pelo teste F, “significativo pelo teste F (P<0,05), ~ significativo pelo teste F (P<0,01)
e “significativo pelo teste F (P<0,001).

3.3.3 Concentracgéo de nitrato e atividade da redutase do nitrato
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As analises das concentragdes de nitrato em P. gigantocarpa mostrou diferenca
significativa entre os tratamentos (P < 0,001), entre os tempos de exposi¢do ao estresse
(P < 0,001) além de interacéo entre estes fatores (P < 0,001) (Figura 3 A, B). Em folhas
das plantas controle e alagadas os valores foram de 0,48 e 0,13 pmoles de NO3". g™* MS,
respectivamente. Nas raizes, as concentracdes de nitrato foram de 0,63 e 0,14 pumoles de
NOs. g MS, nas plantas controle e alagadas, respectivamente (Figura 3 A, B.). Houve,
portanto, uma reducéo de 72,92% e 77,8% nas plantas alagadas em relacdo ao controle.

A ARN diminuiu significativamente nas plantas alagadas, tanto nas folhas
quanto nas raizes (Figura 3 C, D). Os valores obtidos para esta varidvel mostraram
efeitos significativos entre os tratamentos (P < 0,001), para os periodos de exposi¢ao ao
estresse (P < 0,001) além de interacdo entre os regimes hidricos e os tempos de
avaliacdo (P < 0,001). Nas folhas de plantas controle e alagadas a ARN foi de 0,83 e
0,58 umoles NO,/gMF/h, respectivamente. Houve, portanto, uma reducdo de 30,12%
nas plantas alagadas em comparacéo ao controle. Nas raizes os valores foram de 0,85 e
0,63 pmoles NO,/gMF/h, respectivamente, com reducdo de 25,88% nas plantas
alagadas, comparadas ao controle. Similarmente ao observado neste estudo, em plantas
jovens de T. serratifolia a ARN decresceu, apds nove dias de alagamento, em 97 e
96,8% nas raizes e folhas, respectivamente (ALVES et al., 2012).
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Figura 3. Concentracdo de nitrato (folha; A), (raiz; B) e atividade da redutase do nitrato (folha; C), (raiz;
D) em plantas jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (@) e nio alagadas (O) durante
cinco periodos de avaliacao.
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Diversos estudos apontam que o alagamento do solo provoca redugdo do
oxigénio para o sistema de raiz, o que contribuiria para a redugdo da respiracdo das
raizes e, como consequéncia, haveria mudanca da rota aerGbia para anaerdbia,
resultando na menor sintese de ATP (PARENT et al., 2008). Segundo Alves et al.
(2012) esse processo deve ter interferido na absorcdo de NOjs', ocasionando reducao
significativa deste composto nitrogenado na raiz e consequentemente nas folhas de T.
serratifolia submetidas ao alagamento. Os resultados encontrados neste trabalho
suportam essa afirmativa.

Horchani e Aschi-Smiti (2010) também verificaram reducdo significativa de
NOj™ nas plantas jovens de S. Lycopersicum sob hipdxia. Atingindo valores de 50% nas
folhas e 70% nas raizes. Similarmente, Oliveira Neto (2010) estudando plantas jovens
de Hymenaea courbaril L. observou diminuicdo significativa de NO3 nas folhas e
raizes das plantas submetidas ao alagamento em relacdo ao controle.

A atividade da redutase do nitrato (ARN) é altamente regulada por meio de sua
degradagéo, ativacdo ou inativacio (ALLEGRE et al., 2004). O processo de ativacio ou
desativacdo desta enzima envolve a transformacdo de uma forma inativa para ativa (e
vice-versa) por mecanismo de fosforilacédo e desfosforilacdo. A fosforilacdo da redutase
do nitrato no residuo serina é o passo inicial para a inativacdo da enzima e a inativacdo
completa ocorre quando a forma fosforilada se associa com a proteina 14-3-3 e Mg”*. A
ativacdo da RN eta relacinada com a sua dissociacdo da proteina 14-3-3, assim como a
sua desfosforilacdo (BUCHANAN et al., 2001).

No entanto, existem poucas informacfes sobre a regulacdo da mesma em
plantas alagadas. Allegre et al. (2004) observaram predominio da forma desfosforilacéo
da RN e, consequentemente, aumento da atividade desta enzima em plantas de
(Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Rondello submetidas a andxia em relacdo ao
controle. Estes autores verificaram que a anoxia também diminuiu a quantidade total do
complexo RN e proteina 14-3-3.

Neste estudo, contrariamente ao verificado por Allégre et al. (2004), o
alagamento, causou diminuicdo acentuada da ARN em P. gigantocarpa. Isto permite
inferir que a saturagdo de &gua no solo, pode ter provocado aumento do fosfato
inorganico em fungdo da queda de ATP e promovido a fosforilagdo da RN, favorecendo
a sua ligacdo com a proteina 14-3-3 o que causou diminuicdo da atividade da referida

enzima nesta espécie.
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A redutase do nitrato (RN) é a enzima chave no processo global de assimilacao
de NO; pelas plantas (BRANDAO; SODEK, 2009; HORCHANI; ASCHI-SMITI,
2010). O NOg3', principal forma nitrogenada absorvida pelas raizes, em condic¢Ges de
normoxia, pode ser armazenado no vacuolo e isso representaria a maior parte do nitrato
enddgena (BRANDAO; SODEK, 2009) ou reduzido a NO, (esse processo ocorre no
citoplama) pela ARN. Em seguida, o NOy", no interior dos cloroplastos nas folhas e nos
plastideos nas raizes, é reduzido pela redutase de nitrito a jon NH4+ (ALLEGRE,
2004). O amobnio é, entdo, incorporado em aminoacidos pelas enzimas sintetase da
glutamina (GS) e sintase do glutamato (GOGAT), formando glutamina (GLN),
glutamato (GLU) e outros aminoacidos e seus metabdlitos (ASLAM et al., 2001).
Alteracdes na ARN e GS, provocadas pelo alagamento do solo, podem influenciar no
equelibrio do nitrogénio total e afetar a quantidade de aminoacidos e proteinas
(SEPEHR et al., 2012). Estas afirmac6es vém ao encontro dos resultados obtidos neste
trabalho para P. gigantocarpa.

