INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE E
CONSERVACAO

RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS DE Inga
cylindrica (VELL.) MART. A INUNDACOES SIMULADAS

Autora: Thais Cristina Sousa de Oliveira
Orientador: Dr. Sebastido Carvalho VVasconcelos Filho
Coorientadores: Dr. Arthur Almeida Rodrigues e Dr. Leandro Carlos

RIO VERDE - GO
Fevereiro 2020



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE E
CONSERVACAO

RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS DE Inga
cylindrica (VELL.) MART. A INUNDACOES SIMULADAS

Autora: Thais Cristina Sousa de Oliveira
Orientador: Dr. Sebastido Carvalho VVasconcelos Filho

Coorientadores: Dr. Arthur Almeida Rodrigues e Dr. Leandro Carlos

Dissertacdo apresentada como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de MESTRE EM
BIODIVERSIDADE E CONSERVAQAO, ao
Programa de Poés-Graduagdo em Biodiversidade e
Conservacao do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio
Verde -Area de Concentracdo: Conservagio dos

Recursos Naturais.

RIO VERDE - GO
Fevereiro — 2020



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Ciados Internacionais de Catalogagio na Publicagao (CIP)

Sistema Integ:radu de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

oo48r

Oliwveira, Thals Cristina Sousa de

Respostas Morfoanatdmicas e Fisioldgicas de Inga
cylindrica (Vell.) Mart. a InundagSes Simuladas f
Thais Cristina Sousa de Cliveiraj;orientador Sebastido
Carvalho Vasconcelos Filho; co-orientader Arthur

Almeida Rodrigues. -—- Rio Verde, 2020.

30 p.

Dissertacic | em Mestrado em Bicdiwversidade e
Conservacdo) -- Institute Federal Goiano, Campus Rio

Verde, 2020,

1. fisiologia Vegetal. 2., caracteristicas
anatdmicas. 3. fluorescéncia da clercfila a. 4.
trocas gasosas. I. Filho, Sebastidc Carvalho
Wasconcelos , corient. II. Rodrigues, Arthur Almeida,
co—orient. III. Titula.

Rezsponsdvel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Biblictecario-Documentalista CRB-1 n*23T6




onn
(1|
=II INSTITUTO FEDERAL

Goiano L L
Repositorio Institucional do IF

Goiano - RIIF Goiano

Sistema Integrado de Bibliotecas

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR PRODUCOES TECNICO-
CIENTIFICAS NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DO IF GOIANO

Com base no disposto na Lei Federal n® 9.610/98, AUTORIZO o Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano, a disponibilizar gratuitamente o documento no Repositdrio Institucional do IF Goiano (RIIF Goiano), sem
ressarcimento de direitos autorais, conforme permissdo assinada abaixo, em formato digital para fins de leitura,
download e impressdo, a titulo de divulgacdo da produgdo técnico-cientifica no IF Goiano.

Identificagcdo da Producéo Técnico-Cientifica

[ 1 Tese

[X] Dissertacéo

Monografia — Especializagéo

TCC - Graduagao

Produto Técnico e Educacional - Tipo:

Artigo Cientifico

Capitulo de Livro

Livro

Trabalho Apresentado em Evento

———
—_ e

— r———
—_ e

Nome Completo do Autor: Thais Cristina Sousa de Oliveira

Matricula: 2018102310840089

Titulo do Trabalho: RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS DE Inga cylindrica (VELL.) MART.
A INUNDACOES SIMULADAS

Restricdes de Acesso ao Documento

Documento confidencial:  [x] Ndo [ ] Sim, justifique:

Informe a data que poderd ser disponibilizado no RIIF Goiano: 15/06/2020

O documento esté sujeito a registro de patente? [ ] Sim [X] Néo
O documento pode vir a ser publicado como livro? [ ] Sim [X] Néo

DECLARACAO DE DISTRIBUICAO NAO-EXCLUSIVA

O/A referido/a autor/a declara que:

1. o0 documento é seu trabalho original, detém os direitos autorais da producéo técnico-cientifica e ndo infringe
os direitos de qualquer outra pessoa ou entidade;
2. obteve autorizacdo de quaisquer materiais inclusos no documento do qual ndo detém os direitos de autor/a,

para conceder ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano os direitos requeridos e que este
material cujos direitos autorais séo de terceiros, estdo claramente identificados e reconhecidos no texto ou contetdo
do documento entregue;

3. cumpriu quaisquer obrigac@es exigidas por contrato ou acordo, caso 0 documento entregue seja baseado em
trabalho financiado ou apoiado por outra instituicdo que ndo o Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano.

RIO VERDE, 16/06/2020
Local Data

T@;Bf\c:ﬂ) 'fnhqt\dm E)c«s-aru @/E Ll}[JL'uit}\o_

Assinatura do Autor e/ou Detentor dos Direitos Autorais
Ciente e de acordo
i;ka:‘—\;’—‘;(\. (\ S \j’_" f ¢ L,?\

Sebastiao Carvalho Vasconcelos Filho
Assinatura do Orientador




INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE POS-GRADUACAO, PESQUISA E INOVACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE E
CONSERVACAO

RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E FISIOLOGICAS DE
Inga cylindrica (VELL.) MART. A INUNDACOES SIMULADAS

Autora: Thais Cristina Sousa de Oliveira
Orientador: Sebastido Carvalho Vasconcelos Filho

TITULACAO: Mestre em Biodiversidade e Conservagdo — Area de
concentra¢do Conservagdo dos Recursos Naturais.

APROVADA em 28 de fevereiro de 2020.

LJLUCn Qx[\m&/' > Mt AN

Prof.® Dr.4 Juliana de Fatima Sales Prof. Dr. Wilker Alves Morais
Yaliadora externa Avaliador externo
IF Goiano / Rio Verde IF Goiano / Rio Verde

o “ .

Prof. Dr. Sebastido Carvalho Vasconcelos Filho
Presidente da Banca
IF Goiano / Rio Verde



DEDICO ESTE TRABALHO

Dedico a Deus pela oportunidade. A minha
familia primeiramente por todo apoio e
incentivo durante minha jornada em especial
meus pais que me ajudaram em todos os
momentos. A0  meu  orientador e
coorientadores  que  transmitiram  seus
conhecimentos e me guiaram na direcdo

correta. E a todos que esteve ao meu lado.



AGRADECIMENTOS

“Agradeco a Deus em primeiro lugar pela protecdo, por me sustentar, por
sempre estar comigo me trazendo paz e demonstrar que estd no controle de todas as
situacOes, pelas bengdes e por ter me permitido viver esta experiéncia.”

“Agradeco minha mée Francisca por ter me apoiado, me incentivado todos 0s
dias desde sempre, por me mostrar que eu poderia fazer qualquer coisa que quisesse,
pelas oracOes e por todo esforgco que fez por mim.”

“Agradeco meu pai Jucimar pelos conselhos, pela ajuda cujo sempre fez o
possivel e o impossivel para me levar a faculdade todas as vezes que precisei e por todo
apoio desde o inicio da minha vida académica.”

“Agradeco todos os meus familiares e amigos que contribuiram para minha
formacdo de forma direta e indiretamente, que sempre me ouviram quando foi preciso
me acalmando nos meus momentos de aflicdo. Em especial a minha tia Cleonice e meus
amigos Ana Paula e André.”

“Agradeco meu noivo Lucas que me acompanha desde a graduacao, que sempre
me apoiou e me incentivou a iniciar o mestrado, que foi minha base e terapeuta nos
momentos dificeis que ndo me deixou desistir, que sempre me dizia constantemente
“Vocé€ pode fazer tudo que os outros fazem e ainda pode fazer melhor!”agradeco
imensamente por todas as palavras vou sempre me lembrar.”

“Agradeco meu orientador Sebastido Carvalho, por toda ajuda, por ter me
orientado, me ensinado, por transmitir sua sabedoria e por sempre estar disponivel para
retirar minhas duvidas todas as vezes que precisei. Meu muito obrigado professor!”

“Agradeco o pessoal do Laboratério de Anatomia Vegetal que fizeram parte da
minha trajetéria, Taline, Thais Andrade, Douglas e Bethania. Estendo meu
agradecimento ao Dr. Arthur Almeida e o professor Dr. Leandro Carlos por terem sido
meus coorientadores, por me ajudar sempre que precisei e principalmente me auxiliado
com meu experimento. Obrigado a todos!”

“Agradeco as Dr? Gisele Menino, Dr. Patricia Oliveira e Dr2. Kelly por terem
me incentivado durante a graduacao a iniciar o0 mestrado sem voceés isso ndo teria sido
possivel.”

“Agradeco todos os professores do Programa de Pds-Graduagdo em
Biodiversidade e Conservacdo pela disponibilidade, ajuda e compreensédo durante a
minha jornada académica. Estendo meus agradecimentos aos professores do curso de

Ciéncias Biologicas do Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde, pela sabedoria,



Vi

competéncia, dedicacao e transmissdo de ensinamentos fornecidos na época que cursei
minha graduacgéo.”

“Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG) pela
bolsa de estudos concedida.”

“Enfim gratiddo a todos por ter feito parte da minha trajetoria, pela contribuicao

que fizeram para que eu pudesse chegar até aqui. Gratiddo a cada um de vocés!”

MUITO OBRIGADA!



vii

BIOGRAFIA DA AUTORA

Thais Cristina Sousa de Oliveira filha de Jucimar de Oliveira e Francisca Sousa
de Oliveira. Natural da cidade de Rio Verde, nascida em 16 de janeiro de 1996 no
estado de Goias.

Sua formacéo iniciou no ano de 2014, no curso de Licenciatura em Ciéncias
Bioldgicas pelo Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, e graduou-se em
fevereiro de 2018. Ingressou no curso de mestrado no programa de pds-graduacdo em
Biodiversidade e Conservacao também no Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde

em marco de 2018.



viii

INDICE

INDICE DE FIGURAS. ...ttt sas s st sas s esae s s s s sanasens ix
INDICE DE TABELAS ...ttt vee ettt assas s s anes X
RESUMO ..ttt et st sttt e be e bt e s bt e s he e sabesabe et e e bt e nbeesbeesatesateenteas i
S |V 1 =10 10 /%Yo YOO 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt sas s saneenns 2
2.1Plantas submetidas & INUNAACAD .........ccueeveviereeiece ettt 2
2.2 Adaptagdes anatdmicas de PIANTAS .........cecvveeciereciee e e 4
2.3 Fisiologias das plantas em ambientes alagados..........cccevevverieeerireeceseceee e 6
2.4 Inga Cylindrica (Vell.) MART. ... ettt 7

3. OBIETIVOS ..ttt st sttt ettt st e st s be e b e e beesbaesaeesateenteenteens 9
3.1 OBIETIVO GERAL ..ttt sttt s st 9
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt sesasss s saene 9

4. MATERIAIS E METODOS ..ottt ssssas s s s sesssssassas s ssssssssenas 9
4.1. Caracterizagdo morfoanatdmica e hiStoQUIMICA...........erereererirenirenceeeeeeeee e 11
4.2 Avaliacgdo da fluorescéncia da clorofila a e trocas gas0oSas ..........ccueerererrerrerveneernereeennens 12
4.3, ANALISES COM DUAIEX.....c.eeviuieienietiieierieieriet sttt 12
4.4, ANALISE ESTALISTICA. ....cuvrveeeereieieiet ettt 13

5. RESULTADOS E DISCUSSAQ .......ouiereeeeeeeieeeeeeeeeseesessesseseessesessasssesssssssassssssssessasssssaneans 13
5.1 Caracterizagdo Morfoanatdmica e HiStOqQUIMICa .........cccevererieieieininese e 13
5.2, ANALISES COM DUAIEX.......cveuiiiieiiiieici ettt 23
5.3 Fluorescéncia da clorofila a € troCas gas0Sas ........cecverereerieseerierieeiesieseeeieseeseesseseeeeenes 24
T.CONCLUSAD ...ouotrrvintiitriseise sttt 27

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coeieeveeeereiere et 27



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Simulagdo do alagamento em plantas de Inga cylindrica por 21 dias.
Germinagdo de I. cylindrica em areia lavada (A). Plantas em vaso de 1,5 L com solo
adubado antes da imposicdo dos tratamentos (B), plantas na condicdo de alagamento
simulado parcial € total (C). .....eiiveiiieceece e 11

Figura 2. Caule de Inga cylindrica, apds 21 dias de exposicdo. Plantas controle (A).
Tratamento parcialmente alagada com a presenca de lenticelas hipertrofiadas (B). Caule
tratamento totalmente alagado sem a presenca de lenticelas (C). ......ccoevvervviniieriennnnne 14

Figura 3. Teste histoquimico nas folhas de Inga cylindrica, coradas com lugol, xylidine
ponceau (XP) e sulfato ferroso apds 21 dias de exposicdo a inundacdo simulada. Cortes
corados com lugol: controle (A), alagamento parcial (D), alagamento total (G). XP,
controle (B), alagamento parcial (E), alagamento total (H). Sulfato ferroso, controle (C),
alagamento parcial(F), alagamento total (I). Setas indicam a coloracdo pelos reagentes.

Figura 4. Teste histoquimico no mesofilo foliar de Inga cylindrica, apds 21 dias de
exposicdo a inundagdo. (A-D) controle, (E-H) alagamento parcial (I-L) alagamento
total. Cortes corados com Azul de Toluidina (A, E, 1), Xylidine Ponceau (B, F, J), Lugol
(C, G, K), Sulfato Ferroso (D, H, L). Setas indicam a coloracdo pelos reagentes. ........ 18

Figura 5. Raiz de Inga cylindrica, ap6s 21 dias de exposicdo a inundagdo. Azul de
toluidina, controle (A), alagamento parcial (E), alagamento total (1). XP, controle (B),
alagamento parcial (F), alagamento total (J). Lugol (C), alagamento parcial (G),
alagamento total (K). Sulfato ferroso controle (D), alagamento parcial (H), alagamento
total (L). Setas indicam a colorac@o pelos reagentes. ..........ccccvvevvereeiieieeiesiee s 21

Figura 6. Caracterizacdo anatomia da raiz de Inga cylindrica coradas com azul de
toluidina ap6s 21 dias de exposicdo a inundacdo. (A-C) controle, (D-F) alagamento
parcial (G-I) alagamento total. Setas pretas indicam espacos entre as células e setas
vermelhas indicam células colapsadas. Barra de escala 100pm..........cccocvveniiencnnnnnns 22



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Micromorfometria da Folha e da Raiz, Epiderme Adaxial (EpAd), Epiderme
Abaxial (EpAb), Parénquima Pali¢adico (PP), Parénquima Esponjoso (PE), Mesofilo
(ME), Gréos de Amido (GA), Espessura da Folha (ESPF).......cccccevveviiiieiiciciieceens 19

Tabela 2. indice de nitrogénio (NBI), clorofilas, flavonoides e antocianinas em plantas
de Inga cylindrica ap0s 21 dias de exposi¢do a inundagdo simulada. ............ccccceveenee. 19

Tabela 3. Taxa fotossintética (E), taxa fotossintética liquida (A), concentracdo externa
de CO2 (Ca), concentracdo interna de CO2 (Ci), condutancia estomatica (gs), relagao
entre a concentracdo interna e externa de CO- (Ci/Ca), relacdo entre a taxa fotossintética
e a concentracdo de COz (A/Ci), Rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®psi),
coeficiente de extin¢do fotoquimica (gp) e extincdo da eficiéncia ndo fotoquimica (qN)
em plantas de Inga cylindrica apds 21 dias de inuNdacao.............cccccveveeveeseeieereesnene. 25



RESUMO

OLIVEIRA, THAIS CRISTINA SOUSA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde — GO, Fevereiro 2020. RESPOSTAS MORFOANATOMICAS E
FISIOLOGICAS DE Inga cylindrica (VELL.) MART. A INUNDACOES
SIMULADAS. Orientador: Dr. Sebastido Carvalho Vasconcelos Filho. Coorientadores:
Dr. Arthur Almeida Rodrigues e Dr. Leandro Carlos.

Na era das mudancas climaticas globais, o risco de desastres em grande escala tem
aumentado. Nesse cendrio as inundacdes se tornam frequentes em ambiente comumente
ndo alagado, alterando as condi¢Oes locais e afetando o estabelecimento das
plantas. Dessa forma, a estrutura anatdmica e fisiologica das plantas pode ser
considerada um relevante indicador ecolégico das adaptacGes das espécies vegetais nas
areas inundadas. Assim, objetivou-se avaliar as caracteristicas morfoanatdmicas e
fisioldgicas de Inga cylindrica ap6s o alagamento parcial e total, a fim de verificar o
potencial de tolerdncia dessa espécie a condi¢des de inundacdo. Foram utilizadas plantas
jovens de I. cylindrica com aproximadamente 20 cm de altura submetidas ao
alagamento parcial e total, por um periodo de 21 dias consecutivos. Posteriormente,
foram avaliadas as caracteristicas morfoanatdmicas no qual os individuos do tratamento
parcial desenvolveram lenticelas e os dois tratamentos ocorreram 0 surgimento de
aerénquima.As analises histoquimica para ambos os tratamentos parcial e total
demonstraram nas folhas e raizes a presenca de compostos fendlicos, para os parametros
fisiol6gicos de trocas gasosas ocorreu um amento de 9% na trocas gasosas, a taxa
fotossintética diminuiu 72%. Mediante os resultados obtidos a espécie I. cylindrica

demonstrou ser tolerante as condi¢Ges de inundacéo parcial e total.

Palavras-chaves: Fisiologia Vegetal; caracteristicas anatdmicas; fluorescéncia da

clorofila a; trocas gasosas.



