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RESUMO

Nas florestas de varzea da Amazbnia a inundagcdo geralmente ocorre de
maneira gradativa até que as plantas permanecam completamente submersas.
As adaptacdes e respostas apresentadas pelas plantas devido a reducao de
oxigénio no periodo de inundacdo podem variar de acordo com a espécie, a
idade da planta, a duracdo da inundacdo e a coluna de agua. Assim, foi
avaliado se as primeiras respostas morfofisiologicas e bioquimicas
apresentadas por plantulas de Vitex cymosa com um ano de idade seriam
diferentes de acordo com o nivel da coluna de 4gua imposta. Plantulas de V.
cymosa (n = 15 / tratamento) foram submetidas a trés tratamentos: sem
inundacao (rega diaria), inundacéao gradativa (5 cm de agua por dia até a total
submersdo no 10° dia) e inundacdo abrupta (submersédo total subita das
plantulas) por um periodo de 45 dias. Apds a inundacdo as plantulas foram
monitoradas por um periodo de recuperacdo de 60 dias. Foram mensurados
parametros nao destrutivos, como crescimento em altura, diametro do caule,
fluorescéncia da clorofila a, perda e producdo de folhas e parametros
destrutivos como biomassa, taxa de crescimento relativo, anatomia do caule e
raiz, teor de amido e o acucar soluvel total nas plantulas. Com base na analise
conjunta das respostas morfofisiolégicas e bioquimicas apresentadas, a
inundacdo gradativa permitiu um curto periodo de aclimatacdo para as
plantulas de V. cymosa enfrentarem a submersdo completa, o que ndo se

observou para a inundacao abrupta.

Palavras-chave: Taruma, alagacéo gradativa, carboidratos, anatomia.



ABSTRACT

Before the plants remain completely submerged, the seasonal flooding occurs
gradually in the varzea floodplain forests of the Amazon. The adaptive features
developed by the plants to cope with the anaerobic conditions caused by the
flooding period may vary according to the species, flooding duration, plant age
and water column height. Therefore, we evaluated in Vitex cymosa 1-year
follow-up seedlings if there are differences in the early development of morpho-
physiological and biochemical features according tothe influence
of different levels of water column. The seedlings (n=15 per treatment) were
submitted to three treatments over 45 days: no flooding (everyday watered),
gradual flooding (daily 5 cm water column increase till the total plant
submersion at the 10° day) and abrupt flooding (sudden totalsubmersion). After
the flooding, the seedlings were monitored within 60 days. Non-destructive
parameters were evaluated, which encopassed height and diameter growth,
analysis of the chlorophyll a fluorescence, leaf loss and production and
destructive parameters which encopassed biomass, relative growth rates, stalk
and leaf anatomy, starch content and total soluble sugar amount. Based on
morpho-physiological, anatomy and biochemical analysis, the gradual
inundation allowed the V. cymosa seedlings to a short acclimatization period to

face the total submersion, which was not observed in the abrupt flooding.

Key-words: Taruma, gradual flooding, carbohydrates, anatomy
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1. INTRODUCAO

As éareas alagaveis de varzea sdo inundadas anualmente por rios de agua
branca, caracteristicos por transportarem grande quantidade de material em
suspensao. Esse material em suspensdo originario dos Andes e areas pré-andinas
enriguece com nutrientes a agua e solos associados (Prance, 1979; Sioli, 1984;
Furch, 1984). Os rios sustentam as florestas de varzea da Amazénia, que séo férteis
e possuem comunidades vegetais terrestres e aquaticas muito produtivas, estas,
dentre as florestas inundaveis podem ser as mais ricas em espécies (Junk, 1993;
Wittmann et al., 2006; Junk et al., 2011).

Todos os anos essas florestas sdo submetidas a periodos regulares e
sazonais de inundacéo por aproximadamente 7 meses, como resposta ao pulso de
inundacao, determinante da riqueza desses habitats (Junk et al., 1989). O padrao de
inundagdo na Amazonia segue uma curva senoidal, indicando anualmente uma fase
terrestre e uma fase aquatica bem definida nas florestas de varzea (Junk et al.,
2010). A amplitude do pulso de inundacdo pode variar em diferentes rios e em
diferentes partes do mesmo rio, mas em média na Amazonia Central a amplitude é
de 10 m (Junk, 1989).

De acordo com o gradiente de inundacdo a varzea pode ser classificada,
floristica e estruturalmente em varzea baixa e varzea alta, separadas por um nivel
médio de inundacdo de aproximadamente 3 m (Wittmann et al.,, 2002). A
composicao floristica das florestas de varzea esta fortemente relacionada com a
altura e a duracdo das inundacdes anuais e as condi¢cdes geomorfolégicas desse
ambiente (Wittmann et al., 2004).

Durante a inundacdo as trocas gasosas entre a atmosfera e o solo
encharcado sdo prejudicadas porque o solo pode sofrer hipoxia e até anoxia, ja que
a agua ocupa os poros anteriormente cheios de ar. O escasso oxigénio presente é
rapidamente consumido pela respiracdo de microrganismos e pelas raizes
(Kozlowski, 1984; Schulze et al., 2005; Bayley-Serres et al.,2012).Essas condi¢cdes
de anoxia do solo inundado podem afetar o crescimento das plantas e sua alocacéo
da biomassa (Pezeshki, 2001; Piedade et al., 2010). Entretanto, as espécies
arboreas das florestas de varzea sédo altamente tolerantes a inundacédo, gracas a

presenca de diversas adaptacfes morfofisiologicas e bioquimicas que podem
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minimizar as condi¢cdes severas decorrentes das cheias dos rios e do déficit de
oxigénio a elas associado (Junk, 1989; Kozlowski, 1997; Parolin et al., 2010a;
Piedade et al., 2010).

Uma adaptacao bioquimica que ocorre nas plantas em ambientes alagados é
o desvio da via metabdlica aerdbica para uma via anaerdbica, sendo a fermentacéo
a principal via alternativa. A fermentacdo gera uma baixa producéo de energia (ATP)
qgque pode ser compensada pela aceleracdo da via glicolitica. Isso acarreta a
mobilizacdo de carboidratos, necessarios para a manutencdo do metabolismo sob
anoxia (Harborne, 1988; Worbes, 1997; Piedade et al.,2010; Parolin, 2012). Assim,
durante o alagamento o metabolismo é mantido pela quebra (hidrélise) e uso das
reservas de carboidratos armazenados durante a fase terrestre em 6rgdos como
caule e raiz (Cavalcante et al., 2015).

A fenologia reprodutiva e vegetativa de muitas espécies arboreas de varzea
esta sincronizada com as mudancas no nivel da agua, como € o caso da perda e
producdo de folhas (Parolin et al., 2010b). Adaptagcées morfo-anatdmicas, como
raizes adventicias e lenticelas hipertréficas no caule também séo frequentemente
descritas como respostas a inundacao (Pimenta et al.,1998; Parolin, 2001; Parolin,
2012), encontradas entre as espécies ao longo do gradiente de inundacdo e também
entre diferentes populacbes de uma mesma espécie (Parolin & Wittmann, 2009;
Ferreira et al., 2007).

Para analisar os efeitos da inundacdo sobre uma dada espécie diversos
fatores devem ser considerados, como sua posicdo original no relevo, o tempo de
duracdo da inundacdo e a altura da coluna de agua (Kozlowski,1984; Pezeshki,
2001). Outro aspecto de grande importancia € a idade das plantas. Muito embora o0s
individuos adultos sejam altamente tolerantes ao ambiente das florestas alagaveis
da Amazénia (Junk, 1989; Worbes et al., 1992; Schluter & Furch, 1993; De Simone
et al., 2003; Parolin et al., 2004; Wittmann et al., 2006; Schéngart, 2010), as
plantulas sdo bem mais sensiveis a essas condicfes (Klingeet al., 1990; Kozlowski,
1997; Junk & Piedade, 1997), e mais vulneraveis as mudancas ambientais (Ferreira,
2006).

Alguns trabalhos experimentais realizados, a fim de entender melhor os
efeitos do alagamento sobre as plantulas de varzea (Parolin, 2001; Waldhoff et al.,

2000; Waldhoff et al., 2002; Maurenza et al., 2009) mostraram que a maioria delas
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sobrevive a um periodo de inundacao, contudo, os mecanismos de tolerancia variam
em funcdo do tempo de exposicdo e a altura da coluna de &agua (Ferreira et
al.,2009a;Ferreira et al., 2009b; Carmo, 2013).