O aumeno da ARN tem sido associado com a tolerancia ao alagamento em
plantas (AZCON; TOBAR, 1998). Em S. Lycopersicum (Horchani; Aschi-Smiti 2010) e
H. courbaril (OLIVEIRA NETO, 2010) sob alagamento, a atividade desta enzima, nas
raizes e folhas, aumentou significativamente, ao ser comparada a atividade nas plantas
em condicdes aerodbicas. Entretanto, plantas jovens de P. gigantocarpa responderam de
forma diferente ao alagamento. Foi observada reducdo expressiva desta enzima, tanto
nas raizes quanto nas folhas, com o tempo de exposicdo ao alagamento, mas que nao
afetou a sobrevivéncia desta espécie, pelo menos durante o periodo experimental.

Demonstra-se que, para a inducdo da ARN, é necesséaria a presenca de NOs', ou
seja, a ARN ¢ regulada pelo “pool” metabolico de NOs localizado no citoplasma
(ALLEGRE et al., 2004). O decréscimo acentuado na concentracdo de NO3', com 0
tempo de exposicdo ao alagamento das plantas jovens de P. gigantocarpa (Figura 3 A,
B), parece ter limitado a ARN, que afetou a assimilagdo de NOjs e influenciou no
metabolismo do nitrogénio, resultando na reducdo da GS (Figura 4 C, D) aminoacidos e
PST (Figura 5), tanto na raiz quanto na parte aérea das plantas. Isso refor¢a o papel do
NOj3 como principal regulador da ARN nesses 6rgaos.

A reducdo observada da ARN em folhas das plantas alagadas poderia estar
relacionada a baixa translocagdo do NOs a partir da raiz, como sugerido por Alaoui-
Sosse et al. (2005). Entdo, os resultados mostraram a forte dependéncia da redutase do

nitrato pela quantidade de NOj trazida pelo fluxo transpiratério, que neste trabalho foi
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afetado, provavelmente, pela reducdo acentuada do potencial hidrico do xilema foliar
(Figura 2 B), da condutancia estomatica (Figura 2 C) e da condutividade hidraulica
(Figura 2 E) nas plantas alagadas.

Por outro lado, a reducdo da ARN nas plantas alagadas de P. gigantocarpa esta
relacionada com o aumento da fermentagdo alcoolica, comprovado pelo incremento na
atividade da ADH (Figura 7 A, B), 0 que resultou na elevacdo do pH, o qual por sua
vez, inibe a ARN.

3.3.4 Concentracdo de amdnio livre e atividade da glutamina sintetase

A avaliacdo da concentragdo de amonio livre em folhas e raizes de P.
gigantocarpa demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,001), entre
0 periodo de avaliacdo (P < 0,001) e interacdo entre estes fatores (P < 0,001). Em
folhas de plantas controle e alagadas os valores foram de 6,2 e 15,4 mmoles de
NH;/Kg de MS, respectivamente (Figura 4 A, B), ocasionando um aumento de
148,39% nas plantas alagadas em comparacdo ao controle. Nas raizes, a concentracao
de aménio livre foram de 16,5 e 24,4 mmoles de NH;/Kg de MS nas plantas controle e
alagadas respectivamente, revelando um aumento de 47,9%% no tratamento alagado
quando comparado ao controle.

O alagamento reduziu significativamente a atividade da GS em folhas e raizes
de plantas alagadas (Figura 4 C, D). Os resultados obtidos mostraram diferenca
significativa entre as condi¢des hidricas (P < 0,001), entre o periodo de avaliagdo (P <
0,001) e interagéo entre estes fatores (P < 0,001). Nas folhas a atividade da enzima nas
plantas controle e alagadas foram de 27,8 e 10,8 mmoles GGH.Kg*MS,
respectivamente, correspondendo a uma reducdo de 61,15% nas plantas alagadas em
comparacao ao controle (Figura 4 C). Nas raizes, a concentracdo de GS foi de 25,1 e 6,7
mmoles GGH.Kg' MS nas plantas controle e alagadas respectivamente, com um

decréscimo de 73,3% no tratamento alagado (Figura 4 D).
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Figura 4. Concentracdo de ambnia (folha; A), (raiz; B) e glutamina sintetase (folha; C), (raiz; D) em
plantas jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (@) e ndo alagadas (O) durante cinco
periodos de avaliag&o.

Tem sido relatada uma forte relacdo entre atividade da GS e o acumulo de ions
amonio nos tecidos da planta (CHIEN et al., 2000). Assim, 0 aumento nos teores de
amonio nas plantas jovens de P. gigantocara sob alagamento pode ter ocorrido em
funcéo da reducdo da GS, conforme mostra a figura 4 (C, D). Além disso, o ion NH;" na
planta pode ter se originado da fotorrespiracdo, do catabolismo de compostos
nitrogenados, especialmente os aminodcidos e pela desaminacdo (DEBOUBA et al.,
2007). Outro fator que poderia ocasionar aumento na concentracdo de amonio seria a
diminuicdo da desidrogenase do glutamato (GDH)/NADH que deixaria de catalisar a
incorporacéo da NH," em forma organica.

Os resultados sdo corroborados pelos obtidos por Horchani e Aschi-Smiti
(2010) que estudando plantas jovens de S. Lycopersicum, verificaram aumento
significativo de amdnia em plantas sob hipdxia, tanto nas raizes quanto nas folhas, e por

Oliveira Neto (2010) que trabalhando com plantas jovens de H. courbaril, submetidas
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ao alagamento, verificou aumento de 31,82 e 77,78% de amonio nas raizes e folhas de
plantas alagadas. Esses autores associaram o aumento da NH;" a diminuicdo da GS.
Horchani e Aschi-Smiti (2010) também relacionaram o actimulo da NH," ao aumento da
atividade da GDH e sugeriram que o acréscimo desta enzima, induzida pela NH,",
poderia ser importante na desintoxicdo da NH," e restabelecimento dos niveis do
glutamato que é fundamental para a sintese de osmoprotetores, como a prolina e a
glicina betaina.