ABSTRATC

OLIVEIRA, THAIS CRISTINA SOUSA. Goiano Federal Institute — Campus Rio
Verde — GO, February 2020. MORPHOANATOMIC AND PHYSIOLOGICAL
RESPONSES OF Inga cylindrica (VELL.) MART. SIMULATED FLOODING.
Advicer: Dr. Sebastido Carvalho Vasconcelos Filho. Co-Advicer: Dr. Arthur Almeida

Rodrigues e Dr. Leandro Carlos.

In the era of global climate change, the risk of large-scale disasters has increased. In this
scenario, floods become frequent in a commonly un flooded environment, changing
local conditions and affecting plant establishment. Thus, the anatomical and
physiological structure of plants can be considered a relevant ecological indicator of the
adaptations of plant species in the flooded areas. Thus, the objective was to evaluate the
morphoanatomical and physiological characteristics of Inga cylindrica after partial and
total flooding, in order to verify the potential for tolerance of this species to flood
conditions. Young plants of 1. cylindrica with approximately 20 cm were used
submitted to partial and total flooding for a period of 21 consecutive days.
Subsequently, the characteristics morphoanatomical in which the partial treatment
subjects developed lenticelas and the two treatments were evaluated the appearance of
aerenchyma occurred. The histochemical analysis for both partial and total treatments
demonstrated in the leaves and roots the presence of phenolic compounds, for the
physiological parameters of gas exchanges occurred a score of 9% in the gas exchanges,
the photosynthetic rate decreased 72%. With the results obtained, the species I.

cylindrica proved to be tolerant of total flooding conditions.

KEYWORDS: Plant physiology; anatomical characteristics; chlorophyll a

fluorescence; gas exchanges.
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1. INTRODUCAO

As matas ciliares possuem grande importancia para a manutencdo, protecéo,
controle de nutrientes, sedimentos e erosdes que chegam aos cursos d’agua (Cardoso et
al., 2004). Estudos demonstram que as matas ciliares sofrem frequentes inundacoes, e
possuem uma grande biodiversidade de espécies em seus leitos de fauna e flora (Yu,
2020). Evento constante de inundagdes nesse ecossistema implica em impactos nos
vegetais que estdo proximos a esta regido, onde as espécies que ndo estdo adaptadas a
esse evento morrem rapidamente quando seu solo é alagado, isto ocorre devido nédo
serem capazes de se adaptar para sobreviver a estas condicdes (Silva et al., 2010).

As inundagdes tém sido um dos fatores de estresse ambiental em todo o0 mundo e
vém aumentando com frequéncia devido as alteracdes climaticas globais (Ye et al.,
2020). As espécies de plantas submetidas a esse fator podem reduzir significativamente
o crescimento e o desenvolvimento (Ezin e Pena, 2010). A &gua das inundagdes
transitorias desloca gases nos poros do solo e induz hipéxia em plantas cultivadas em
solo com pouca drenagem. A inundacdo em diferentes periodos e intensidades variadas
afeta 0 ambiente ecoldgico e o crescimento das plantas de maneira adversa (Du et al.,
2012). As espécies diferem amplamente nas respostas as condicdes anaerdbicas e o
efeito pode mudar dependendo da idade da planta e da natureza do ambiente (Liu,
2014).

As plantas tolerantes as inundacGes geralmente apresentam caracteristicas
morfoldgicas e anatbmicas ou vias metabolicas alternativas para superar a deplecao de
oxigénio (Martinez et, al., 2011). Algumas espécies podem desenvolver adaptacdes
morfoanatbmicas com a formacdo de raizes adventicias, aerénquima e lenticelas
hipertrofiadas (Dalmolin et al., 2018; Yin et al., 2013). Além de algumas conseguirem
preservar o aparato fotossintético, com manutencdo da condutancia estomatica (Mollard
et al., 2008). No entanto, algumas espécies lenhosas diminuem sua taxa de crescimento
para reduzir o consumo de energia e retomar o crescimento normal no final do periodo
de estresse (Medri et al. 2007).

Com a finalidade de entender o comportamento das plantas sob inundagéo, as
avaliacOes das estruturas morfoanatdmicas e fisioldgicas sdo indicadores ecoldgicos das
adaptacdes das plantas (Wei et al., 2018). As adaptacdes em resposta a disponibilidade
de &gua em ambientes que apresentam condigdes de estresse em relacdo a este recurso,

apresentando uma influéncia direta sobre a caracterizacdo estrutural das espécies
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lenhosas. Assim, compreender esses processos ecoldgicos pode contribuir em
programas de preservacdo, manejo e restauracdo de populacdes vegetais (Peng et al.,
2013).

A espécie Inga cylindrica, popularmente conhecida por Anga ou Inga, €
encontrada em matas ciliar, mata de galeria e cerraddo, ocorrendo na Bolivia, Colémbia,
Equador, Guianas, Peru e Brasil (Castro et al, 2014). Algumas espécies do género Inga
possuem importancia farmacoldgica, e sdo usadas para tratamento de doencas por tribos
indigenas e também na medicina popular (Verdam, 2010). Pesquisas demonstram ainda
que as espécies de Inga possuam potenciais e sdo indicadas para recuperar matas
ciliares e areas degradadas sendo consideradas como tolerantes a inundacdo (Aguiar et
al., 2020). Em relagéo a Inga cylindrica, no entanto, ainda ndo existem estudos sobre as
repostas anatdmicas e fisiolégicas da planta ao alagamento, apesar do seu género
demonstrar potencial de tolerdncia (Silva, 2013). Assim, objetivou-se avaliar o
comportamento da espécie Inga cylindrica quando submetidas a inundacdo em
condigBes experimentais visando observar as caracteristicas morfoanatbmicas e

fisiologicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Plantas submetidas a inundacao

A inundacdo é o principal fator abidtico que influencia a distribuicdo e a
ocorréncia de espécies arboreas em regides com ocorréncia de alagamento (Maurenza et
al., 2012). Conveniente a variacdo sazonal da precipitacdo em florestas ribeirinhas,
mudancas no nivel da agua podem atingir amplitudes de alagamento em algumas partes
do todos os territérios costeiros (Zhang et al., 2020). No Brasil as matas ciliares sao
caracterizadas pela frequente inundacdo, e as espécies que circulam nessa regido sera
determinada pela sua tolerancia a esses eventos, pois nestas regides ocorrem periodos
com submersdo completa de arvores (Resende et al., 2019).

Espécies que sdo encontradas mais comumente em &reas nas proximidades de
rios, bacias hidrograficas tém que lidar com periodos de encharcamentos frequentes
durantes varios dias ou meses (Costa, 2006). Durante essa fase, a germinagdo e o
crescimento dessas espécies sdo comprometidos, uma vez que elas precisam
desenvolver mecanismos eficazes para sua sobrevivéncia (Loreti, 2016). Esses periodos

de inundagédo irdo provocar diferentes impactos nas plantas, isto ocorre devido cada
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individuo possuir sua capacidade de adaptacdo, uma vez que especies tolerantes a
deficiéncia de oxigénio no solo inundado estardo desenvolvendo mecanismos
adaptativos nas raizes, tais como capacidade de locomover oxigénio através do
surgimento de aerénquimas, producdo de raizes adventicias para facilitar a transferéncia
de oxigénio e ainda a presenca de lenticelas no decorrer do seu caule (Silva, 2013).

De acordo com Zhang (2020) o aumento de agua no solo, seja ele em periodos
curtos ou longos, ocorre a necessidade de uma recomposicao florestal especifica, pois
para essas areas € necessario utilizar espécies resistentes a estes fatores ambientais, uma
vez que a recuperacao de areas degradadas das matas ciliares inicia-se com espécies que
consigam se adaptar as condi¢des de estresse hidrico.

Em circunstancia do alagamento, as caracteristicas morfolégicas das plantas sao
modificadas, exemplo disso sdo as adaptacdes em resposta a disponibilidade de dgua em
ambientes que apresentam condicdes de estresse em relacéo a este recurso, apresentando
uma influéncia direta sobre a caracterizacdo estrutural das espécies lenhosas se tornando
resistentes a este tipo de estresse (Medri et al., 2011). Além disso, a inundagdo e a
submersdo das plantas induzem uma reducdo significativa na fotossintese (Armbruster
et al., 2004), reduzindo as taxas de respiracdo e alterando o metabolismo, isto ocorre
para que as plantas possam combinam varios fatores que auxiliam na reducdo do seu
crescimento afim de sobreviver durante este periodo (Arruda et al., 2004).

O indice de inundagdo aumentou em regibes com declinio da area florestal, pois
as plantas formavam barreiras, evitando riscos de alagamento (Rood, 2010). Pesquisam
comprovam que a presenca da flora em locais com a passagem constante de agua, reduz
a taxa de alagamento, visto que elas ajudam a reter e auxiliam como obstaculo a agua
das enxurradas provenientes de chuvas fortes (Peng et al, 2013). Davanso-Fabro (2000)
argumenta que as matas ciliares tem sido constantemente alvo de fortes impactos
ambientas, principalmente quando este esta mais proximo de centros urbanos ou de
culturas agricolas, pois em funcdo do desmatamento, acumulo de lixo, liberacdo de
esgoto, desvio de rios e acentuado movimento dos solos, corrobora para 0 aumento de
escoamento e taxas elevadas de alagamentos.