Nas planicies inundaveis dos rios amazo6nicos a coluna de agua pode chegar
a 7 metros de altura durante 270 dias por ano (Junk, 1989). Nesse periodo, as
plantulas ficam totalmente submersas (Parolin, 2002; Ferreira, 2006; Oliveira
Wittmann et al., 2010). No entanto, dificilmente a submersdo sera imposta
abruptamente no ambiente natural. As plantas sdo inundadas paulatinamente de
acordo com sua posicao no gradiente de inundacao (Wittmann et al.,2004; Wittmann
et al.,2006), com excecao das plantulas de tamanho muito reduzido, recém
germinadas (Oliveira Wittmann et al., 2007).

Ao submeter as plantulas a inundacgéo total, ocorre uma abrupta interrupgéo
da interface planta-atmosfera (Maurenza et al., 2009), reduzindo as trocas gasosas,
e mudando as condicbes de luz, o que afeta severamente a fotossintese (Blom &
Voesenek, 1996; Jackson & Colmer, 2005). Porém, é fundamental que a inundacéo
seja detectada pela planta para sua aclimatacdo em tempo habil (Visser &
Voesenek, 2004), permitindo que as primeiras respostas das plantulas a essa
condicdo se manifestem (Kennedy et al.,1992; Pezeshki, 2001; Crawford, 2003).
Oliveira Wittmann (2007) submeteu trés espécies de varzea baixa a inundacéo
gradativa, o que permitiu as plantulas um periodo de aclimatacdo a condicéo
experimental imposta, e provavelmente respostas mais proximas aquelas do
ambiente natural.

Em condi¢cBes naturais Schliter & Furch (1993) monitoraram Astrocaryum
jauari, observaram que esta espécie apresentou uma reducdo inicial na taxa de
respiracdo das raizes, mas o consumo de oxigénio voltou a aumentar apds um
periodo de 10 a 20 dias de inundacdo, ou seja, as alteracfes metabdlicas das
plantas ocorreram logo no inicio da inundacéo.

Em funcdo destas observacgdes, este trabalho visou comparar as respostas
morfofisiolégicas e bioquimicas de Vitex cymosa, uma espécie tipica de varzea
baixa, tolerante a inundacéo, conhecida por suas altas taxas de sobrevivéncia tanto
no ambiente natural quanto em experimentos (Parolin, 2001; Oliveira Wittmann et
al., 2010), monitorando o periodo inicial de submersdo em duas condi¢des

experimentais de inundagéao, gradativa e abrupta.
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2. HIPOTESES

a) As plantulas de Vitex cymosa sobreviverao as duas condi¢cfes de inundacéo
impostas;

b) A inundacdo gradativa permitird as plantulas de V. cymosa desenvolver
respostas morfofisiolégicas e bioquimicas mais vantajosas para suportar o
periodo de submerséo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar as respostas morfofisiolégicas e bioquimicas apresentadas por
plantulas de Vitex cymosa submetidas a inundacédo artificial gradativa e abrupta
durante 45 dias.
3.2. Objetivos especificos

e Avaliar o crescimento em altura e diametro, biomassa, perda e producao de
folnas e fluorescéncia da clorofila a das plantulas de V. cymosa nao
inundadas e sob inundacéo artificial gradativa e abrupta ao longo de 45 dias
de experimento.

e Caracterizar a anatomia do caule e da raiz de plantulas de V. cymosa dos
trés tratamentos aos 45 dias de experimento.

e Determinar a ocorréncia e o tipo de alteracbes morfo-anatbmicas e
fenologicas em plantulas de Vitex cymosa dos trés tratamentos ao longo de
45 dias de experimento.

e Determinar os teores de acucares sollveis totais e de amido nos 6rgaos das
plantulas de V. cymosa dos trés tratamentos durante 45 dias de
experimento.

e Avaliar a recuperacdo, através do crescimento em altura e diametro, a
producéo de folhas e fluorescéncia da clorofila a das plantulas de V. cymosa

60 dias apds a supressédo das condi¢es de inundacéo.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Coleta de didsporos e obtencéo das plantulas

Diasporos de Vitex cymosa foram coletados em florestas de varzea entre os
meses de julho e agosto de 2013 a cerca de 20 km de Manaus, no lago Camaleéo e
localidades ao longo do rio Solimdes, situadas nos municipios de Iranduba e Careiro
da Véarzea (S 03°14°15.3" W 059°56°55.9", e S 03°17°24.0° W 060°00°49.3"). A
coleta foi feita em quatro individuos distintos nos quais os frutos se encontravam
maduros e acessiveis durante o periodo de disperséao.

Todos os frutos coletados tiveram suas sementes retiradas e estas foram
homogeneizadas, sendo em seguida feita a semeadura em bandejas germinativas
contendo vermiculita. Ao atingir 10 cm de altura as plantulas foram transplantadas
individualmente para vasos de polietiieno medindo 10 x 12 cm com terra de varzea.
Depois de transferidas para vasos, essas plantulas foram mantidas em casa de
vegetacdo. Com um ano de idade as plantulas de V. cymosa foram submetidas ao
experimento de inundacdo. O critério utilizado para chamarmos esses individuos de
plantula foi sua altura, em meédia 20 cm, na ocasido do inicio do experimento.
Mesmo com um ano de idade esses individuos ainda sé@o altamente vulneraveis as

mudancas ambientais e podem ser considerados plantulas (Ferreira, 2006).

4.2. Espécie estudada

Vitex cymosa Bertero ex Spreng. (Lamiaceae)

Vitex cymosa é uma espécie arbdrea frequente do estrato médio de florestas
secundarias de varzea baixa, popularmente conhecida como taruma. Adultos e
plantulas toleram inundacdes de 5 a 6 m de altura, podendo permanecer 230 dias
por ano sob inundacédo (Wittmann et al., 2004; Oliveira Wittmann et al., 2010). A
base do tronco é levemente digitada; a planta possui folhas opostas, palmadas com
cinco foliolos, suas flores sdo de azuis a roxas e zigomorficas. A floracdo na varzea
ocorre durante o pico da cheia e os frutos sdo pirénios, contendo varias sementes,
roxos a pretos quando maduros e medem cerca de 2,5 cm. Os frutos sao
comestiveis ou fermentados para produzir vinho, mas raramente consumidos pelos
habitantes da varzea na Amazonia Central; onde sdo comumente usados como isca

de peixe. A madeira é utilizada para construcao civil. Vitex cymosa também ocorre
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em outras regides e é utilizada como ornamental em algumas cidades do sudeste
brasileiro (Wittmann et al., 2010).

4.3. Experimento de inundagéo
O experimento foi realizado nas dependéncias do grupo MAUA no Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA). Foram feitos trés tratamentos, com 15

plantulas por tratamento: a) sem inundacdo, com uma rega diaria, b) inundacao

gradativa, colocando-se 5 cm de agua por dia até a total submersao, que ocorreu no
décimo dia e c¢) inundacdo abrupta, submerséo subita e total das plantulas desde o

primeiro dia de experimento (figura 1). Para os dois tratamentos de inundacao foram
utilizados seis tanques plasticos de 20 litros de capacidade, em cada um dos quais
foram colocadas cinco plantulas. As plantas ndo inundadas foram acomodadas em
uma bancada proxima aos tanques. Cada vaso foi considerado uma unidade
amostral. Semanalmente durante o periodo amostral mediu-se nos tanques o pH, a

temperatura (°C) e o teor de oxigénio dissolvido da agua (mg/L).

Figura 1. A) plantulas nos tratamentos de inundacdo artificial. Inundacdo gradativa,
submersdo gradual das plantulas e inundacdo abrupta, plantulas completamente

submersas. B) plantulas no tratamento sem inundacao.

Outros experimentos de inundacéo artificial (Parolin, 2001; Waldhoff et al.,
2002; Ferreira et al., 2009a) chamam de inundacdo total o tratamento onde as
plantas sdo completamente submersas subitamente desde o primeiro dia. O mesmo

ocorre com as plantulas sob inundacdo abrupta nesse experimento. No entanto,
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utilizou-se o termo inundacdo abrupta porque os dois tratamentos de inundacgéo

artificial realizados neste estudo levaram a submerséo total das plantulas.

4.4. Crescimento, niUmero de folhas, fluorescéncia da clorofila a

Alguns parametros nao destrutivos foram mensurados semanalmente em trés
plantulas previamente marcadas de cada tratamento. O crescimento em altura foi
medido a partir do comprimento do caule em cm, desde a regido do colo até o apice
caulinar com auxilio de fita métrica e o diametro do colo caulinar (DCC) medido com
auxilio de um paquimetro em mm. Também foram monitoradas nessas trés
plantulas, a perda e a producdo de folhas e medida a eficiéncia quéantica do
photossistema Il (Fv/Fm) com o auxilio de um fluorébmetro Mini-PAM Il (Walz,

Effeltrich, Alemanha), apos submeter a |lamina foliar a 20 minutos no escuro.