Diferentemente deste estudo, Alves et al. (2012) observaram reducéo
significativa de amonio nas raizes e nas folhas de plantas jovens de em T. serratifolia
em condigdes de alagamento. Gimeno et al. (2012) trabalhando com plantas jovens de J.
curcas submetidas ao alagamento por 10 dias, ndo evidenciaram diferencas
significativas de NH," nas folhas e raizes de plantas alagadas em relagdo ao controle.

A reducdo acentuada da atividade da GS nas plantas alagadas de P.
gigantocarpa pode esté relacionada a menor disponibilidade de ATP, pois esta enzima é
fortemente dependente da energia proveniente do ATP fosforilado em nivel de
substrato, produzido na via glicolitica, do ATP produzido na fosforilacdo oxidativa
mitocondrial e do ATP produzido durante a atividade fotossintética nas folhas. Em H.
courbaril (Oliveira Neto, 2010) e T. serratifolia (ALVES et al., 2012) sob alagamento,
a atividade desta enzima, nas raizes e folhas, reduziu significativamente comparada a
atividade nas plantas em condicdes aerdbicas. Esses autores também atribuiram o
decréscimo da atividade desta enzima a menor sintese de ATP nos tecidos celulares. A
reducdo da atividade da GS em plantas submetidas a deficiéncia de oxigénio também
tem sido associada a diminuicgdo da sintase do glutamato (GOGAT) e consequentemente
do glutamato, no cloroplasto ou nos plastidios celular, como sugerido por Horchani e
Aschi-Smiti (2010) estudando plantas jovens de S. Lycopersicum ou a reducdo da ANR
que limitaria o fon NH4", como sugerido por Alves et al. (2012). Os resultados
encontrados neste trabalho suportam estas afirmativas.

A principal rota de assimilacdo da NH;" nas plantas se da por meio da
atividade da GS. Visto que a GS, dependente de ATP, catalisa a unido do NH," com
acido glutamico para formar a glutamina (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010) e
este aminoacido € a principal fonte de nitrogénio organico transportado das raizes para
as folhas atraves do xilema para a biossintese de todos os compostos nitrogenados
(OKUMOTO; GUILLAUME, 2011). Pode-se inferir que a reducdo acentuada da GS

nas plantas alagadas de P. gigantocarpa levaria simultaneamente ao acimulo de NH;" e
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a reducdo de compostos nitrogenados, como os aminoacidos e PST (Figura 5). Em S.
Lycopersicum sob deficiéncia de oxigénio, a atividade da GS foi significativamente
inibida nas folhas, acompanhada do aumento acentuado da concentracdo de NH;" neste
orgdo comparado com as plantas em condi¢bes aerdbicas (HORCHANI; ASCHI-
SMITI, 2010). Segundo esses autores, a diminuicdo da atividade da GS na folha desta
espécie pode estar relacionada a reducéo do glutamato, que deve ter sido utilizado para
a sintese de prolina e glicina betaina, como alternativa para a manutencdo do
metabolismo e ajustamento osmatico. Esta afirmacdo vem ao encontro dos resultados

obtidos neste trabalho.

3.3.5 Concentracdo de aminodcidos sollveis totais e proteinas sollveis totais

As concentracdes de aminodcidos sollveis totais em folhas e raizes de P.
gigantocarpa variaram significativamente entre os tratamentos (Figura 5 A, B). A
avaliacdo mostrou diferenca significativa entre os regimes hidricos (P < 0,001) e entre
os tempos de estresse (P < 0,001) assim como a interagdo entre os tratamentos e 0s
periodos de avaliacdo (P < 0,001). Na andlise de AST em tecido foliar, enquanto as
plantas controle apresentaram concentracdes de 36,8 pmol de AA/g MS, as plantas
alagadas apresentaram 23,4 umol de AA/g MS. Estes resultados indicam redugéo de
93,47% nos tratamentos alagados em relacdo ao controle. Nas raizes foram obtidos
valores de 52,23 e 17,45 umol de AA/g MS nas plantas controles e alagadas,
respectivamente, correspondendo uma reducdo de 66,59% nas plantas alagadas quando
comparado com o controle.

As concentracdes de PST em folhas e raizes de plantas alagadas reduziram
significativamente (Figura 5 C, D). Na avaliacdo desta variavel foi evidenciada
diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,001) e entre os periodos de avaliacdo
(P < 0,001) mostrando ainda interacdo entre estes fatores (P < 0,001). Nas folhas a
concentracdo foi de 2,66 e 1,57 mg de proteina g MS nos tratamentos controle e
alagado, respectivamente, houve, portanto, uma reducdo de 40,98% nos tratamentos
alagado em comparacdo com o controle. Nas raizes as concentra¢bes foram de 2,18 mg
de proteina g MS nas plantas controle e de 1,32 mg de proteina g* MS nas plantas sob
alagamento. Esses dados revelam uma reducdo de 39,45% nas plantas submetidas ao
alagamento quando comparado ao controle.
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Figura 5. Concentracdo de aminoécidos sollveis totais (folha; A), (raiz; B) e proteinas sollveis totais
(folha; C), (raiz; D) em plantas jovens de P. gigantocarpa submetidas ao alagamento (@) e nio alagadas
(O) durante cinco periodos de avaliagéo.

A GS é uma enzima precursora na formacao de todos os aminoacidos na raiz e
folhas de plantas superiores (ALVES, et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013). Neste
estudo, foi observado significativo coeficiente de correlagdo positivo (P < 0,001) entre a
atividade da GS e as concentracfes de AST (Tabela 4). Sendo assim, em resposta ao
alagamento, a reducéo da atividade da GS (Figura 4 C, D) pode ter causado diminui¢éo
dos AST totais em folhas e raizes das plantas de P. gigantocarpa.