Estudos associados a fim de observar a adaptacdo de espécies em &reas alagadas
sdo de extrema importancia para a implantagdo de projetos de recuperacdo de areas
degradadas, principalmente em matas ciliares (Maurenza et al., 2012). Essas pesquisas
podem ajudar em processos de recomposicdo da mata nativa em locais propensos a
inundagdes que possuem modificacBes na quantidade de oxigénio disponivel no meio,

exigindo das plantas alteracdes rapidas sob as novas modifica¢des, uma vez que a



espécie que ndo se adapta acaba morrendo durante o periodo de alagamento (Santiago e
Paoli, 2007). Contudo o crescimento da planta e a energia fotossintética sao
recuperados apos periodo de recuperacdo que vai depender de cada individuo de acordo
com sua aclimatacdo e o seu eficiente aparelho fotossintético para o aumento de
oxigénio (Pompeiano et al., 2019).

Em determinados ambientes frequentemente ocorrem areas sujeitas a inundacéo
como é o caso das matas ribeirinhas (Valladares, 2008) cuja possui caracteristicas
abioticas proprias, tais como, fertilidade do solo, presenca de cOrregos proximos,
alteracdes de temperatura, oxigenacdo tudo isso atuam como fatores de selecdo para a
vegetacdo, determinando sua distribuicdo. Assim, o solo aonde se encontra essas
espécies torna-se hipdxico levando as raizes a uma situacdo de estresse, fazendo com
que as plantas apresentem adaptacfes morfoanatémicas e fisiologicas que possibilitam a
respiracdo eficiente (Zhang et al., 2018) permitindo assim distincdo entre espécies

tolerantes e intolerantes (Batista et al., 2008).

2.2 AdaptacOes anatdmicas de plantas

Estudos demonstram que o padréo de resposta das plantas ao excesso de agua no
solo é determinado pela duracdo e intensidade do estresse uma vez que o0 grau de
tolerancia do individuo é determinado pelo genotipo do vegetal a inundagdo do solo,
visto que esta relacionada com sua capacidade de desenvolver respostas adaptativas
fisioldgicas, bioquimicas e morfoanatémicas (Peng et al, 2018).

Com a passagem evolutiva, espécies tolerante a estresses hidricos adquiriram
uma gama de estratégias que as capacitaram a ocupar e se desenvolver em areas
inundadas, bem como estas adaptacGes trazem auxilio para aeracdo interna do individuo
(Medri et al., 2012) e ainda desenvolvimento de alteragbes metabdlicas com a
diminuicdo do consumo de energia e baixo investimento do crescimento (Medri et al.,
2012).

Para determinar se uma planta tem capacidade de adaptacdo ao estresse de
hipdxia ela precisa passar por alguns processos tais como, observa se o individuo
desenvolve rapidamente sinais de ativacdo metabdlica, se ocorre a interrupg¢do do
crescimento para manter recursos e se estara produzindo alteracdes morfoanatdmicas
como a formacdo de espagos entre as células para passagem de ar também conhecido

como aerénquima (Wei et al., 2013).



As espécies que estdo inseridas em solos alagados ou encharcados
desenvolveram o surgimento de aerénquima que € produzido atraves do acumulo de
etileno cujo aumenta a eficiéncia da transferéncia de oxigénio para o0s 0Orgaos,
garantindo assim a sobrevivéncia do vegetal (Sauter, 2013). O aerénquima é constituido
por grandes espacos intercelulares a fim de facilitar a circulacdo dos gases, esta
estrutura é desenvolvida sobre condicGes de estresse e as maiorias dos estudos
demonstraram que esta adaptacdo estd presente nas raizes, pois esse Orgao tem
capacidade para processos bioldgicos como a fotossintese (Bona, 2018).

De acordo com Rhasmi (2018) o individuo que desenvolve esses espacos em
suas raizes para sobreviver estad demonstrando um carater adaptativo, embasado na
literatura encontra dois tipos de desenvolvimento de aerénquima sdo eles: aerénquima
esquizogeno e lisigeno. O aerénquima lisigeno ocorre através da morte programada das
células do cortex, por lise da parede celular em razdo ao estresse abidtico, este fator ndo
apenas resulta na formacdo de um espago como corrobora diminuindo o indice de
células que irdo consumir oxigénio, visto que as células absorvidas estardo fornecendo
nutrientes para as células restantes, j& o aerénquima esquizdégeno produz feixes
delimitados sem morte celular apenas criando pequenos espacos entre as células (Sauter,
2013).

Kozlowski (1997) traz que as plantas sujeitas ao alagamento podem desenvolver
senescéncia foliar, reducdo no crescimento, surgimento de raizes adventicias e formacédo
de lenticelas. Em plantas alagadas, o fechamento estomatico eleva a porcentagem de
sobrevivéncia das plantas uma vez que este fator contribui para regular o balanco
hidrico (Luo et al., 2011). Todas estas estruturas desenvolvidas facilitam na absorcédo e
captura do oxigénio dos tecidos, e também desencadeia a oxidacdo para retirada de
produtos tdxicos existentes (Ejw et al., 2000).

Geralmente quando as plantas sdo submetidas ao alagamento elas tendem a
perder uma quantidade de raiz devido a baixa concentracdo de Oz no solo, em
contrapartida algumas espécies conseguem desenvolver raizes adventicias para fornecer
nutrientes e ancoragem para o individuo, desta forma as raizes adventicias reduzem a
distancia do O2 e melhoram a distribui¢do do gés no corpo da planta (Peng et al., 2018).

Quando as plantas estdo passando por estresse de inundacgdo tendem a manter a
concentracdo de amido nas folhas, uma justificativa para esse fato € que como as raizes
estariam submersas a demanda por carboidratos para respiracdo estaria diminuindo,
desta forma o envio de carboidratos seria praticamente inexistente, resultando assim em

um declinio de carboidratos nas raizes (Nowrozi et al., 2020).



O desenvolvimento de raizes adventicias € um sistema eficaz que auxilia na
captura e no transporte de oxigénio para os tecidos submersos, com énfase em manter a

respiracdo do individuo (Yin et al., 2010).

2.3 Fisiologias das plantas em ambientes alagados

No decorrer do processo evolutivo, espécies tolerantes desenvolveram diversas
estratégias que as permitiram ocupar areas sujeitas ao alagamento do solo. As espécies
que sdo sujeitas ao estresse de hipdxia desenvolvem respostas fisiologicas devido aos
sinais que suas células enviam provocando assim: o fechamento de estématos,
diminuicdo na taxa da fotossintese e danos no fotossistema I, todos esses fatores séo
indicios a respostas comuns devido a falta de oxigénio provocado pelo alagamento
(Medri, 2012).

A deficiéncia de oxigénio e o baixo potencial do solo, induzidos pelo
alagamento, afetam desfavoravelmente varios aspectos fisioldgicos do vegetal, como
mudangas na assimilacdo de carbono, absor¢cdo de macronutrientes e supressdo do
metabolismo respiratorio das raizes (Oliveira, et al., 2010). As adaptacdes bioquimicas
permitem o crescimento reduzido quando sujeitas a inundacges, tornando essas espécies
propicias para sobreviver nestas aéreas (Marcilio, 2019).

Estresses abidticos referente a inundacdo afetam diretamente o crescimento da
planta e sua produtividade, respostas fisiologicas sdo ativadas para captacdo de
nutrientes e reducdo da absorcdo e movimentacdo de potassio para partes aéreas da
planta (Rastogi et al., 2019).Diante das estratégias, existem alteracdes morfologicas e
anatdmicas que auxiliam a aeracdo interna da planta (Sousa, 2009) e alteragdes
metabdlicas, com diminuicdo no consumo de energia, ativacdo de rotas anaerdbias e
menor crescimento (Umetsu et al., 2011). Na maioria das espécies, para ter sucesso na
estratégia elas precisam combinar varios processos quimicos e biologicos (Joly, 1991).

Em relacdo a periodos constantes de inundacdo a reducdo da capacidade
fotossintética nas células do mesofilo corrobora a reducédo significativa da fotossintese
(Stricker, 2012). Tal reducgéo implica na reducdo da movimentacgdo no floema na planta,
alojando um acumulo maior de amido nos cloroplastos, determinando assim que 0S
niveis energeticos existentes nos vegetais estardo sendo determinantes para suportar o
estresse em longo prazo de alagamento (Stricker et al., 2005).