4.4.1 Recuperacéo

Apoés o término da inundacdo os seis individuos que restavam nos tanques
foram colocados nas mesmas condicdes em que se encontravam as plantulas sem
inundacdo, em bancada ao lado dos tanques. Esses individuos foram
acompanhados por mais 60 dias com rega diaria avaliando-se o crescimento,
numero de folhas e fluorescéncia da clorofila a como recuperacéo dessas plantulas

em comparacao aquelas do tratamento sem inundacao.

4 5. Biomassa

Para analise de biomassa, trés plantulas por tratamento, uma por tanque,
foram coletadas a cada 1, 2, 7 e 45 dias apds o inicio da inundacéo. Essas plantulas
coletadas foram segmentadas em raiz, caule e folhas, pesadas em balanca analitica
AG 200 (Gehaka, Sédo Paulo, Brasil) com precisdo de 0,0001g e em seguida
colocadas em sacos de papel devidamente etiquetados. Apds a determinacdo da
massa fresca, as plantulas foram secas em estufa de ventilacdo forcada UW 2000,
(Heraeus Instruments, Hanau, Alemanha) a 75° C por 72 horas e pesadas
novamente para determinar a massa seca em ¢g. O calculo da biomassa total de
cada plantula foi feito a partir do somatério da massa seca de cada 6rgao. Com base

nos dados de massa seca foram calculadas as taxas de crescimento relativo (TCR)
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em cada tratamento, através da equagcdo TCR = (InM2-InM1)/(T2-T1) onde M1 e M2,
correspondem as massas secas no inicio e no final do experimento, respectivamente

e T2 - T1 correspondem ao periodo de tempo em dias dos tratamentos (Hunt, 1990).

4.6. Anatomia

A anatomia do caule e da raiz foi analisada a partir de trés plantulas por
tratamento aos 45 dias de experimento. Aos 45 dias a maioria das plantulas perdeu
suas folhas, por isso nao foram realizadas andalises anatbmicas nas folhas. As
amostras foram coletadas da base do caule e regiao distal da raiz principal, fixadas
em FAA 70 (formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 70%) por 72 horas e
conservadas em alcool etilico 70%.

As analises anatdbmicas foram realizadas no Laboratério de Botanica
Agroflorestal (LABAF) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os cortes
foram feitos em plano transversal utilizando-se lamina de ago inoxidavel e micrétomo
de mesa LPC (Rolemberg & Bhering comércio e importagdo LTDA, Belo Horizonte,
Brasil). Posteriormente os tecidos foram clarificados com hipoclorito de sddio
comercial até total despigmentacdo, lavados com agua destilada e neutralizados
com agua acética. A coloracéo foi realizada com Safrablau (Johansen, 1940) e a
montagem do material foi feita em Iaminas e laminulas com gelatina glicerinada.
Foram realizados testes histoquimicos para deteccéo de grdos de amido, compostos
fendlicos gerais e proteinas totais seguindo as metodologias descritas em Kraus &
Arduin (1997).

As visualizacbes, andlises e fotografias foram realizadas com auxilio de
microscopio optico Primo Star (Zeiss, Thornwood, EUA) e fotografadas com camera
fotografica Power Shot A650 IS (Canon, Téquio, Japdo) acoplada ao microscopio.
Medidas do diametro dos elementos de vaso, espessura do xilema e do floema do
caule e da raiz foram feitas com o auxilio do programa ANATI QUANTI (Aguiar et al.,
2007).

4.7. Andlise de carboidratos

O material coletado ao longo do experimento utilizado para determinar a

biomassa foi transportado para o laboratério de Fisiologia do Estresse na
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Universidade de Brasilia (UnB), para a realizacdo da coleta de dados bioquimicos.
No laboratério, o material foi congelado em nitrogénio liquido, macerado
manualmente com auxilio de cadinho e liofilizado.

Para extracdo dos acUcares sollveis totais, 10 mg de cada amostra foi
submetida a quatro extragbes com 500 yL de etanol 80% (v/v), incubada em banho-
maria a 80 °C por 20 minutos. Apds cada extracdo a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante coletado para dosagem de aclcares sollveis totais em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 490 nm (Dubois et al., 1956) com
curva padrao de glicose.

O amido foi extraido com base no método enzimético descrito por Amaral et
al., (2007). O residuo da extracdo etandlica foi seco em speedvac e apds a
secagem, adicionados 500 pL de a-amilase termoestavel (120 U.mL™). As amostras
foram incubadas a 75 °C por 30 minutos em duas repeticdes. Em seguida foram
adicionados 400 pL de amiloglucosidase (30 U.mL™) e novamente incubadas por 30
minutos a 50 °C, duas vezes. As amostras foram submetidas a quantificacédo
colorimétrica em leitor de placas Elisa (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) a um

comprimento de onda de 505 nm com curva padréo de glicose.

4.8. Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada comparando os valores
de cada variavel avaliada entre os tratamentos: sem inundacédo, inundacéo
gradativa, inundacdo abrupta e também ao longo do tempo através da analise de
variancia (ANOVA). Para comparacdo entre as medias dos fatores obtidos foi
utilizado o teste Tukey a 5% de probabilidade com auxilio dos programas SYSTAT
10.2 e PAST.

5. RESULTADOS

Os dados fisicos e quimicos da 4gua medidos nos tanques de inundacao
estdo na tabela 1. O pH da agua utilizada durante o experimento era acido e variou
entre 5,3 e 5,7. A temperatura da agua foi em média 28,0 °C + 0,8 nos tanques com

inundacao gradativa e 27,9 °C + 0,7 nos tanques de inundacdo abrupta. O teor de
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oxigénio dissolvido na &gua dos tanques foi em média de 5, 4 mg/L + 0,7 nos dois

tratamentos de inundacéo. (tabela 1).

Tabela 1. Valores médios das medidas fisicas e quimicas da agua realizada nos
tanques de experimento. I.G = inundacédo gradativa I.A = inundacdo abrupta. *
desvio padréo.

Oxigénio Dissolvido

Parametros pH Temperatura (°C)
(mg/L)
Tratamento I.G I.T 1.G I.T 1.G I.T
tempo (dias)
1 53+004 54+01 27,1+01 27,1+0,1 695+055 6,31+0,3
10 51+0,1 5,4+0,0 28,7+0,1 28,5+0,2 5,27+0,7 4,35+0,4
15 54+0,1 54+ 0,3 281+0,1 276+01 4,74%0,3 46+ 0,3
25 53+0,1 54+ 00 284+05 285+06 491+0,2 5,08+1,0
35 56+0,1 53+00 286+01 284+0,2 515+0,3 509%0,1
45 57+0,1 57+00 269+01 271+03 557+03 522+04

5.1. Crescimento

5.1.1 Altura

O crescimento em altura das plantulas de Vitex cymosa, sob inundacéao,
estacionou quando comparado ao das plantulas sem inundacédo (figura 2). N&o
foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores entre os

tratamentos e ao longo do tempo de experimento.

Apesar disso, é possivel observar que as plantulas sob inundacdo gradativa
continuaram crescendo até o 10° dia de experimento, enquanto ndo estavam
totalmente submersas (figura 2). O comprimento médio no inicio e no final do
experimento foi de 18,2 e 18,8 cm, respectivamente. No tratamento de inundacéo
abrupta as plantulas praticamente cessaram o crescimento durante os 45 dias de
submerséo, com valores médios de comprimento de 20,2 cm no inicio e 20,3 cm ao

final do experimento. J& as plantulas que néo estiveram inundadas mantiveram um
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crescimento médio constante, apresentando 20 cm no inicio do experimento e

alcancando 22 cm aos 45 dias.

30
25
g 20 —4—sem inundagdo
g inundacdo gradativa
=
© I —d—inundacdo abrupta
10

1 5 10 15 25 35 45 105

tempo (dias)

Figura 2. Valores médios da altura em cm de Vitex cymosa ao longo dodo
experimento. A linha pontilhada indica o fim do periodo de inundagao.

No periodo de recuperacao as plantulas voltaram a crescer em altura, embora
sem diferenca significativa entre os tratamentos. Sessenta dias apos o final do
alagamento, aos 105 dias de experimento, as plantulas de Vitex cymosa de todos os
tratamentos (inundacéo gradativa, abrupta e sem inundacao) cresceram, em média,

cerca de 3%.