Oliveira Neto (2010) verificou reducdes significativas de aminoacidos em
raizes e folhas de plantas jovens de H. courbaril submetidas ao alagamento por 30 dias.
Similarmente, Alves et al. (2012) observaram reducdo de 87,6%de aminoacidos nas
raizes e de 76,2% nas folhas de plantas jovens de T. serratifolia sob alagamento por 9
dias. Esses autores associaram este resultado a diminuigéo da atividade da GS.

A reducdo dos aminodcidos também pode ter ocorrido em funcdo do

alagamento ter provocado queda na sintese de ATP, resultando na menor absorcao de
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nitrato, principal forma de nitrogénio absorvido pela planta e elemento essencial para a
formacdo de aminoacidos. Outros estudos sugerem que a reducdo dos aminoacidos em
plantas sob alagamento se deve frequentemente a mudancas dindmicas dos niveis
transcricionais que codificam enzimas envolvidas no seu metabolismo
(KREUZWIESER, 2009).

Visto que o grupo amino, dos aminodcidos, é derivado de reacBes de
transaminages com glutamina e glutamato e o esqueleto de carbono dos aminoacidos é
derivado do 3-fosfoglicerato, do fosfoenopiruvato ou do piruvato gerados durante a
glicolise ou ainda do a-cetoglutarato ou do oxaloacetato formados no ciclo do acido
tricarboxilico (TAIZ; ZEIGER, 2013) e que esses processos sao altamente dependentes
de energia e de carboidratos, pode-se inferir que a reducdo de ATP e ou a menor sintese
de carboidratos em plantas sob condi¢Ges de alagamento resultaria na menor producgéo
de aminoacidos.

Segundo Bailey-Serres e Chang. (2005) plantas submetidas a baixa
disponibilidade de oxigénio, normalmente reduzem a sintese de proteinas, em fungéo da
inibicdo de certas enzimas, sintetizando apenas proteinas relacionadas ao alagamento,
como, a ADH e a LDH. O alagamento também pode ter causado a ativacao de enzimas
proteoliticas que degradam as proteinas de reservas das plantas liberando aminoéacidos,
0s quais sofrem interconversdo para biossintese de aminoécido especifico (REGGIANI
et al., 2000). Os resultados obtidos neste trabalho suportam estas afirmaces.

Similarmente, Horchani e Aschi-Smiti (2010) verificaram reducéo significativa
de proteinas nas folhas e raizes de plantas jovens de S. Lycopersicum submetidas a
hipoxia e associaram esta diminuicdo ao aumento significativo da atividade das
proteases nesses Orgaos. Neste estudo, o alagamento afetou negativamente a ARN
(Figura 3 C, D) e a GS (Figura 4 C, D). Este fato pode ter influénciando no balanco de
nitrogénio total e de aminoacidos, ocasionando queda na sintese de proteinas.

Os dados obtidos neste trabalho sdo corroborados por Alves et al. (2012) que
verificaram reducdo de 96,3 e 85,7% na concentracdo de proteinas sollveis totais em
raizes e folhas de T. serratifolia quando submetida ao alagamento por 9 dias. Esses
autores atribuiram essa reducdo a queda de ATP, diminuicdo do metabolismo do
nitrogénio e reducdo de fotoassimilados para respiracédo celular.

Oliveira neto (2010) observou reducdo significativa na concentracdo de PST
nas raizes de plantas jovens de H. courbaril sob alagamento por 30 dias. Por outro lado,

diferente deste trabalho, o autor citado anteriormente encontrou aumento significativo
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na concentracdo de PST em folhas das plantas alagadas e relacionou este aumento a
capacidade das plantas em sintetizar proteinas em condi¢des de andxia com a
manutencdo da carga energética do adenilato que manteria o ATP para suprir a demanda

de energia utilizada no crescimento das plantas.

3.3.6 Concentracéo de prolina e glicina betaina

As concentragdes de prolina nas folhas de plantas alagadas aumentaram
significativamente (Figura 6 A, B). Os resultados obtidos mostraram diferenca
significativa entre os regimes hidricos (P < 0,001), entre os periodos do experimento (P
< 0,001) e interagdo entre estes fatores (P < 0,001). Nas folhas de plantas controle e
alagadas as concentragbes foram de 1,37 e 5,16 pmol Pro.g’ MS, respectivamente.
Estes dados demonstram um aumento de 276,64% de prolina nas plantas alagadas em
comparagdo as plantas controle. Nas raizes foram encontrados valores de 1,52 pumol
Pro.g™ MS nas plantas controle e de 4,19 pmol Pro.g™* MS nas plantas sob alagamento,
representando um acréscimo de 175,6% nos tratamentos alagado quando comparado as
plantas controle.

Em relacdo a glicina-betaina os resultados evidenciaram diferenca significativa
entre os tratamentos (P < 0,001), entre os tempos de avaliagdo (P < 0,001) e interagéo
entre estes fatores (P < 0,001) (Figura 6 C, D). No tecido foliar, as plantas controle e
alagado apresentaram valores de 4,78 e 1519 pg glicina-betaina. g MS,
respectivamente. Isso corresponde um aumento de 217,78% nos tratamentos alagados
em relacdo ao controle. Para as raizes os valores foram de 6,57 e 15,29 ug glicina-
betaina. g MS, nas plantas controle e alagado, respectivamente. Ocasionando um

aumento de 132,72% nas plantas alagadas em relacéo ao controle.
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Figura 6. Concentracdo de prolina (folha; A), (raiz; B) e glicina betaina (folha; C), (raiz; D) em plantas
jovens de Parkia gigantocarpa submetidas ao alagamento (@) e ndo alagadas (O) durante cinco periodos
de avaliagdo.

Neste trabalho, ocorreu significativo coeficiente de correlagéo positivo (P <
0,001) entre a prolina e a concentracdo de amonio (Tabela 4). Assim, nas plantas sob
alagamento, o aumento na concentracdo de aménio, ou a degradacdo de proteinas por
enzimas proteoliticas, pode ter sido responsavel pelo alto teor de prolina livre, esta por
sua vez, seria importante na protecdo de estruturas celulares contra danos oxidativo
causados pelos radicais livres (KAVI KISHOR et al., 2005). Além disso, 0 aumento da
prolina pode ter servido como fonte de carbono e nitrogénio para o crescimento da
planta (SILVA-ORTEGA, et al., 2008) ou por ser um aminoacido osmoprotetor pode ter
ajudado a diminuir o potencial hidrico dos tecidos, evitando a desidratacao.