As espécies tolerantes ao alagamento, possuem mecanismos auxiliares que

ajudam a se desenvolvem melhor em comparacdo com outras espécies ndo tolerantes,



deste modo espécies adaptadas irdo possuir alteracdes fisioldgicas que auxiliam na sua
sobrevivéncia fazendo com que reduza o consumo de energia durante o estresse e
retorne o crescimento apés a pressdo de inundacdo, suscetivelmente, na maioria das
plantas este tipo de evento ambiental reduz a concentragcdo de oxigénio,isso se torna
uma explicacdo para os indices decrescentes de nitrogénio, antocianina, flavonoides e
clorofila e expbe alteragbes nos processos biolégicos do solo influenciando assim as
plantas que se encontra neste ciclo (Medri et al.,2007).

Avaliagbes fisiologicas para analisar as trocas gasosas sdo eficazes para
determinar os efeitos de estresse que a planta vem sofrendo, e as medic¢bes do teor de
clorofila e fluorescéncia da clorofila a ajudam a analisar o nivel de estresse induzido por
danos as estruturas fotossintéticas (Lamaoui et al., 2017). De acordo com Medri (2012)
as limitacGes estomaticas sdo responsaveis pela diminuicdo da taxa fotossintética.
Apesar do conhecimento das respostas de diversas plantas arbdreas referente a
inundacdo, ainda escassos os dados de plantas arboreas quando comparado (Grandis et
al., 2010)

Porém mesmo em condi¢bes desfavoraveis pesquisas vém demonstrando que o
alagamento ndo impede a ocorréncia de determinados processos fisioldgicos (Zhou,
2020). Determinadas respostas fisioldgicas das plantas sdo relatadas atraves da
diminuicdo nas trocas gasosas, ativacdo do metabolismo anaerdbico, alteracBes da
biomassa nos 6rgdos da planta bem como diminuicdo das reservas de nutrientes
(Ferreira et al., 2009). A importancia de trabalhos observando a adaptacdo de planta a
respostas fisioldgicas auxiliam nos projetos de recuperacdo de areas degradadas uma
vez que 0 pouco conhecimento referente a esses tipos de espécies tolerantes a estresses
ambientais pode acarretar em fracassos devido ao baixo indice de sobrevivéncia das
espécies selecionadas (Morengo et al., 2013).

2.4 Inga Cylindrica (Vell.) MART.

O género Inga de origem indigena conhecido popularmente como anga ou inga,
que tem como significado “semente envolvida” (Cruz et al., 2018). De acordo com
estudos fenologicos e morfologicos a planta inga € caracterizada por possuir folhas
paripenadas, com nectario na raque foliar, com suas sementes envolvidas com poupa

suculentas e adocicadas (Bender et al., 2017).No Brasil € mais comumente a ocorréncia



da espécie em estudo nas regides proximas aos rios, sendo catalogado na regido da
Amazonia, Nordeste, Sul, Sudeste e Centro Oeste (Felitto et al., 2017).

O Inga pertence a familia Fabaceae e a subfamilia Mimosaceae, possuem
diferentes espécies em toda a regido do Brasil, onde a espécie Inga cylindrica é
encontrada na regido Amazonica, em Goias e na costa leste do pais (Souza et al., 2008).
Estudos apontam que a espécie estudada possui caracteristicas importantes para
sobreviver em regides alagadas. Dé acordo com Lorenzi (1992), essa espécie tolera
solos drenados, encharcados e inundagfes, pois sua presenca € muito comum nas
margens dos rios e vem sendo utilizada na recuperacdo de mata ciliar devido seu
crescimento rapido.

Dados fenoldgicos relatam que a espécie contribui para alimentacdo de
herbivoros sendo fonte de recursos alimentares para fauna durante determinados
periodos do ano, como ela € indicada para recuperacdo de florestas em regides tropicais,
ela auxilia na manutencdo da comunidade de animais (Cruz et al., 2018).

Estudos demonstram que o potencial de outras espécies de Inga tem sido
utilizadas para outras funcgdes tais como,fitorremediacdo de areas com residuos de
herbicidas, com foco na descontaminacdo dessas regides (Aguiar et al., 2020), como
bioindicadores para analisar os efeitos dos niveis de cobre (Cu) acumulados uma vez
gue este componente quimico em altas taxas é tdxico ao meio ambiente e para cadeia
alimentar dos animais (Freitas et al., 2015). E algumas espécies desempenham diversas
atividades bioldgicas tais como I. edulis e I. verna que possuem atividade antioxidante,
I. marginata acdo antifingica e antitumoral bastante usada na medicina (Martins et al.,
2018).

Dé acordo com Neto (2018) o Inga possui potencial econdémico no
reflorestamento, producdo de energia e na alimentacdo. Além disso, a espécie ajuda na
fixacdo do nitrogénio e no crescimento de outras espécies, como exemplo a infiltracdo
de agua nas raizes de café (Godoi et al., 2019). Trabalhos relataram a eficacia das suas
folhas na medicina por possuir flavondides e polifendis, que ajuda nos tratamentos
antifngicos e na atividade antioxidante (Correa et al., 1995).

A espécie Inga cilindrica é descrita como importante para assegurar a
estabilidade de solos, diminuir impactos ambientais oriundos pela construgéo de
grandes barragem e assoreamento de rios devido sua frequente ocorréncia nessas
regides (Chen, 2010),porém ndo existem projetos que comprovem essa afirmacao,
diante disso é necessario estudar espécies que sdo capazes de suportar diferentes

periodos de inundacdo, pois hd uma extrema caréncia de dados.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas morfoanatdmicas e fisioldgicas de Inga cylindrica ap6s
alagamento parcial e total, a fim de verificar o potencial de tolerancia dessa espécie a

condigdes de inundagéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a formacdo de estruturas como raizes adventicias, lenticelas e
aerénquimas, como estratégia de toleréncia a inundacao;

- Analisar as caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas apés
a inundacédo das plantas;

- Avaliar as caracteristicas morfoanatdmicas das raizes e folhas ap6s o processo
de inundacéo;

- lIdentificar o acumulo de compostos, via testes histoquimicos nas raizes e
folhas apds os efeitos de hipdxia;

- Determinar o potencial de tolerancia e ou resisténcia de Inga cylindrica a
inundagé&o total e parcial.

4. MATERIAIS E METODOS

Os frutos de Inga foram coletados a partir de 10 plantas adultas em plena
producdo, localizadas no municipio de Santo Anténio da Barra — GO sob latitude
17°4'7.013"N e longitude 050°5'5.011"0, na fazenda Floresta 10 km de Santo Anténio
da Barra. Os espécimes foram depositados no Herbario do Instituto Federal de Goiano
(IF Goiano), Campus Rio Verde n° 647 em janeiro de 2019.

Apbds a coleta dos frutos foi realizado a despolpa manual, e as sementes foram
semeadas em canteiros contendo areia lavadas em conter nenhum horménio de
crescimento (Fig. 1 A). Ap6s a emergéncia, as plantas com cerca de 20 cm de altura
foram transferidas para vasos de 1,5 L contendo solo, classificado como Latossolo
Vermelho, coletados a uma profundidade de 10-20 cm em area de mata nativa do

municipio de Rio Verde, Goias. O solo foi adubado de acordo com as instrucGes de
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adubacdo com calcario e fosfato (Sociedade Brasileira do solo, 2004). Posteriormente as
plantas, foram transferidas para casa de vegetacdo, sob condi¢bes controladas
(temperatura 25,5 ° C e umidade relativa do ar ~ 74%), no Laboratdrio de Ecofisiologia
e Produtividade Vegetal(Fig. 1 B).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos (niveis
de alagamento) e 4 repetices. Cada repeticdo com um balde contendo 5 plantas, (20
plantas por tratamento).

Para simular as condi¢des de alagamento, os vasos de 1,5 L foram colocados
dentro de baldes transparentes de polietileno com capacidade de 30 L e submetidos aos
seguintes tratamento:controle, onde as plantas foram irrigadas diariamente até a
capacidade de campo do solo, parcialmente alagado onde as plantas foram alagadas até
2cm acima do nivel do solo e totalmente alagado onde as plantas foram totalmente

submersas (Fig. 1 C). O periodo de alagamento foi de 21 dias consecutivos.
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Figura 1. Simulacdo do alagamento em plantas de Inga cylindrica por 21 dias.
Germinacdo de I. cylindrica em areia lavada (A). Plantas em vaso de 1,5 L com solo
adubado antes da imposicdo dos tratamentos (B), plantas na condicdo de alagamento
simulado parcial e total (C).