5.1.2 Diametro do caule

O crescimento do caule em diametro foi baixo durante os 45 dias de
experimento em todos os tratamentos (figura 3) e ndo houve diferencas significativas
(p = 0,05) entre os tratamentos e ao longo do tempo de experimento. As plantulas
inundadas gradativamente tiveram um aumento discreto no inicio do experimento,
antes de ficarem completamente submersas, e depois mantiveram um valor de
aproximadamente 0,3 mm, em média, até o final da inundacdo. As plantulas
inundadas abruptamente também mantiveram o crescimento praticamente nulo
durante o experimento aumentando apenas 0,04 mm de diametro do caule no inicio
do experimento. As plantulas sem inundacdo aumentaram o didmetro do caule em

média 0,2 mm de diametro, no inicio do experimento e 0,4 mm no final.
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Figura 3. Valores médios do diametro do caule em mm de Vitex cymosa
ao longo do experimento. A linha pontilhada indica o fim do periodo de
inundacéao

5.2. NUumero de folhas

Ao longo do experimento as plantulas perderam gradualmente suas folhas; as
plantulas sob inundac&o gradativa e abrupta tinham no inicio do experimento, 14 e

10 folhas e no final da inundacéo 2 e 3 folhas respectivamente (figura 4).

O nuamero de folhas das plantulas sem inundacéo variou de 14 a 12 durante o
experimento. Em meédia, foi significativamente maior (p < 0,05) nas plantulas sem
inundacdo em comparacdo com aquelas inundadas. Durante a recuperacdo as
plantulas sem inundacgéao perderam uma meédia de cinco folhas ao longo de 60 dias.
Ja plantulas antes abruptamente inundadas apresentaram uma média de duas
novas folhas no mesmo periodo, mas esses valores ndo foram significativos.
Plantulas provenientes do tratamento de inundacdo gradativa aumentaram
significativamente (p < 0,05) o numero de folhas durante a recuperagdo, com uma

média de nove folhas a mais do que tinham no final da inundacéao (figura 4).
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Figura 4. Valores médios do namero de folhas de Vitex cymosa ao longo
do experimento. = desvio padrdo. A linha pontilhada indica o fim do
periodo de inundagéo.

5.3. Fluorescéncia da clorofila a

A eficiéncia quantica (Fv/Fm) das plantulas sem inundacdo mostrou valores
médios entre 0,80 e 0,83 durante todo o experimento. As plantulas inundadas
(gradativa e abruptamente) apresentaram uma diminuigao significativa (p < 0,05) nos
valores da eficiéncia quéantica aos 45 dias quando comparados aos dias inicias de
experimento (figura 5). Os valores médios nesse dia foram de 0,74 para inundacgao
gradativa e 0,71 para inundacdo abrupta. Na recuperacdo os valores médios das
plantulas antes inundadas foram proximos a 0,82 assim como nas plantulas sem

inundacéo.
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Figura 5. Eficiéncia quantica (Fv/Fm) de Vitex cymosa ao longo do
experimento. = desvio padréo. A linha azul indica o fim do periodo de
inundacdo. Valores abaixo da linha preta indicam fotoinibicdo (Bolhar-
Nordenkampf & Oquist, 1993).

5.4. Biomassa

Aos 45 dias de experimento houve diminuicdo significativa (p < 0,05) nos

valores de biomassa total nas plantulas inundadas abruptamente em relacdo as

plantulas sem inundacédo (tabela 2). Nos demais dias nao houve diferenca

significativa (p < 0,05) entre os tratamentos e ao longo dos dias de experimento.

Tabela 2. Valores médios da biomassa total (g) de plantulas de Vitex cymosa em 45

dias de experimento, sob diferentes tratamentos de inundacgéo. + desvio padrao.

Biomassa total (g)

1 dia 2 dias 7 dias 45 dias
sem inundacao 3,83+0,33a 3,52+0,25a 3,74 £+0,08a 4,50 +0,86 a

inundagao gradativa 3,53+0,34a 3,65+0,21a 4,63 £1,13a 3,03 £+0,49ab

inundagao abrupta 3,72+0,44a 3,24+0,15a 3,57 £+0,10a 2,63 +0,78b

Na mesma coluna= médias seguidas de letras diferentes mostram diferenga significativa (p <

0,05) entre os tratamentos no mesmo dia.
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A taxa de crescimento relativo (TCR) foi significativamente (p < 0,05) diferente

entre as plantulas sem inundacao e sob inundacao abrupta (figura 6).
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Figura 6. Valores médios da taxa de crescimento relativo (TCR) de Vitex
cymosa ao longo do experimento. + desvio padréo.

As plantulas sem inundacdo apresentaram um acréscimo significativo (p <
0,05) de biomassa no caule e na raiz ao longo do tempo, mas essa diferenca
significativa ndo ocorreu na alocacéo de biomassa (caule e raizes) das plantulas sob
inundacédo gradativa e abrupta. Nas plantulas inundadas abruptamente foi observada
uma tendéncia a diminuicdo nos valores médios de biomassa comparando-se o
ultimo e o primeiro dia de inundacéo (tabela 3). Nao houve diferenca significativa (p

< 0,05) entre os tratamentos.
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Tabela 3. Valores médios da biomassa em cada parte (g) das plantulas de

Vitex cymosa em 45 dias de experimento, sob diferentes tratamentos de inundagéo.

+ desvio padrao.

1 Dia 2 Dias 7 Dias 45 Dias
Raiz(g)
nao inundada 1,05 +0,07* 1,15+0,02* 1,12+0,03 1,41+0,20*
inundagao gradativa 1,14+ 0,12 1,19+0,01 1,40+ 0,38 1,11+0,11
inundagao abrupta 1,25+0,25 1,10+0,07 1,19+ 0,02 1,12+0,07
Caule (g)
ndo inundada 1,01+0,09* 1,14+0,12 1,25+0,04 1,52+ 0,34*
inundagao gradativa 1,14+ 0,11 1,20+ 0,07 1,39+0,43 1,19+ 0,09
inundagao abrupta 1,20+ 0,12 1,04+ 0,06 1,22+0,05 1,11+ 0,08
Folha (g)
nao inundada 1,77+0,41 1,23+ 0,16 1,37+ 0,09 1,57+ 0,02
inundagao gradativa 1,26+ 0,13 1,26+ 0,13 1,84+ 0,46 1,09+ 0,03
inundagao abrupta 1,27+ 0,08 1,09+ 0,06 1,16+ 0,05 -

Na mesma linha = médias seguidas de * mostram diferen¢a significativa (p < 0,05) entre os dias
no referente tratamento.

5.5. Anatomia do caule e raiz

As plantulas ja apresentavam crescimento secundario quando submetidas a
inundacdo. No caule, o diametro dos elementos de vaso nao foi significativamente
diferente (p< 0,05) entre os tratamentos. No entanto, a espessura do Xilema
secundario foi em média menor nas plantulas sob inundacédo abrupta (tabela 4). A
periderme teve mais camadas celulares organizadas nas plantulas sem inundacéao
(figura 7 A) e foi perceptivel a formacao de esclereides no floema e na periderme de
todas as plantulas sem inundacao (figura 7 A), o que foi visualizado apenas em

algumas plantulas submetidas aos tratamentos de inundacdo. Nao foi possivel
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observar lenticelas até os 45 dias de monitoramento em qualquer um dos

tratamentos (figura 11).

Na raiz, o floema secundéario das plantulas inundadas abruptamente foi
compactado (figura 8) e significativamente (p < 0,05) menor quando comparado as
plantulas sem inundacéo (tabela 4). Além disso, as plantulas sob inundacdo abrupta
tinham a espessura (mm) do xilema secundario, em média, menor em comparacao
com as plantulas dos outros tratamentos (tabela 4). Nao houve a formacgao de
aerénquima em qualquer dos tratamentos (figura 8).

Tabela 4. Valores em média das medidas dos tecidos em seccdes transversais do
caule e raiz de plantulas de Vitex cymosa aos 45 dias de experimento, em diferentes
tratamentos. + desvio padréo.