Os resultados obtidos em P. gigantocarpa corroboram com os trabalhos
realizados por Horchani et al. (2010) que evidenciaram aumento significativo de prolina

em raizes e folhas de S. lycopersicum em condic¢Bes de anOxia em comparagdo com as
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plantas controle e Oliveira Neto (2010) que estudando o comportamento bioquimico de
plantas jovens de H. Courbaril sob dois regimes hidricos verificou aumento de 205,97 e
211,11% de prolina nas raizes e folhas das plantas alagadas em comparacdo ao controle.
Resultados contrastantes aos obtidos neste trabalho foram observados por Alves (2010)
em plantas jovens de T. serratifolia submetidas ao alagamento, onde observou reducéo
de 89,5 e 94,2 % de prolina nas raizes e folhas das plantas alagadas comparando com ao
controle.

Além de seu papel como osmoprotetor em espécies de plantas tolerantes ao
estresse ambiental (REZAEI; KAVIANI; KHARABIAN, 2012) a Gb tem sido
relacionada com a protecdo do aparato fotossintético, como a manutencdo do complexo
do fotossistema Il, estabilizacdo da estrutura das proteinas extrinsecas do complexo
PSIl e a manutencdo da sintese de ATP, assim como a protecdo das membranas
celulares e ativacdo de certas enzimas (RAHMAN et al., 2002). Também tem sido
relatado que a Gb pode ser utilizada em rota metabolica, para formacdo de compostos
relacionados a sintese de etileno e da molécula do piruvato, além de servir como fonte
de carbono (MUNOZ-CLARES; VELASCO-GARCIA, 2004).

Neste estudo foi evidenciado significativo coeficiente de correlacédo positivo (P
< 0,001) nas plantas alagadas entre a Gb e CST (Tabela 4). O algamento, desta forma,
promoveu aumento da Gb em P. gigantocarpa o que pode ter contribuido para o
acumulo de CST nesta espécie.

Neste trabalho também foi observado significativa correlacdo negativa (P <
0,001) entre a Gb e 0 W« em plantas alagadas (Tabela 4). Assim, 0 aumento da Gb em
folhas e raizes parece estar também relacionada ao ajustamento osmdtico do
hialoplasma de plantas submetidas a situacfes de estresse (JALEEL et al., 2007), ou
seja, 0 acumulo da Gb contribuiria para a reducdo do W celular durante os periodos de
estresse osméticos (TAIZ; ZEIGER, 2013), favorecendo a absorcao e transporte de agua
do solo a parte aérea da planta, podendo assim, proteger os tecidos das plantas e o0s
processos fisiologicos, melhorando a tolerancia da planta ao estresse abidtico.

Outro fator que deve ter contribuido para 0 aumento nas concentragdes de Gb
seria a biossintese de aminoacidos devido a quebra das proteinas e do aumento das
concentragdes de aménia vindo, possivelmente, da fotorrespiracdo e processos de
desaminacgdes. Em concordancia, Oliveira Neto (2010) verificou aumento de 59,37 e 84,
88% de Gb em raizes e folhas de plantas jovens de H. courbaril submetidas ao

alagamento por 30 dias. Entretanto, contrariamente, Alves (2010) observou que o
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alagamento reduziu drasticamente a concentracdo de Gb em plantas jovens de T.
serratifolia, atingindo 86, 2 e 82% nas raizes e folhas, respectivamente. Segundo este
autor essa diminuicdo parece demonstrar que a Gb ndo funciona somente como

osmoprotetor.

3.3.7 Atividades da alcool desidrogenase e lactato desidrogenase

O alagamento afetou significativamente a atividade da ADH e LDH em folhas
e raizes (Figura 7 A, B e C, D). A anélise da atividade destas enzimas demosntrou
diferenga significativa entre as condigdes hidricas (P < 0,001), entre o tempo de
exposicdo ao estresse (P < 0,001) e interacdo entre esses fatores (P < 0,001). Nas folhas
a atividade da ADH foi de 0,06 e 2,88 moles de NADH H* Kg™ de proteinas min™ nas
plantas controle e alagado, respectivamente, com um acréscimo de 97,92% em relacdo a
planta controle. Nas raizes a atividade da enzima nas plantas controle e alagado foram
de 2,6 e 12,0 moles de NADH H* Kg™ de proteinas min™, respectivamente. Esses

valores correspondem um aumento de 361,54% nas plantas alagadas em comparagéo ao

controle.
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Em condicGes de anoxia, ocorre a diminuicdo ou parada da respiracdo aerobica,
uma vez que cessa o transporte de elétrons. A fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias e
o0 ciclo do &cido tricarboxilico deixam de operar, havendo queda na sintese de ATP
(ZABALZA et al.,, 2009; ALVES et al., 2012; ASHRAF., 2012). Nesta circunstancia
a sobrevivéncia das plantas ocorre caso consigam alterar 0 seu metabolismo energético,
de modo que a manutencéo da sintese de ATP e a reciclagem do poder redutor passam a
ser obtidos, predominantemente, por meio do processo fermentativo. O aumento das
atividades das enzimas fermentativas como a ADH e LDH tem sido relacionadas a
adaptacdo metabolica das plantas sob alagamento do solo (DREW, 1997). Os resultados
obtidos neste estudo suportam esta afirmagao.

As enzimas ADH e LDH, e consequentemente, o etanol e o lactato sdo
importantes para a regulacdo do pH citoplasméatico em plantas sob alagamento. As
raizes, inicialmente realizam a fermentacdo latica por meio da atividade da enzima LDH
que transforma piruvato, produzido na glicdlise, a lactato. Este, por sua vez, contribui
para a reducdo do pH, resultando na acidificacdo citossolica, o que pode causar a morte
celular se ndo for controlada (BAILEY- SERRES; CHANG, 2005). Entretanto, em pH
acido ocorre inibicdo da propria LDH e ativacdo da PDC (piruvato descarboxilase) que
converte o piruvato a acetaldeido, e este por conseguinte, € convertido a etanol através
da atividade da ADH (BAILEY-SERRES & VOESENEK, 2008).