4.1. Caracterizacdo morfoanatémica e histoquimica

As avaliagdes anatdmicas e histoquimicas foram realizadas no final do periodo
experimental (21 dias).Inicialmente as amostras foliares foram retiradas das folhas e
raizes realizando cortes com 3 cm? da regido central da Gltima folha totalmente
expandida e amostras das raizes com 3 cm de comprimento, sendo retirado 3 amostras
por planta do tratamento, foram fixadas em Karnovsky (1965), por 24 horas. Apos este
periodo, o material vegetal foipré-lavado em tampédo fosfato (0,1 M, pH 7,2) e
desidratado em série etilica crescente (30% a 100%), pré-infiltrado e infiltrado em
historresina (Leica, Alemanha), conforme as recomendacdes do fabricante. As amostras
foram seccionadas transversalmente a 5 um de espessura em microtomo rotativo
(Modelo 1508R, Logen Scientific, China). Para a analise estrutural os cortes foram
corados com azul de toluidina - coloracdo policromatica (0,05% tampéo fosfato 0,1 M,
pH 6,8) (O’Brien et al., 1964).As observactes morfoanatdmicas foram da epiderme nas
faces adaxial e abaxial, parénquima paligadico, parénquima esponjoso e mesofilo,
utilizando o programa ImageJ para as mensuragoes.

Para caracterizacdo histoquimica as amostras seccionadas das raizes e folhas
foram submetidas deteccdo de amido com solucdo de Lugol (Johansen, 1940);
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compostos fenolicos com Sulfato Ferroso (Gabe, 1968); Xilidine Ponceau para
proteinas totais (O’Brien e Mccully, 1981).

Todas as imagens foram obtidas em microscépio Olympus (BX61, Tokyo,
Japdo) acoplado com cémera DP-72 utilizando opcdo de campo claro.Para as
mensuracdes dos tecidos e contagem dos graos de amidos foi utilizada uma ferramenta
do programa ImageJ. Foi obtido a media de grdos de amido por célula na raiz; espessura
do mesofilo, parénquima esponjoso e lacunoso e epiderme de ambas as faces nas folhas,
considerando 20 laminas por tratamento. E para confeccdo das pranchas utilizou-se o
software Corel DRAW Graphics Suite 2020.

4.2 Avaliacéo da fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

As variaveis da fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas foram mensuradas
uma vez apds os 21 dias do experimento simultaneamente utilizando fluorémetro (6400-
40, Li-cor, Nebraska, EUA) acoplado ao IRGA (IRGA, LI-6400xt, Li-Cor, Nebraska,
EUA) na ultima folha totalmente expandida. Assim, foi determinado a fluorescéncia
minima (Fo) e maxima (Fm), 0 rendimento quantico potencial do fotossistema Il Fy/Fm =
(Fm-Fo)/Fm (Kitajima e Butler, 1975), o rendimento quantico efetivo do FSII (AF/Fn’=
[Fm’-Fs]/Fm’) a taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/Fm’ X PAR X 0,5 X ABSolha,
(Laisk e Loreto, 1996) a dissipacdo ndo-fotoquimica ndo-regulada (gn = [Fm-Fm’)/[Fm-
Fo] (Lichtenthaler et al., 2005), e regulada (NPQ = [Fm-Fm’]/Fm’), que estima a
dissipacdo térmica pelo FSII (Maxwell e Johnson, 2000; Baker, 2008).

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para registro das taxas
fotossintéticas (A, pmol m-2 s-1), condutancia estomatica (gs, mol m? s?), transpiracéo
(E, mmol m? s?) e relagéo interna e externa de CO; (Ci/Ca). A partir desses valores, é
possivel calcular a eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/Ci) e a relacdo entre a taxa
de transporte de elétrons e a assimilacdo de CO2 (ETR/A) (Ribeiro et al., 2009).

4.3. Analises com Dualex

O indice de clorofila (Chl), flavonoides (Flv), antocianinas e indice de balango
de nitrogénio (NBI) foram aferidos no vigésimo primeiro dia com auxilio de
clorofilometro (modelo Dualex FORCE-A, Orsay, France), a partir da média das

leituras de 2 plantas por vaso em 4 vasos por tratamento, em folhas do terco médio de



13

cada planta. O indice de Flv é deduzido a partir de propriedades de absorcdo UV de
flavonoides.

Esta abordagem esta relacionada a técnica de fluorescéncia utilizando dois
comprimentos de onda de excitacdo: no comprimento de onda de UV (375 nm),
absorvidos por flavonoides, localizados principalmente na epiderme; e no comprimento
de onda de referéncia que passa atraves da epiderme, sem ser absorvido antes de atingir
a clorofila no mesofilo. A relagdo entre Chl/FIv permite a estimativa do indice de NBI
(Abdallah, 2012).

4.4. Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analises prévias de
homogeneidade (Levene Test) e normalidade dos erros (Teste Shapiro-Wilk). Com a
normalidade confirmada, foi realizada a ANOVA, seguida pelo do teste de Dunnett para

determinar as diferengas entre tratamentos e controle “*” (p < 0,05) e “**” (p < 0,01).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo Morfoanatdmica e Histoquimica

I. cylindrica ndo apresento mortalidade durante os 21 de exposi¢do a inundagao
parcial e total. Durante esse periodo, foi possivel observar que as folhas das plantas em
alagamento total apresentaram perda de pigmentos em relacdo aos tratamentos controle
e parcial. No entanto, 1. cylindrica ndo demonstrou sintomas de estresse ao alagamento
como necrose nas folhas. Além disso, todas as plantas no tratamento parcialmente
alagado desenvolveram lenticelas no caule, (Fig. 2).

As plantas de I. cylindrica toleraram as condi¢des de inundacdo, visto que
apresentaram modificagdes morfoanatdmicas e fisioldgicas que lhe favoreceram a
capacidade de sobreviver. Os critérios de selecdo de espécies tolerantes a inundacéo €
realizada através de avaliagBes do crescimento, desenvolvimento de estrutura adaptativa

e sobrevivéncia das plantas (Costa, 2006).
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Figura 2. Caule de Inga cylindrica, apds 21 dias de exposicdo. Plantas controle (A).
Tratamento parcialmente alagada com a presenca de lenticelas hipertrofiadas (B). Caule
tratamento totalmente alagado sem a presenca de lenticelas (C).

A sobrevivéncia da espécie pode ser atribuida principalmente ao
desenvolvimento de lenticelas hipertrofiadas desenvolvidas pelo alagamento do solo.
Pimenta et. al. (1996) relata que a formacdo de lenticelas em plantas submetidas a
inundacdo favorecendo as trocas gasosas entre a atmosfera e o individuo, uma vez que
esta caracteristica também esta relacionada com a eliminacdo de metabdlitos,
provenientes da respiracao anaerobica e absorcao de oxigénio.

Lenticela é uma estrutura que resulta na entrada de oxigénio e na saida de
compostos volateis e produtos toxicos no metabolismo, isto é, as lenticelas também
podem ser associadas para manutencdo hidrica em plantas durante o estresse de
inundacdo (Parent et al., 2008). Dé acordo com Parolin (2001) a presenca de lenticelas
hipertrofiadas ocorre apenas em alguns individuos que estdo crescendo sob solo
alagado, sendo produzidas através de alteracGes e sinalizacdes hormonais em funcédo da
deficiéncia de oxigénio na regido radicular.

De acordo com Jackson (2005) o surgimento de lenticelas sé ocorre em plantas
parcialmente alagadas devido a necessidade de realizagdo de trocas gasosas com meio
externo, uma vez que esses espacos servem para o transporte de oxigénio, desta forma
individuos totalmente alagados ndo teriam a possibilidade do surgimento desta
estrutura. 1sso explica o motivo de apenas individuos do alagamento parcialmente
alagado ter desenvolvido lenticelas hipertrofiadas.

Nas avaliagdes de acumulo de compostos presente nas folhas pode-se observar
que as plantas controle apresentaram proteinas, reveladas pelo Xylidine Ponceau, amido

marcado pelo Lugol, e compostos fendlicos marcados pelo Sulfato ferroso (Figura 3).
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As plantas parcialmente alagadas coradas com XP, lugol e sulfato ferroso demonstraram
que o acumulo de proteinas e composto fendlicos nas células da nervura reduziram
conforme o aumento da inundagdo quando comparados ao controle. Para as observacdes
de acimulo de amido o tratamento totalmente alagado apresentou plantas com amido
em seu sistema vascular, sendo que nos individuos do tratamento controle ocorre a
presenca mais elevada de grdos de amido sinalizada pela seta amarela (Figura 3).
Plantas mantidas sobre alagamento necessitam do uso de carboidratos para
ativacdo metabdlica e sua disponibilidade pode ser decisiva para a manutengdo das
atividades metabdlicas cruciais para sobrevivéncia no sistema de raizes (Drew, 1997).
Desde modo a presenca de proteinas, carboidratos e compostos fendlicos nas
folhas demonstra que eles mantiveram 0s recursos necessarios para passar pelo estresse
submetido uma vez que, os carboidratos por exemplo, sdo importantes para atividade

enzimatica e na formacao de aerénquima (Peng et al., 2020).

500 pm
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>
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Figura 3. Teste histoquimico nas folhas de Inga cylindrica, coradas com lugol,
Xylidine Ponceau (XP) e sulfato ferroso apds 21 dias de exposicdo a inundacéo
simulada. Cortes corados com lugol: controle (A), alagamento parcial (D), alagamento
total (G). XP, controle (B), alagamento parcial (E), alagamento total (H). Sulfato
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ferroso, controle (C), alagamento parcial(F), alagamento total (I). Setas indicam a
coloragéo pelos reagentes.