Tratamentos
Medidas sem inundagao i;:‘ar:iiiff: inaub':_ﬂ:izo
Espessura do xilema secunddrio do caule (mm) 4,46 + 1,57 3,16 + 0,67 2,33+0,62
Diametro dos elementos de vaso no caule (um) 103,1+14,0 104,9 + 20,9 100,2 £ 21,3
Espessura do xilema secunddrio da raiz (mm) 3,63+1,18 3,36+ 0,51 1,60 £ 0,65
Espessura do floema secundario da raiz (mm) 0,67 £ 0,16 % 0,46 + 0,07 0,28 £ 0,02 *

Na mesma linha * mostram diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 7. Cortes transversais do caule de Vitex cymosa, A) plantula sem
inundacdo, B) plantula sob inundacdo gradativa e C) plantula inundada
abruptamente aos 45 dias de experimento. p = periderme, fs = floema
secundario, xs = xilema secundario,b M = medula, setas tecido
esclerenquimatico. Barra = 200 pm.
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Figura 8. Cortes transversais da raiz de Vitex cymosa, A) plantula
sem inundacdo, B) plantula sob inundacdo gradativa e C) plantula
inundada abruptamente aos 45 dias de experimento. p = periderme,
fs = floema secundario, xs = xilema secundario, xp = xilema. Barra =

200 pm.
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5.6. Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos demonstraram a presenca de amido tanto no caule
guanto na raiz de Vitex cymosa em todos os tratamentos aos 45 dias de inundacao.
E possivel verificar uma quantidade menor de grios de amido no caule das plantulas
inundadas abruptamente em relacao a raiz (figura 9). Os testes histoquimicos foram
negativos para compostos fenodlicos gerais de reserva e proteinas totais (tabela 5),
porém a reacdo € positiva nos tecidos secundarios caracterizando a possivel

presenca de compostos fendlicos estruturais.

Tabela 5. Testes histoquimicos em plantulas de Vitex cymosa aos 45 dias de
experimento.

Compostos
Substancia Amido fendlicos Proteina

sem inundagao

Caule ++ - -
Raiz ++ - -
inundagao gradativa

Caule ++ - -
Raiz ++ - -
inundagao abrupta

Caule + - -
Raiz ++ - -

Reacdo negativa (-); moderado positivo (+); fortemente positivo (++).
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Figura 9. Teste histoquimico de amido em plantulas de Vitex cymosa sob inundagéo abrupt
aos 45 dias de experimento. Presenca de grdos de amido (coloragdo roxa) no caule (A) e na
raiz (B). Barra= 50 pm.
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5.7. Teores de amido

Os teores de amido nas folhas aumentaram significativamente (p < 0,05) nas
plantulas sem inundacdo aos 45 dias de experimento, um valor médio de 59,87
pMg/mg. No tratamento de inundacdo gradativa e inundagdo abrupta também foi
possivel medir um aumento discreto nos teores de amido ao longo do experimento,
porém esses valores ndo foram significativos (figura 10). Mesmo ocorrendo
aumento, os teores de amido nas folhas foram os menores observados quando
comparados aos teores de amido no caule e raiz das plantulas do experimento
(figura 11 e 12).
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Figura 10. Teor de amido nas folhas de Vitex cymosa ao longo de 45 dias de
experimento. Médias seguidas de letras diferentes mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no mesmo dia.

O teor de amido no caule variou a cada coleta em todos os tratamentos
(figura 11). Nao foram encontradas diferencas significativas dentro dos tratamentos
ao longo do experimento, mas foi possivel observar que o teor de amido nas
plantulas sem inundacdo diminuiu no segundo dia de experimento (47,51 ug/mg), e
depois tendeu a crescer até os 45 dias (116,49 ug/mg). No tratamento de inundacéo
gradativa o teor de amido aumentou cerca de 50% no segundo dia de experimento
(131,91 pg/mg) e cerca de 95% aos 45 dias, sendo essa a maior concentracao
média observada nesse tratamento (168,12 ug/mg). As plantulas inundadas

abruptamente aumentaram os teores de amido no sétimo dia de inundacao (128,20
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pg/mg) e depois diminuiram consideravelmente aos 45 dias de experimento (27,22
Hg/mg).
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Figura 11. Teor de amido no caule de Vitex cymosa ao longo de 45 dias de
experimento. Médias seguidas de letras diferentes mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no mesmo dia.

Aos 45 dias de experimento houve diferenga significativa (p < 0,05) nos teores
de amido no caule entre as plantulas sob inundacéo gradativa e inundacdo abrupta
(figura 11), e esses teores foram significativamente menores em plantulas inundadas

abruptamente quando comparados as plantulas sem inundacao.

Na raiz ndo foram observadas alteracBes significativas em funcdo do
tratamento ao longo do tempo de experimento. Nas plantulas sem inundacéo
ocorreu uma diminuicdo até o sétimo dia (78,24 ug/mg) e um aumento aos 45 dias
de experimento (120,37 pg/mg). Na inundacédo gradativa ocorreu um aumento de
81% no segundo dia de experimento em relacdo ao primeiro, uma diminuicdo no
sétimo dia e aos 45 dias foram observadas concentracdes de amido equivalentes
(101,99 pug/mg) aquelas do primeiro dia de inundacéo (figura 12). O teor de amido na
raiz de plantulas inundadas abruptamente diminuiu de um valor médio de 99,45
Hg/mg no inicio do experimento para 63,40ug/mg ao final, sendo esse o menor teor
de amido observado em comparacdo aos outros tratamentos aos 45 dias de

experimento.
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Figura 12. Teor de amido na raiz de Vitex cymosa ao longo de 45 dias de
experimento. Médias seguidas de letras diferentes mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no mesmo dia.

5.8. Teores de acucares sollveis totais (AST)

Nas plantulas sem inundacédo os AST nas folhas tiveram uma diminuicao
significativa no segundo e no sétimo dia de experimento, e um aumento significativo
(p = 0,05) aos 45 dias. Ja as plantulas inundadas gradativamente tenderam a
diminuir os teores de AST nas folhas sendo essa reducéo significativa aos 45 dias

de experimento (p < 0,05), em comparacao as plantulas sem inundacéo (figura 13).
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Figura 13. Teor de agUcares soluveis totais (AST) nas folhas de Vitex
cymosa ao longo de 45 dias de experimento. Médias seguidas de letras
diferentes mostram diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no
mesmo dia. 35



As plantulas inundadas abruptamente nao apresentaram diferencas
significativas nos teores de AST nas folhas ao longo do experimento, mas os teores
médios diminuiram nos sete primeiros dias de experimento (figura 13). Aos 45 dias,
a maioria dessas plantulas perdeu as folhas.

Os teores de AST no caule diminuiram no segundo e sétimo dia e os
maiores valores médios foram medidos aos 45 dias de experimento (212,33 pg/mg)
nas plantulas sem inundagcé&o. No tratamento de inundacdo gradativa os teores de
AST no caule ndo variaram significativamente, com uma média de 142,42 pg/mg no
inicio do experimento e 166,49ug/mg ao final (figura 14).
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Figura 14. Teor de acgUcares soluveis totais (AST) no caule de Vitex cymosa
ao longo de 45 dias de experimento. Médias seguidas de letras diferentes
mostram diferencga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos no mesmo dia.

Os AST no caule de plantulas sob inundacdo abrupta ndo variaram
significativamente ao longo do tempo de experimento (figura 14), mas houve uma
diferenca significativa (p < 0,05) aos 45 dias, em comparacdo as plantulas néo
inundadas. Nesse dia, as plantulas abruptamente inundadas apresentaram o0s
menores teores de AST (109,90 pug/mg).

As plantulas sem inundacdo diminuiram os AST na raiz no segundo e
sétimo dia e alcancaram os maiores valores médios aos 45 dias de experimento
(figura 15). Na raiz os valores de AST né&o variaram de forma significativa nas

plantulas inundadas gradativamente ao longo do tempo. Ao término dos 45 dias de
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inundagéo, os valores estavam similares aos encontrados no primeiro dia, 135,41 e
138,46 pug/mg, respectivamente. As plantulas sob inundagéo abrupta mostraram uma
reducdo significativa (p < 0,05) aos 45 dias de inundagcdo em comparagdo ao
primeiro dia (figura 14).
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Figura 15. Teores de acucares sollveis totais (AST) na raiz de Vitex cymosa
ao longo de 45 dias de experimento. * mostram diferenga significativa (p <
0,05) no mesmo tratamento ao longo do tempo.

6. DISCUSSAO

6.1. Propriedades fisicas e quimicas da agua nos tanques de inundacao

No ambiente de varzea normalmente o pH da agua € proXimo a neutro
(Prance, 1979; Furch, 1984). Porém, nos tanques do experimento o pH da agua, ao
contrario do ambiente em que foram coletadas as sementes destas plantulas, foi
acido. A espécie Vitex cymosa além de ocorrer na varzea baixa também pode ser
encontrada nos rios de agua preta onde o pH € acido (Worbes, et al., 1992). Assim,
a acidez da agua provavelmente ndo é uma condicdo desfavoravel para essas
plantulas. A temperatura da agua nos tanques nado diferiu significativamente da
temperatura dos rios, onde o volume de agua é maior e a correnteza intensa (Sioli,
1985). J& o teor de oxigénio dissolvido encontrado na agua dos tanques foi maior

guando comparado aos rios de agua branca e agua preta. No entanto, ndo houve
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diminuicdo significativa nos teores de oxigénio dissolvido na 4gua ao longo do
experimento. Dificilmente o oxigénio dissolvido na dgua estava disponivel e poderia
ser utilizado pelas plantulas, ja que, a difusdo da particula de oxigénio é cerca de
10.000 vezes menor na 4gua do que no ar (Armstrong, 1979).