A elevada atividade da ADH em niveis crescentes, com o tempo de exposi¢édo
ao alagamento (Figura 7 A, B), permite inferir que a P. gigantocarpa, requer, além de
outros mecanismos, a utilizacao rapida e permanente da via fermentativa como forma de
manutencdo do metabolismo, regeneracdo do poder redutor e producdo de ATP. Possui,
portanto, uma eficiente respiracdo anaerdbica quando submetida a saturacdo de agua
nas raizes.

A alta atividade da LDH, e consequentemente, do lactato, seria um mecanismo
de sinalizacdo necessario para iniciar ou favorecer a atividade da ADH na estimulacao
da fermentacdo etandlico que, por consumir mais prétons que a latica, eleva o pH
citossdico aumentando a capacidade de sobrevivéncia das plantas alagadas
(DOLFERUS et al., 2008), o que justifica os resultados obtidos neste trabalho na
avaliacdo da atividade das enzimas ADH e LDH.

A ADH é uma enzima chave para a producdo de ATP em plantas sob
condicBes de anoOxia ou hipoxia (TOUGOU et al., 2012) e 0 aumento de sua atividade

permite a regeneracdo do NAD™ a partir do NADH o que é de grande importancia para a
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sintese de energia através da fermentacéo, pois na auséncia do NAD" a glicdlise cessa
(BAILEY-SERRES, 2008). Neste sentido, a sintese de ATP durante a permanéncia das
plantas nessas condi¢des esta relacionada a capacidade delas em manter essa via por
periodos mais prolongados. No entanto, a fermentacdo anaerobia é muito ineficiente,
produzindo apenas duas moléculas de ATP por molécula de glicose (DAT et al, 2004).
Muito embora o rendimento liquido de ATP na fermentacdo seja bem menor que o da
respiracdo aerobia (ASHRAF, 2012), foi suficiente para manter a sobrevivéncia de P.
gigantocarpa pelo menos por um periodo de 16 dias sob alagamento.

Em concordancia com este estudo, Ferreira et al. (2009) verificaram aumento
significativo na atividade da ADH nas raizes de duas populacdes de Himatanthus
sucuuba Wood em condigdes de alagamento e que sobreviveram pelo menos por um
periodo de 15 dias. O mesmo comportamento foi observado por Kogawara et al. (2006)
em Melaleuca cajuputi Powell e Eucalyptus camaldulensis Dehnh submetidas a hipdxia
por 19 dias.

Jaeger et al. (2009), trabalhando com plantas jovens de F. angustifolia e F.
excelsior submetidas ao alagamento, também observaram, aos 10 dias, aumento
significativo de ADH nas raizes das plantas alagadas em comparacdo ao controle.
Similarmente, Oliveira Neto (2010) verificou aumento significativo do ADH e LDH em
plantas jovens de H. courbaril sob alagamento por 30 dias. O mesmo comportamento
foi observado por Alves et al. (2012) em plantas jovens de T. serratifolia em condicGes
de alagamento por 9 dias.

Pelos dados deste estudo, o aumento da atividade da ADH e LDH em folhas e
raizes seria uma possivel estratégia para manter o crescimento e a sobrevivéncia da
planta a menor disponibilidade de oxigénio. Além disso, a sintese de enzimas como
ADH e LDH, seria uma forma de compensar a deplecdo de proteinas (ZABALZA et
al., 2009) que ocorre durante a deficiéncia de oxigénio, como observado neste trabalho.

3.3.8 Concentracdo de amido, sacarose e carboidratos sollveis totais

A concentracdo de amido no tecido foliar foi afetada significativamente nas
plantas alagadas (Figura 8 A). A analise desta variavel diferiu significativamente entre
os tratamenteos (P < 0,001) e entre os periodos de avaliacdo (P < 0,001) assim como a
interacdo entre elas (P < 0,001). A concentracdo foi de 0,24 mmol de GLU g™ de
residuo nas plantas controle e de 0,09 mmol de GLU/g de residuo nas plantas alagadas,

caracterizando uma reducdo de 62,5% nas plantas alagadas em relagdo ao controle. Nas
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raizes também ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,001), entre o
periodo de exposicdo ao extresse (P < 0,001) e interacdo entre estes fatores (P < 0,01)
(Figura 8 B). Nas plantas controle e alagado a concentracdo de amido foi de 0,09 e 0,04
mmol de GLU/g de residuo respectivamente, com uma reducédo de 55,55% nas plantas
alagadas em relacédo ao controle.

A concentragéo de sacarose diferiu significativamente entre os tratamentos (P <
0,001), entre os tempos de avaliagdo (P < 0,001) e interagdo entre eles (P < 0,001)
(Figura 8 C, D). Nas folhas a concentracéo foi de 27,66 e 15,38 mg nas plantas controle
a alagadas, respectivamente, com reducdo de 44, 38% nas plantas alagadas em relacédo
ao controle. Na raiz, enquanto as plantas controle mantiveram as concentragoes
constante de sacarose, ao longo experimento, nas plantas alagadas ocorreu um aumento
substancial, especialmente, no quarto dia do experimento (76,78%), seguido de uma
queda acentuada, chegando aos dezesseis dias, com concentracdo de 24,75% menor em
relacdo ao controle.