As celulas do mesofilo os individuos do tratamento controle apresentaram
parénquima palicadico e esponjoso, classificando-os como dorsiventral e possuem
feixes vasculares colaterais (Figura 4).

O tratamento parcialmente alagado em todas as imagens do mesofilo apresentou
o0 surgimento de uma camada adicional de células no parénquima pali¢adico, contudo o
parénquima esponjoso reduziu (Figura 4 E). E ele foi positivo para proteinas, amido e
compostos fenolicos, respectivamente (Figura 4 F, G e H).

O tamanho do mesofilo dos individuos do tratamento totalmente alagado foi
menor quando comparado ao controle. Também ndo ocorreu o deposito de uma camada
adicional de células pali¢ddicas, porém notou-se o aglomeramento das células e o
aparecimento de espacos entre as células do parénquima palicadico provocados pela lise
celular (Figura4 1) e resultado positivo para os testes histoquimicos (Figura 5, J, K e L).

Fener (2012) relata que o acumulo de carboidratos € mais presente nas folhas
devido aos tecidos condutores, uma vez que o acimulo de amido nos 6rgdos esta ligado
ao fluxo fotossintético. O acumulo de amido nas folhas se d& em decorréncia da
fotossintese reduzida, uma vez que o transporte de nutrientes das folhas para as raizes é
reduzido (Biemelt et al., 1988).

Dias-Filho (2012) ja explica a demanda de amido nas folhas devido a
fotossintese se processar a taxas maiores quando comparado com a respiracdo, e com as
raizes submersas a demanda por carboidratos para respiracdo estaria consideravelmente
reduzida assim o envio de nutrientes das folhas para as raizes seria minima resultando
em acumulo de compostos nas folhas e diminuigdo de carboidratos nas raizes.

Os dados de micromorfometria foliar demonstraram que a epiderme adaxial
(EpAd) e a epiderme abaxial (ApAb) aumentou em 24% em espessura no tratamento
totalmente alagado, as células do parénquima palicadico (PP) nédo tiveram alteragcdes em
nenhum dos tratamentos, contudo as células e o espago do parénquima esponjoso (PE)
reduziram em 19% e 35% nos tratamentos submetidos ao alagamento em relagdo as
plantas controle, o mesofilo (Me) e a espessura foliar (EspF) também foi reduzido
porém, apenas no tratamento totalmente alagado com 11% e 17% respectivamente
(Tabela 1).

Em relagdo as analises de micromorfometria das raizes, os grdos de amido (GA)

foram reduzindo nos tratamentos, sendo significante apenas no totalmente alagado com
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uma queda de 72%em acumulo de compostos na raiz dos individuos demonstrando ser

uma estratégia da planta para esse estresse.
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Figura 4. Teste histoquimico no mesofilo foliar de Inga cylindrica, apds 21 dias de exposicao a inundagdo. (A-D) controle, (E-H) alagamento parcial

(I-L) alagamento total. Cortes corados com Azul de Toluidina (A, E, 1), Xylidine Ponceau (B, F, J), Lugol (C, G, K), Sulfato Ferroso (D, H, L). Setas
indicam a coloracédo pelos reagentes.
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Tabela 1.Micromorfometria da Folha e da Raiz, Epiderme Adaxial (EpAd), Epiderme
Abaxial (EpAb), Paréngquima Palicadico (PP), Parénquima Esponjoso (PE), Mesofilo
(ME), Gréos de Amido (GA), Espessura da Folha (EspF).

Niveis de EpAd EpAb PP PE
alagamento
Controle 9,18+0,28 8,07+0,58 52,78+1,22 101,23+2,89
Parcial 8,53+0,64 7,18+0,47 59,28+3,16 81,19"+5,02
Total 11,38°0,47 9,96"+0,11  56,18+5,51 65,94"+2,83
F *x *%* NS *%k
CV (%) 30,24 23,41 0,41 3,88
Niveis de EspF GA Me
alagamento
Controle  1,75+3,08 11,1+1, 69 155,6+3,65
Parcial 1,68+7,14 11,6+74,88 144,2+7,15
Total 1,55+5,12™ 3,02°+1298 128,97+5,73
F *%* *%k * i
CV (%) 22,92 32,12 34,91

Média £ EP (n = 4). Asteriscos indicam diferengas a 5% (**) de probabilidade, em relacdo ao
controle, pelo teste de Dunnett. (NS) néo significativo.

Nas analises das raizes coradas com azul de toluidina a fim de observar a
delimitacdo das células pode-se observar que nas plantas controle e parcialmente
alagadas as células estdo agregadas sem surgimento de espacos entre si(Figura 5, A e
E), enquanto as células do tratamento totalmente alagado ja possuem espacos entre si
indicando adaptagOes caracterizadas como aerénquima (Figura 5 1).

Todos os individuos dos tratamentos total e parcialmente alagados tiveram
resultados positivos para os testes histoquimicos. Observando as células coradas com
XP no tratamento parcial apresenta area marcada relativamente igual ao controle
(Figura 5 F e G), porém quando analisamos as plantas do alagamento total pode se
observar uma reducdo na area marcada (Figura 5 J e K).

A gquantidade de amido presente no cOrtex reduziu apenas nas plantas totalmente
alagadas, onde as plantas no tratamento parcialmente e controle ndo deferiram entre si
(Figura 5 K e Tabela 1). Nas raizes das plantas controle e parcialmente alagado foi
evidente o maior acimulo de compostos fendlicos, identificado pela coloragdo escura
nas células. Quando comparado com as plantas totalmente alagadas notou-se uma
menor area marcada pelos testes histoquimicos (Figura 5 1, J e K).

Nas imagens de sulfato ferroso a presenca de compostos fendlicos so foi

observada nos individuos do tratamento parcial e tratamento totalmente alagado (Figura



20

5 H e L), cujas plantas controle ndo demonstraram presenca desses compostos (Figura 5
D).

Anélises morfoanatdmicas demonstraram que I. cylindrica ndo acumulou gréos
de amido nas raizes do alagamento total, demonstrando que essa reserva foi utilizada
pela planta durante o periodo de estresse.

Em contrapartida, os niveis de compostos fendlicos nas folhas ndo foram
reduzidos como nas raizes. Contudo nas raizes das plantas controle ndo havia presenga
de carboidratos, ocorrendo 0 seu surgimento apenas nas raizes do tratamento parcial e
total. O acumulo de carboidratos na raiz demonstra estarem envolvido em varios
processos fundamentais como fotossintese e respiracdo, assim plantas submetidas ao
alagamento tendem a absorver estes compostos, pois induz a formacdo de espécies
reativas ao oxigénio (Jucoski et al., 2016).
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Figura 5. Raiz de Inga cylindrica, ap6s 21 dias de exposi¢do a inundacdo. Azul de toluidina, controle (A), alagamento parcial (E), alagamento total
(). XP, controle (B), alagamento parcial (F), alagamento total (J). Lugol (C), alagamento parcial (G), alagamento total (K). Sulfato ferroso controle
(D), alagamento parcial (H), alagamento total (L). Setas indicam a coloragéo pelos reagentes.
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Os cortes anatdbmicos das raizes revelaram células bem definidas e justapostas
com a presenca de varios elementos de vasos, com o xilema bem evidente nas plantas
controle (Figura 6 A, B e C).

As plantas expostas ao alagamento parcial apresentaram na regido do cortex
organizacdo subita com pequenos espacgos intercelulares e formacdo de aerénquima
esquizdgeno (Figura 6 D, E e F). Nos individuos do alagamento total, algumas células

sofreram colapsos, criando espacos irregulares nas raizes. (Figura6 G, He I)

Figura6. Caracterizacdo anatomia da raiz de Inga cylindrica coradas com azul de
toluidina apo6s 21 dias de exposicdo a inundacdo. (A-C) controle, (D-F) alagamento
parcial (G-1) alagamento total. Setas pretas indicam espacos entre as células e setas
vermelhas indicam células colapsadas. Barra de escala 100um.

A formacdo de aerénquima esquizdégeno, delimitado por espacos entre as células
é comum em plantas tolerantes ao excesso de dgua no solo, onde a parede das células do
cortex é comprimida devido ao estreitamento do limen que esta envolvida para
formacdo do aerénquima por morte celular programada de tecidos especificos para
formar cavidades (Ferreira et al., 2009).

Em 1. cylindrica o desenvolvimento de aerénquima do tipo esquizdgeno foi
observado, demonstrando que estes auxiliam na aeracdo adicional dos tecidos e na
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manutencdo do sistema de raizes sob tais condigdes de estresse.Os espagos
intercelulares encontrados nas raizes apontam uma forma de adaptacdo natural que a
planta desenvolve permitindo assim a difusdo dos gases da atmosfera para as regides
submersas (Armstrong, 1979). A formacdo de aerénquima no cortex de plantas
submetidas ao alagamento tem sido observada por varios autores (Kozlowski 1984,
Medri& Correa 1985, McNamara& Mitchell 1990).