6.2. Respostas a inundagdo: crescimento, biomassa, niumero de folhas e
fluorescéncia da clorofila a.

6.2.1. Crescimento

As plantulas de Vitex cymosa sem inundagdo continuaram crescendo em
altura durante o experimento, porém os valores da taxa de crescimento relativo
(TCR) em todos os tratamentos indicam um crescimento muito lento. A mesma
espécie foi observada em ambiente natural, e ndo apresentou incremento em altura
significativo apos 390 dias (Oliveira Wittmann et al., 2010). Isso demonstra que
mesmo no ambiente natural as plantulas de Vitex cymosa tém uma taxa de
crescimento lenta.

Quando inundadas as plantulas de Vitex cymosa pararam de investir em
crescimento, assim como ja relatado para outras espécies de areas alagaveis
submetidas a variados periodos de inundacdo (Davanso-Fabro et al., 1998; Mielke et
al., 2003; Maurenza et al., 2009; Maurenza et al., 2012; Martinez et al., 2011; Carmo,
2013; Goncalves et al., 2013). As plantulas que foram inundadas gradativamente
continuaram crescendo até a completa submersdo no décimo dia, quando a altura
estacionou em 18,8 cm. Ferreira (2006) descreve que plantulas de Himatanthus
sucuuba inundadas apenas nas raizes tiveram crescimento continuo, mantido
possivelmente pelo processo fotossintético que ainda ocorria nas folhas.
Possivelmente 0 mesmo ocorreu com as plantulas de Vitex cymosa sob inundacéo
gradativa nos primeiros dias, enquanto as folhas ainda estavam acima da agua.

Ja as plantulas abruptamente inundadas pararam de crescer em altura aos
cinco dias de experimento (figura 2). O mesmo ocorreu com plantulas de Vitex
cymosa e outras espécies de varzea submetidas a 90 dias de submerséo total, nas
guais a paralizacdo do crescimento ocorreu logo na primeira semana e retomaram o

crescimento apods o final da inundacédo (Parolin, 2001). A paralisacao do crescimento

38



durante a inundagédo ocorre provavelmente para suprir os custos do metabolismo
anaerdébico (Crawford, 1992; Medri et al., 2007).

O incremento em diametro do caule de Vitex cymosa também foi paralisado
nas plantulas inundadas. O mesmo ocorreu com Cecropia pachystachya em 30 dias
de experimento (Batista et al., 2008). O metabolismo pode ser um dos principais
responsaveis pela paralizacdo do crescimento das plantulas de V. cymosa como
sera discutido posteriormente.

6.2.2. Biomassa

Em relacdo a biomassa, as plantulas de V. cymosa sem inundacgéo tiveram
acréscimo significativo, tanto no caule quanto na raiz, apds 45 dias de experimento.
Enquanto as plantulas inundadas, gradativa e abruptamente, diminuiram 33%, e
42% da biomassa, respectivamente, em relacdo aquelas sem inundacdo. A
diminuicdo na incorporacdo de biomassa pelas plantulas reflete as condigbes em
gue essas se encontravam e pode ser uma consequéncia a reduzida capacidade de
absorcao de nutrientes do solo pelas raizes, afetada pela baixa disponibilidade de
oxigénio (Kozlowski, 1997; Pezeshki, 1999; Pezeshki, 2001).

As plantulas sob inundacéo gradativa apresentaram acréscimo de biomassa
tanto na raiz quanto no caule até o sétimo dia (tabela 2). Worbes (1997) sugere que,
em individuos adultos, o transporte reduzido de agua e nutrientes pode ser
compensado pela alta producédo de biomassa nas raizes, nho comeco da inundacao.
Porém, ndo é possivel afirmar que as plantulas de Vitex cymosa tiveram alta
producdo de biomassa ja que o acréscimo observado ndo foi estatisticamente
significativo (p < 0,05). Além disso, tanto as plantulas sob inundacdo gradativa
guanto sob inundacdo abrupta diminuiram a incorporacdo de biomassa do caule e
da raiz aos 45 dias. E provavel que em ambas as condi¢cdes de inundacdo houve
decréscimo nas concentracfes de oxigénio presentes no solo aos 45 dias, que pode
ter acarretado em perda na producdo de biomassa (Schmull & Thomas, 2000;
Kozlowski, 2002).
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6.2.3. Numero de folhas

As plantulas sob inundagéo gradativa e abrupta perderam suas folhas
paulatinamente ao longo do experimento. Algumas espécies mantém as folhas
guando submersas enquanto outras, como a Vitex cymosa, sao deciduas e perdem
totalmente as folhas durante a cheia dos rios (Schongart et al., 2002). As plantulas
de Vitex cymosa sob inundacédo abrupta perderam 70% das folhas apos 45 dias de
experimento. Parolin (2001) descreve que plantulas de V. cymosa perderam 100%
das folhas quando submetidas a 90 dias de submersao total. Isso mostra que o
tempo de vida das folhas em plantulas de Vitex cymosa pode variar de acordo com a
duracdo da inundacdo. A perda de folhas é descrita como uma estratégia que
possibilita a algumas espécies sobreviver a fase aquatica em um estado de
dorméncia (De Simone et al., 2003). Pode-se dizer que neste experimento as
plantulas inundadas néo fugiram a este comportamento ja que, além da perda de
folhas, também apresentaram diminuicdo da biomassa, menor TCR e estagnacéo do

crescimento, principalmente quando submetidas a inundacéo abrupta.

6.2.4. Fluorescéncia da clorofila a

As plantulas sem inundacdo mostraram valores médios de Fv/Fm entre 0,80 e
0,83 durante todo o experimento. Esses valores indicam que n&o houve, em
gualquer momento, dano ao aparato fotossintético (Bolhar-Nordenkampf & Oquist,
1993). O mesmo foi observado em outras plantulas de varzea submetidas a uma
situacao de rega diaria (Parolin, 2001; Mielke et al., 2003; Maurenza, 2007; Oliveira
Wittmann, 2007; Parolin et al., 2010a; Maurenza et al., 2012; Goncalves et al.,
2012).

As plantulas inundadas, gradativa e abruptamente, apresentaram valores
médios de Fv/Fm similares as plantulas sem inundacao até o sétimo dia. No entanto,
houve uma diminuicdo desses valores aos 45 dias de inundacdo, contudo essa
reducdo nao ultrapassou o valor de 0,6 mantendo-se acima dos valores de danos
irreversiveis (Bolhar-Nordenkampf & Oquist, 1993). Em Pouteria glomerata o
decréscimo nos valores de Fv/IFm foi observado somente apdés 120 dias de
submerséao total, mas essa espécie manteve as folhas durante todo o experimento
(Maurenza et al., 2012). Como relatado anteriormente, as plantulas submetidas a

inundacdo foram perdendo gradualmente as folhas. Em Genipa spruceana valores
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muito baixos da razado Fv/Fm foram observados antes da perda completa das folhas,
j& com 30 dias de submerséo total (Goncalves et al., 2012). Os valores observados
nas folhas restantes de Vitex cymosa nao sao caracteristicos de danos irreversiveis
ao aparato fotossintético. Desta forma, é possivel afirmar que em todas as plantulas
desse experimento a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il ndo foi comprometida.

De modo geral, a fluorescéncia de clorofila a né&o apresentou diferenca
marcante entre a inundacdo gradativa e abrupta. As duas condigcbes mantiveram
valores similares de Fv/Fm e diminuiram aos 45 dias de experimento. Em um
trabalho com individuos adultos de Symmeria paniculata, realizado em campo por
Waldhoff et al. (2002), durante 180 dias ndo houve correlagdo entre a alteragao dos
niveis de agua e os valores de Fv/Fm. O mesmo pode ser afirmado para o periodo

em que as plantulas de V. cymosa estiveram submersas.