Os niveis de carboidratos soluveis totais nas folhas diferiram
significativamente entre os tratamentos (P < 0,01) com interacdo entre oS regimes
hidricos e os periodos de avaliacdo (P < 0,05) ndo mostrando, no entanto, diferenca
entre 0os tempos de estresse (P < 0,05) (Figura 8 E). Nas plantas controle e alagadas as
concentracdes foram 1,21 e 2,36 mmol de GLU g™ de residuo respectivamente. Esses
resultados revelam aumento de 96,7% nas plantas alagadas quando comparadas ao
controle. Nas raizes, ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos (P <
0,001) e entre os tempos de avaliagdo (P < 0,001) assim como interacdo entre estes
fatores (P < 0,001) (Figura 8 F). Nas plantas controle e alagado os valores foram de 0,87
e 1,8 mmol de GLU g* de residuo, revelando aumento de 106,9% nos tratamentos

alagado em relacdo ao controle.
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Figura 8. Concentragdo de amido (folha; A), (raiz; B), concentracdo de sacarose (folha; C), (raiz; D) e
concentragdo de carboidratos sollveis totais (folha; E), (raiz; F) em plantas jovens de P. gigantocarpa
submetidas ao alagamento (@) e nio alagadas (O) durante cinco periodos de avaliagéo.

A reducdo da concentracdo de amido nas plantas de P. gigantocarpa sob
alagamento pode esta relacionada a diminuicdo da gs (Figura 2 C) que deve ter
influenciado na aquisicdo de carbono por meio da fotossintese ou pela atividade das
enzimas hidrolases o e B amilase que atuam na degradacao do amido para a formagao
de acucares, especialmente a sacarose que atuaria no ajustamento osmatico das plantas,
para a conservacdo do fluxo interno de &gua da planta, mantendo assim o potencial

hidrico em condigdes suficiente.



98

Além disso, a reducdo do amido nas plantas em condicdes de alagamento seria
uma alternativa para suportar 0 metabolismo fermentativo que requer maior
concentracdo de agucar (SAIRAM, et al., 2008). Outra possivel explicacdo seria que 0s
carboidratos sintetizados ndo foram armazenados como amido durante o dia, mas
diretamente transportados ao floema para abastecer as raizes como hidratos de carbono
adicionais (HERSCHBACH et al., 2005).

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram encontrados por
Henrique et al. (2010), os quais evidenciaram reducdo de 59,04 e 45,05% da
concentracdo de amido na raiz aos 5 e 20 dias e de 41,45% nas folhas aos 30 dias de
alagamento em  Caesalpinia peltophoroides Benth, Gimeno et al. (2012) que
observaram reducéo de 52,58 e 43,87% de amido nas folhas e raizes de plantas jovens
de J. curcas submetidas ao alagamento por 10 dias e Bertolde et al. (2012) que ao
estudarem dois clones de T. cacao, submetidas ao alagamento, observaram diminui¢do
de 13,04% de amido na raiz do gendétipo sensivel ao alagamento, TSH-774, em
comparacdo as plantas controle. Entretanto, contrariamente a este trabalho, o autor
citado anteriormente, observou aumento de 10% na concentracdo de amido nas raizes
do genotipo tolerante ao alagamento, TSA-792, em comparacdo ao controle. Isso pode
ser justificado pela maior translocacéo de carboidrato para essas raizes ou a diminuicéo
do crescimento e das atividades metabdlicas das raizes.

Relata-se que a baixa producdo de energia produzida na raiz pela respiracédo
anaerdbia reduz o crescimento da raiz e consequentemente a absor¢do de nutrientes, o
que contribui para o fechamento estoméatico e o declinio da fotossintese,
(KREUZWIESER et al., 2004). Isso pode ter resultado na queda dos teores de amido e,
por conseguinte na concentracdo de sacarose nas folhas das plantas alagadas de P.
gigantocarpa.

Além disso, na raiz a demanda por carboidratos necessarios para sustentar o
metabolismo anaerébio em plantas alagadas, deve ter sido compensada pela
translocacdo de sacarose da folha, resultando no aumento deste carboidrato na raiz
(KREUZWIESER et al., 2009) pelo menos nos periodos iniciais de alagamento da
planta, o que pode ter sido importante na tolerancia das plantas durante o experimento.
O aumento no teor de sacarose também pode ter ocorrido em funcéo da atividade das
enzimas hidrolases o e J amilase que atuam na degradacao do amido.

Kreuzwieser et al. (2009) observaram reducéo significativa na concentragao de

sacarose na folha e aumento significativo deste carboidrato na raiz de plantas de G.
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Poplar em condicdes de alagamento por 7 dias, atribuindo esse aumento a maior taxa de
translocacdo de sacarose das folhas para as raizes e a possiveis alteracfes na enzima
invertase.

Apds oito dias as plantas alagadas reduziram as concentracdes de sacarose na
raiz (Figura 8 D), possivelmente devido a elevada atividade respiratdria sob
anoxia/hipoxia, evidenciada pela crescente atividade da ADH e LDH nas raizes nesse
periodo (Figura 7 B e D).

Neste estudo foi observado significativo coeficiente de correlacdo negativo (P
< 0,001) entre 0 ¥, e a concentracdo de CST (Tabela 4). Assim, nas plantas sob
alagamento, o aumento na concentracdo de CST nas folhas, pode estd relacionado a
reducdo do Wy. Entretanto, esta relagdo ndo foi evidenciada por Gimeno et al. (2012) em
J. curcas submetidas ao alagamento. Esses autores evidenciaram reducdo significativa
dos CST nas folhas e raizes acompanhada da diminuicéo do Wy.

De modo geral, o alagamento aumenta a concentracdo de CST (ROSA et al.,
2009). O acumulo de carboidratos seria importante na protecdo de estruturas celulares
como as biomembranas que poderiam ser degradadas com a deficiéncia hidrica no
hialoplasma e pelo aumento na concentracdo de substancias iénicas, inativando varias
enzimas no citosol (LARCHER, 2006) ou para suprir a demanda de carboidrato da parte
aérea e raiz em situacGes de andxia como sugerido por Islam e Macdonald (2004) e
Herschbach et al. (2005).

Bertolde et al. (2012) verificaram aumento acentuado de CST nas folhas de
dois gendtipos de T. cacao, submetidos ao alagamento em comparacdo as plantas
controle, mas os genotipos TSH 774 de T. cacao (sensiveis ao alagamento) mostraram
diminuicdes significativas na concentracdo desta substancia nas raizes quando
comparadas ao genoétipo tolerante. Segundo esses autores, CST produzidos na
fotossintese, tendem a se acumular na parte aérea das plantas alagadas e ndo sao
translocados para as raizes.