De acordo com Pegg e colaboradores (2020) as plantas com formagédo de
aerénquima sofrem modificagOes e desconstrucdo das paredes celulares das plantas afim
de gerar cavidades intercelulares, essas cavidades permitem que os individuos tolerem
condi¢des de hipoxia induzidas, mantendo os niveis de oxigénio suficientes para a
respiracdo celular e diminuindo a quantidade de células que necessitam de oxigénio. O
processo de morte célula programa causando a ruptura da parede celular € um estrutura
dindmica que engloba conectar matrizes de xiloglucanos e microfibilas de celulores essa
juncdo de polissacarideos da parede celular é relevante para desencadear varios

processos tais como absciséo foliar e emergéncia radicular (Vilches-Barro et al., 2015).

5.2. Anélises com Dualex

Com base na andlise dos dados fisiologicos pode-se observar que o alagamento
provocou reducdo no indice de nitrogénio e clorofila nas plantas parcialmente alagadas
e nas plantas totalmente alagadas. As antocianinas apresentaram incremento de 17% e
19% com o aumento da inunda¢do quando comparados ao controle. Contudo os
flavonoides ndo demonstraram alteracGes entre os tratamentos.Os indices de Nitrogénio

cairam nos alagamentos parcial e total em relacdo ao controle 11% e 13% (Tabela 2).

Tabela 2. indice de nitrogénio (NBI), clorofilas, flavonoides e antocianinas em plantas
de Inga cylindrica ap6s 21 dias de exposicdo a inundacdo simulada.

Niveis de NBI Clorofila Flavonoides Antocianina

alagamento

Controle 29.85+1.99 31,65+2,61 1,05+0,02 0,56+0,02
Parcial 19.73"+1.97 21,757+1,06 0,98+0,13 0,66""+0,02

Total 16.13"+4.74 16,13™+4,43 0,88+0,06 0,67""+0,04
F o = NS =
CV (%) 19.35 18.24 15.52 6.82

Média = EP (n = 4). Asteriscos indicam diferencas a 5% (*) de probabilidade, em rela¢do ao
controle, pelo teste de Dunnett. (NS) néo significativo.

As taxas fotossintéticas absorvem a energia luminosa que € comumente utilizada

no processo fotossintético, a fixagdo do CO2 é uma das reagGes principais para redugado
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de energia na planta (Mustroph, 2018).0 nitrogénio € considerado o elemento essencial
para plantas por realizar parte de compostos para 0s vegetais, quando as plantas nao
realizam seus processos fotossintéticos o nivel de nitrogénio consequentemente diminui
acarretando assim em uma diminuicdo no metabolismo do individuo (Goulao et al.,
2011). Desta forma isso explicaria os resultados encontrados nos individuos de I.
cilindrica.

De acordo com Taiz (2004) as antocianinas sdo responsaveis pela pigmentacdo
dos vegetais, cujo esta pigmentacdo é derivada pelos compostos fendlicos pertencentes
ao grupo dos flavonoides, elas atuam como filtro melhorando e regulando a fotossintese

isso explica os motivos do tratamento parcial e total ter aumentando seu indice.

5.3 Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

I. cylindrica sob condigdes de alagamento demonstrou reducdo na taxa
fotossintética (E), taxa fotossintética liquida (A), concentracéo externa de CO- (Ca) e na
condutancia estomatica (gs) o tratamento parcial e total foram diminuindo
gradativamente (Tabela 3). A concentracdo interna de CO2 (Ci) e a relacdo entre a
concentragédo interna e externa de CO (Ci/Ca) aumentou no tratamento parcialmente
alagado 9% e 7% respectivamente (Tabela 3).

A relacdo entre a taxa fotossintética e a concentracdo de CO: (A/Ci), o
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®psi) € 0 coeficiente de extingdo
fotoquimica (gp) diminuiram consideravelmente quando comparado ao controle (Tabela
3). A extin¢do da eficiéncia ndo fotoquimica (QN) aumentou significativamente apenas
no tratamento totalmente alagado 15% quando comparado ao controle (Tabela 3).

A taxa fotossintética é a capacidade que uma planta possui para realizar
processos para producdo de energia, quando as plantas s&o submetidas a fatores
limitantes tais como inundagdo ocorre a reducdo na capacidade de realizacdo de
fotossintese. A concentracdo de CO2 é aumentada quando o processo enzimatico na
captacdo de carbono se eleva, o que significa ganho de carbono através da fotossintese
(Pallardy, 2008).
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Tabela 1. Taxa fotossintética (E), taxa fotossintética liquida (A), concentracdo externa
de CO2 (Ca), concentracdo interna de COz (Ci), condutancia estomatica (gs), relacdo
entre a concentracéo interna e externa de CO> (Ci/Ca), relacdo entre a taxa fotossintética
e a concentracdo de CO2 (A/Ci), Rendimento quantico efetivo do fotossistema II (Dpsii),
coeficiente de extin¢do fotoquimica (gp) e extincdo da eficiéncia ndo fotoquimica (gN)
em plantas de Inga cylindrica ap6s 21 dias de inundagéo.

Trocas gasosas

Niveis de E A Ca Ci Gsw’ Ci/Ca
alagamento

Controle 5,24+0,53  11,39+0,39  388,51+0,48  313,52+6,73 0,31+0,04  0,81+0,02
Parcial 2,627°+0,59 3,917+1,14 395,77""+1,18 343,617+5,61 0,157+0,03 0,87""+0,01

Total 1,92°+0,66 3,92°°+0,96 395,947+1,08 322,08+13,15 0,117°+0,04 0,81+0,03
F ** *% *% *% *%x *%
CV (%) 30,24 23,41 0,41 3,88 34,91 3,81

Fluorescéncia da clorofila a

Niveis de AICi Dpsi| ETR g an
alagamento
Controle 0,04+0,001 0,12+0,02 77,67+£13,25 0,12+0,02 0,73+0,02
Parcial 0,01"°+0,003  0,05"+0,01 33,40"+1,39 0,057+0,01 0,80+0,02
Total 0,01"°+0,003  0,07""+0,01 36,357°+8,06 0,07"+0,01 0,84™*+0,04
F *%x *%* **k **k Kk
CV (%) 22,92 32,12 32,70 32,12 4,89

Média £ EP (n = 4). Asteriscos indicam diferengas a 5% (**) de probabilidade, em relacdo ao
controle, pelo teste de Dunnett.

A queda acentuada da fotossintese nos individuos de 1. cylindrica nos
tratamentos, pode ser explicado devido as plantas submetidas ao estresse de hipoxia
apresentam danos no seu aparato fotossintético, isto implica na reducdo e de energia
para crescimento, mobilizando os fotoassimilados existentes para manter 0 seu
metabolismo com a finalidade de sobreviver durante o estresse hidrico (Coelho et al.,
2014) .

A reducdo dos tecidos parenquimaticos induz que ocorreu este evento para
contribuir para uma maior difusdo do oxigénio do ambiente para o interior da planta,
auxiliando na sobrevivéncia da espéecie durante o periodo de inundagdo (Zucarelli,
2011).

As respostas apresentadas pelas plantas alagadas de 1. cylindrica indicam que a
espécie pode tolerar periodos de alagamento, mantendo uma satisfatoria producéo
energética, garantida pela respiragdo aerébica em razdo das modificacOes
morfoanatdmicas que garantiram a sobrevivéncia da planta a este tipo de estresse.

Nas observagoes fisiologicas, o fechamento estomatico pode ser um mecanismo

de tolerancia & inundacdo apresentado pela I. cilindrica. O indice de fotossintese e
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clorofila foi reduzido gradativamente nos tratamentos totalmente alagado isso
demonstra um importante indicio da capacidade de recuperacdo da planta (Jackson,
1984).

O fechamento dos estbmatos e a taxa de transpiracdo também foram reduzidos
no tratamento parcial e total isso demonstra uma das principais causas iniciais da queda
da capacidade fotossintética em plantas sob excesso de agua no solo (Lin, 2001). O
evento referente ao fechamento estomatico durante o periodo de alagamento é um
comportamento regulador do balanco hidrico, corroborando com uma resposta critica
para impedir a desidratacdo da folha em espécies suscetiveis ao excesso de agua no solo
(Mollard et al., 2008).
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7.CONCLUSAO

As plantas de 1. cylindrica foram tolerantes as condi¢des de inundagéo parcial e
total. Par amenizar o estresse as plantas desenvolveram estratégias adaptativas como
producdo de aerénquima, lenticelas, estratégias de diminuicdo dos niveis fisiologicos e
anatoémicos.

Deste modo a espécie em estudo pode ser indicada para o plantio de &reas
degradadas em ambientes que sdo sujeitos a inundacdo como matas ciliares e regides

préximas a barragens.
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