6.3. Anatomia e histoquimica

As plantulas de Vitex cymosa apresentaram, em média, elementos de vaso
com tamanhos similares entre os tratamentos. Alguns trabalhos observaram que o
diametro dos elementos de vaso diminui nas plantas submetidas a inundacao
(Batista et al., 2008; Medri et al., 2007). Ao contrario dessas plantas, a inundacao
nao influenciou no didmetro dos elementos de vaso de V. cymosa o que pode ter
garantido um fluxo normal de agua nesse periodo. No entanto, a espessura do
xilema secundario foi menor no caule e na raiz das plantulas submetidas aos dois
tratamentos de inundacdo. De Sousa et al. (2013) sugerem que em plantulas
inundadas de Garcinia brasiliensis a reducdo do crescimento de tecidos do xilema,
como fibras, pode ser uma estratégia para poupar energia e favorecer a producéo de
outros tecidos. Em V. cymosa o crescimento em diametro do caule paralisou durante
a inundacao e essas plantulas provavelmente investiram na manutencdo do seu
metabolismo.

Na raiz das plantulas inundadas abruptamente houve uma visivel
compactacdo do floema. Outros trabalhos apontaram menor desenvolvimento de
tecido floematico quando as plantas foram submetidas a inundacao (Davanso-Fabro
et al., 1998; Psicchio et al., 2010). O floema é o principal tecido de conducdo de
materiais organicos e inorganicos, como aminoacidos, lipidios e principalmente

carboidratos (Machado & Guerreiro, 2012). Durante a inundacao poderia ocorrer
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uma reducdo no transporte do floema acarretando um acamulo de amido nas folhas
(Liao & Lin, 2001; Kreuzwieser et al.,, 2004). Neste experimento nao ocorreu
acumulo de amido nas folhas, mas uma diminui¢cdo nos teores de amido e agucares
soliveis nas raizes foi observada nas plantulas inundadas. Dentre outros fatores, a
compactacdo das células do floema na raiz pode ter reduzido o transporte de
aclcares até esse 0Orgdo e, consequentemente, os teores encontrados foram
menores.

Nos testes histoquimicos foram verificados graos de amido no caule e na raiz
das plantulas de V. cymosa. O amido é uma substancia de reserva que sob anoxia é
utilizada para a manutencédo do metabolismo e alteracdes morfoanatdomicas (Medri
et al., 2007; Piedade et al., 2010). No teste histoquimico de compostos fendlicos, foi
observada reacao positiva nas paredes secundarias do xilema, o que pode indicar a
presenca de lignina. Davanso-Fabro et al. (1998) sugerem que um maior grau de
lignificacao de células do xilema pode proporcionar resisténcia a pressao nos tecidos
provocada pela coluna de agua durante o alagamento. No entanto, ndo foi possivel
observar uma diferenca marcante entre as plantulas inundadas e as plantulas sem
inundacao nesse experimento. Os testes foram negativos para proteinas de reserva.
As proteinas estdo associadas aos tecidos de desenvolvimento e/ou crescimento
como parénquimas em geral, e esse resultado reafirma que as plantulas de V.
cymosa encontravam-se anatomicamente em crescimento secundario com um ano
de idade.

Em muitas espécies de areas alagaveis amazoénicas, adaptacdes anatdmicas
como lenticelas e raizes adventicias sdo observadas durante o periodo de
inundacdo, o que facilita as trocas gasosas entre 0 meio externo e o interior da
planta (Kozlowski, 2002; Parolin & Wittmann, 2010; Piedade et al., 2010; Cavalcante
et al., 2015). Sob nenhuma das condicbes analisadas neste experimento as
plantulas desenvolveram essas estruturas. Segundo Visser & Voesenek (2004),
guando as plantas estdo sujeitas a uma inundac¢ao de longo prazo investem mais em
estruturas que ajudam a reestabelecer o abastecimento de oxigénio para as partes
submersas, ao contrario das plantulas inundadas por pouco tempo, onde o
metabolismo anaerdbico pode em parte superar a baixa producéo de energia. Neste

estudo as plantulas de V. cymosa permaneceram pouco tempo com a parte aérea
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em contato com o ar, sofrendo logo submersdo total. Assim, possivelmente a

duracgéo da inundacao néo foi suficiente para a formacéo dessas estruturas.

6.4. Andlise bioquimica

Nesse experimento, as plantulas de Vitex cymosa apresentaram um sultil
aumento no teor de amido nas folhas. Algumas plantas submetidas a inundacédo
podem acumular amido nas folhas (Wanple & Dawis, 1983; Chen et al., 2005),
devido a reducdo da translocacdo de carboidratos pelo xilema (Kreuzwieser et
al.,2004), como consequéncia ao declinio do metabolismo na raiz (Gravata & Kirb,
1998). Em ambiente natural, arvores de Eschweilera tenuifolia e Symmeria
paniculata aumentaram até cinco vezes os teores de amido nas folhas no periodo
alagado quando comparados a estacéo seca (Rengifo et al., 2005). As plantulas de
Senna reticulata também mostraram acumulo significativo de amido nas folhas sob
inundacdo artificial (Arenque-Musa, 2014), o que ndo ocorreu nesse estudo.
Contudo, o periodo de inundagdo dos estudos mencionados acima foi superior ao
deste, 120 e 90 dias respectivamente.

Os teores de amido nas folhas ao longo deste experimento ndo ultrapassaram
60 pg/mg em todas as condicOes experimentais. Isso mostra que as plantulas de
Vitex cymosa tinham valores de amido nas folhas relativamente baixos em relacao
as outras partes da plantula. Sabe-se que arvores deciduas produzem novas folhas
em florestas temperadas a um elevado custo de carboidratos de reserva (Kozlowski,
1992). A espécie Vitex cymosa perde totalmente as folhas quando submersa por um
periodo de quatro meses (Parolin, 2001) e provavelmente a baixa estocagem de
amido nas folhas dessas plantulas esté ligada a sua fenologia.

O maior acumulo de amido nas plantulas de Vitex cymosa sob inundacédo
gradativa foi percebido no caule aos 45 dias, o que também foi observado por
Ribeiro (2014), que submeteu a mesma espécie a 90 dias de inundacao nas raizes.
Ja as plantulas inundadas abruptamente apresentaram um declinio significativo nos
teores de amido no caule. Em duas espécies estudadas por Schuter & Crawford
(2001) o conteudo de carboidratos ndo soluveis (como o amido) diminuiu
rapidamente no rizoma sob anoxia, enquanto manteve-se relativamente estavel nas
folhas. Eles sugerem que a alimentacao de carboidratos do caule estaria ativa, o que

poderia auxiliar a sobrevivéncia dessas espécies em condi¢cdes anaerdbicas.
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Em plantulas de Vitex cymosa que nao estiveram inundadas as
concentragbes de amido na raiz se mostraram elevadas aos 45 dias de experimento.
A capacidade de armazenar amido na raiz durante o crescimento € reportada como
a principal vantagem de algumas espécies amazbnicas antes do periodo de
inundacédo, de forma a garantir a respiracdo durante esse periodo (Scarano et al.,
1994).

As plantulas sob inundacéo gradativa apresentaram valores de amido na raiz
equivalentes aos encontrados no primeiro dia de experimento. O mesmo ocorreu
com a espécie Garcinia brasiliensis inundada parcialmente, que manteve os teores
de amido na raiz ao longo do experimento e sé apresentou decréscimo apés 90 dias
nessa condicao (De Souza et al., 2013). Ja a inundacao abrupta levou a diminuicdo
do amido na raiz de Vitex cymosa aos 45 dias. Da mesma forma ocorreu em
plantulas de Himatanthus sucuuba apds 30 dias (Ferreira et al., 2009a) e em
plantulas de Eugenia inundata, apds 90 dias sob submerséo total (Carmo, 2013).
Algumas espécies utilizam rapidamente as reservas de carboidratos em resposta a
inundacdo para alimentar a respiracdo anaerObica (Ferreira et al.,
2009b).Provavelmente 0 mesmo ocorria com plantulas de Vitex cymosa sob
inundacao abrupta aos 45 dias de inundacéo

A diminuicdo nas concentracfes de amido na raiz das plantulas inundadas
abruptamente ocorreu junto com uma diminuicdo significativa nos teores de
acucares soluveis. Geralmente as plantas acumulam acucares soluveis na raiz na
fase inicial da inundacdo (Su et al., 1998; Liao & Lin, 2001; Crawford, 2003;
Herschbach et al., 2005; Jaeger et al., 2009). No 7° dia de experimento esses teores
foram, em média, maiores do que nas plantulas sem inundacdo, mas tenderam a
diminuir aos 45 dias. Oliveira et al., 2013 verificaram que plantulas de Vitex cymosa
apresentam menores teores de carboidratos (agUcares e amido) na raiz apos 30 dias
de submersao, assim como neste experimento.