Entretanto, neste estudo o aumento na concentracdo de CST nas raizes das
plantas alagadas de P. gigantocarpa demonstra que a translocacdo dessas substancias
néo foi afetada pelo estresse. Similarmente, Islam e Macdonald (2004) trabalhando com
plantas jovens de P. mariana e L. laricina verificaram aumento significativo de CST
nas folhas das plantas alagadas em comparagdo as plantas controle ap6s 16 dias.

Segundo esses autores, concentracdo desses carboidratos na raiz das plantas de L.
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laricina foram significativamente maior, sugerindo um transporte continuo dessas
substancias para as raizes.

Ademais, 0 aumento na concentracdo de CST nas raizes de plantas alagadas,
tem sido relatado como forma de tolerancia a esse estresse (LIAO; LIN, 2001,
HENRIQUE et al., 2010) e pode esta relacionado ao fluxo de sacarose e sua conversao
pela enzima invertase ou na reducdo da demanda por carboidratos em funcdo da
diminuigdo do metabolismo da raiz e do crescimento.

Similarmente a este estudo, aumento significativo na concentracdo de CST em
plantas jovens alagadas em relagdo ao controle também foi observada por Herschbach et
al. (2005) em folhas e raizes de (Populus tremula x P. alba), Kreuzwieser et al. (2009)
em folhas e raizes de G. Poplar, Horchani et al. (2010) em raizes de S. lycopersicum,
Henrique et al. (2010) em raizes de C. peltophoroides e Oliveira Neto (2010) em folhas
e raizes de H. Courbaril. Contrariamente a este estudo, Gimeno et al. (2012)
observaram reducao significativa na concentracdo de CST nas folhas e raizes de plantas
jovens de Jatropha curcas L. submetidas ao alagamento por 10 dias.

Tabela 4. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre aminoécidos sollveis totais em folha (ASTY),
aminoacidos sollveis totais em raiz (ASTr), carboidratos sollveis totais em folha (CSTf), carboidratos
soluveis totais raiz em (CSTr), prolina em folha (Prolf), prolina em raiz (Prolr), potencial hidrico do
xilema foliar (¥,), Glicina betaina em folha (Gbf), Glicina betaina em raiz (Gbr), aménio em folha (Amf),

amdnio em raiz (Amr), glutamina sintetase em folha (Gsf) e glutamina sintetase em raiz (Gsr) em plantas
de P. gigantocarpa, nos tratamentos, irrigado (controle, C) e alagado (A) por 16 dias.

Tratamento Variaveis bioguimicas e fisiol6gica
ASTF ASTr CSTf CSTr Prolf Prolr Y,
Gbf  -0,25™ 0,03® -0,33® 0,06™ 0,40" 0,16™ -0,12"
C Gbr  -0,02™ -0,33"  0,14™ 0,03"™ 0,09™ 0,25"™ -0,17"™
CSTf 0,39™ 0,20® e e -0,03™  -0,03™ 0,02"
CSTr  -0,05™ 0,03 e e 0,14™  0,009™ 0,03"™

Amf -0,26™  -0,01™ -0,32" -0,12™ -0,06™ -043 0,06™
Amr  0,16™  -0,03® -0.32"™ 0,04 0,003® -0,02" -0,13™
Gsf 0,09 -0,33°  0.09® -0,007™ -0,28™ 0,11™ -0,05™
Gsr 0,42" 0,16 0.03™ 011"  -0,02"™ -0,21™ 0,24"™

Gbf -097"" -0,92" 0917 097 095 097 -0,83™
A Gbr -094"™ -0,82"" 094" 093" 097 0,97 -0,73™
CSTf -0,90 0,76 e e 0,93 0,907 -0,69™
CSTr -096"" -091"" - e 0,95 0,977 -0,83™

* Kkk dkk *

Amf 0977  -0,92"" 0,89 0,96 0,96 0,977 -0,84™
Amr -0,84"

Gsf 0,98 0,94 0,867 -097"" -095" -0,98" 0,85
Gsr 0977 095 -087 -097 -095" -0,98" 0,89™

0,63 089" 083" 0927 087" 0,61

Fkk

™ Nao significativo pelo teste F, “significativo pelo teste F (P<0,05), " significativo pelo teste F (P<0,01)
e “significativo pelo teste F (P<0,001)
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3.4 CONCLUSAO

O alagamento do solo durante dezesseis dias resultou em diminuicOes
consideraveis no ¥y, gs, E e K. indicando um eficiente controle estomético das trocas
gasosas nessa espécie;

O alagamento do solo por dezesseis dias resultou em aumento significativo das
concentragfes de CST, prolina e glicina-betaina, indicando um possivel ajustamento
osmatico;

O alagamento do solo resultou no decréscimo da concentracdo de nitrato, da
ANR e GS, o que contribuiu para a reducdo das concentracdes de AST e PST nessa
espécie;

A reducdo das concentragdes de amido e o aumento das atividades da ADH e
LDH nas plantas alagadas foi uma estratégia para manter o metabolismo fermentativo e,
consequentemente, o crescimento e a sobrevivéncia das plantas sob estresse.

Plantas jovens de P. gigantocarpa sobreviveram ao periodo de dezesseis dias
de alagamento do solo, sendo uma espécie promissora para recomposicdo de areas sob

saturacdo hidrica.
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CONSIDERACOES FINAIS

As respostas de crescimento, morfoanatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas,
apresentadas pelas plantas jovens de P. gigantocarpa, sob alagamento durante dezesseis
dias, sugerem uma tolerancia a esse tipo de estresse. No entanto, recomenda-se novos
experimentos sob as mesmas condi¢cdes com periodos de estresse maiores, para ampliar
0 conhecimento das estratégias adaptativas dessa espéecie e, consequentemente, seu uso

em programa de reflorestamento em areas impactadas e solos inundados da Amazonia.
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