Ao final do experimento, percebe-se que as plantulas abruptamente
inundadas apresentaram teores de aguUcares totais com pouca variacdo no caule.
Alguns AST especificos, como a sacarose, a frutose e a galactose, agem como
nutrientes e sao importantes sinalizadores metabdlicos em situacdes de estresse
(Coueé et al., 2006) e provavelmente foram armazenados pelas plantulas de V.

cymosa para essas finalidades.
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As plantulas sob inundacdo gradativa e abrupta apresentaram teores de
amido e AST distintos em cada 6rgdo ao final do experimento. Diversos trabalhos
relatam que a utilizacdo de carboidratos € diferente entre plantas tolerantes e
intolerantes diante da escassez de Oz (Angelov et al.,1996; Albrecht et al., 1997;
Gravatt & Kirb, 1998; Ferner et al., 2012). E alguns experimentos mostram que 0s
teores de acucares também diferem quando uma espécie tolerante é submetida a
diferentes niveis de inundacéo (Ferreira et al.,2002; Carmo, 2013).

E possivel que nas plantulas sob inundacédo abrupta os aclcares tenham
sido consumidos para atender a respiracdo nas raizes, que sdo 6rgaos que respiram
intensamente e utilizam os carboidratos provenientes da parte aérea e armazenados
na raiz para se manter vivas (Buckeridge et al., 2012). Essas raizes provavelmente
se encontravam privadas de Oz, jA que o0 oxigénio contido no solo € escasso apds
algum tempo de alagamento total (Schulze et al., 2005). Ao mesmo tempo as
plantulas inundadas gradativamente apresentaram em todos 0S seus
compartimentos teores de carboidratos, maiores do que as plantulas sob inundacéao
abrupta. Plantulas de Vitex cymosa inundadas apenas na raiz mantém a atividade
fotossintética (Parolin, 2001). Isso provavelmente ocorreu na inundagdo gradativa,
durante os primeiros dias de experimento, possibilitando que o metabolismo do
carbono estivesse ativo, e permitiu a producdo e armazenamento principalmente de
amido no caule e possivelmente sacarose na raiz, antes de estarem totalmente
submersas. Isso pode ser confirmado pelo notavel aumento de amido e agucares

soluveis em todos os 6rgaos de V. cymosa no segundo dia de inundacgéo gradativa.
6.5. Recuperacgéo

Ao sairem das condi¢des de inundacao gradativa e abrupta as plantulas de V.
cymosa retomaram o crescimento em altura, em diametro do caule e em producéo
de folhas. A capacidade de crescimento rapido, de resistir a lesbes e a re-
aclimatacdo as condicOes terrestres ap0s a submersdo, sdo cruciais para 0 sucesso
do estabelecimento de espécies em areas alagaveis (Luo et al., 2011). Diversas
espécies de plantulas de varzea, quando submetidas a inundacéo artificial, retomam
o desenvolvimento apés sairem dessa condicao (Kolb et al., 1998; Parolin, 2001;
Davanso et al., 2002; Ferreira et al., 2007; Maurenza et al., 2009; Carmo, 2013;

Pires, 2015). No periodo de recuperacdo, a taxa de crescimento desta espécie
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voltou a ser similar a das plantulas que ndo foram submetidas a inundacgéo. Isso
mostra que Vitex cymosa, ndo teve seu desenvolvimento comprometido apds 45
dias de inundacdo. O mesmo foi observado para essa espécie em outros
experimentos apos diferentes periodos de inundacédo (Parolin, 2001; Ribeiro, 2014).

As plantulas que estiveram inundadas produziram novas folhas ao longo de
60 dias fora dessa condicdo. Geralmente individuos adultos de espécies
caducifélias, como V. cymosa formam folhas novas no final do periodo de
submersdo no ambiente natural (Schongart et al., 2002). Assim, era esperada a
formacdo de novas folhas pelas plantulas dessa espécie ao sair da condi¢cdo de
submerséao. No entanto, houve uma diferenca significativa entre os tratamentos. As
plantulas antes submetidas a inundacao gradativa tiveram um salto na producéo de
folnas quando comparadas as plantulas da inundacdo abrupta. Aquelas da
inundagdo gradativa apresentaram em meédia cinco vezes mais folhas do que a
guantidade que tinham ao final da inundacao, e superaram o numero de folhas que
possuiam no inicio do experimento.

Embora alguns trabalhos induzindo inundacao artificial tenham monitorado a
recuperacdo das plantas apds a inundacdo, a producdo de folhas ndo € um
parametro normalmente relatado. A produtividade foliar pode ser importante no
periodo poés-inundacdo, para compensar a reducdo na fixacdo de carbono que
ocorreu durante o alagamento (Rodriguez et al.,2015). Em experimento realizado por
Oliveira Wittmann (2007) Laetia corimbulosa produziu dez vezes o numero de folhas
iniciais um més apos ser retirada da inundacédo gradativa e teve uma producao
superior em relacéo a outras condi¢cdes impostas. Em relacdo a producdo de novas
folhas, as plantulas de V. cymosa que estiveram sob inundacédo gradativa tiveram
uma recuperacdo mais rapida do que as plantulas sob inundacdo abrupta, e
produziram mais folhas que as plantulas sem inundacao.

As plantulas de V. cymosa na inundacédo gradativa permaneceram totalmente
submersas por 10 dias a menos que as plantulas da inundacdo abrupta. Sabe-se
gue o numero de dias de alagamento e suas condi¢cdes se refletem nas respostas
apresentadas pelas plantas (Cavalcante et al., 2015). Além disso, € possivel que a
inundacdo gradativa possa proporcionar um periodo de aclimatacdo para estas
plantulas, enquanto o nivel da agua no tanque sobe aos poucos a cada dia e elas

tém parte do caule e das folhas fora da agua (Oliveira Wittmann, 2007). A

46



aclimatagcdo esta envolvida diretamente com sinais internos e externos, como a
concentracdo de oxigénio, que € alterada durante a inundacao (Visser & Voesenek,
2004). Assim, as plantulas sob inundacdo gradativa ainda mantém contato direto
com o oxigénio atmosférico e com a luz solar por um tempo maior, podendo realizar
fotossintese e investir em crescimento, ao contrario das plantulas totalmente
submersas (Parolin, 2009). As plantulas que estiveram sob inundacgéo abrupta
mostraram uma diminui¢do significativa na biomassa e pararam de crescer logo no
inicio do experimento. Isso pode ter contribuido para que a producao de folhas fosse
mais lenta no periodo de recuperacao.

As duas condi¢Bes de inundacdo impostas as plantulas de Vitex cymosa
foram superadas apés 60 dias de observacao, pois todas sobreviveram, confirmando
a hipotese a, e retomaram seu desenvolvimento (crescimento em altura, producéo
de folhas). As respostas registradas para 0s parametros monitorados nesse
experimento indicam que a inundacdo gradativa pode permitir as plantulas o
desenvolvimento de respostas mais vantajosas para suportar o periodo de

submersao.

7. CONCLUSOES

(]

A inundacédo gradativa permitiu o crescimento em altura e o consequente
aumento de biomassa das plantulas, o que ndo ocorreu com as plantulas da
inundacao abrupta.

¢ Modificacdes anatdmicas foram observadas apenas nas plantulas submetidas
a inundacdo, mesmo com apenas 45 dias de alagamento, especialmente a
compactacao do floema na raiz das plantulas sob inundacao abrupta.

e Ao final do experimento as plantulas submetidas a inundacdo gradativa
mostraram teores de amido e acuUcares sollveis totais maiores do que as
plantulas sob inundacéo abrupta.

e A recuperacao no periodo de 60 dias foi mais rapida para as plantulas sob
inundacao gradativa, o niumero de folhas novas produzidas foi maior do que o
das plantulas sob inundacédo abrupta, superando até mesmo aquelas sem
inundacao.

o Com base na analise conjunta das respostas morfofisioldgicas, anatbmicas e

bioquimicas apresentadas, o curto periodo sem alagamento ocorrido na
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inundagdo gradativa, como ocorre no ambiente natural, provavelmente
funcionou como um periodo de aclimatacdo para as plantulas de V. cymosa

enfrentarem com menos prejuizos a submersdo completa.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para confirmar se héa diferencas morfofisioldgicas e bioquimicas advindas da
aclimatacao proporcionada pela inundacao gradativa versus inundagcao abrupta, séo

necessarias outras formas de abordagem em experimentos futuros:

e |nundar a mesma espécie de forma gradativa e abrupta por um periodo mais
longo, com monitoramento durante o periodo de inundacdo que ocorre no
ambiente natural;

¢ Inundar a mesma espécie testando idades distintas com 30, 90 e 120 dias de

idade apés a germinacao;
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