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RESUMO

O presente trabalho estudou a influéncia do gradiente de inundacdo na variacdo de atributos
funcionais de 6rgéos vegetativos em Ischnosiphon puberulus para seu estabelecimento em zona
riparia amazonica. A espécie foi coletada em campo e em casa de vegetacdo para avaliar o efeito
do alagamento e sua supressao. As folhas, raizes e rizomas foram submetidos a métodos usuais
em Anatomia Vegetal para quantificar a variacdo em atributos funcionais e sua resposta ao
gradiente de inundacdo. Em amostras das plantas em campo, a densidade estomatica da face
abaxial da folha teve relagdo positiva (aumento) com a inundacgdo. Na raiz, independentemente
da condicdo de inundacdo, os individuos apresentaram maiores propor¢oes de aerénquima em
maiores condicdes de inundagdo. Em cultivo em casa de vegetacao, essas propor¢des tenderam
a diminuir, ou serem ausentes. Em campo, a razao cortex/estelo foi maior para os individuos
em parcelas mais inundadas do que nos individuos daquelas menos inundadas, ao contrario dos
individuos de casa de vegetacdo. Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de compostos
fenolicos em todos os 6rgdos vegetativos, assim como amido na folha e rizoma. A densidade
estomatica da face abaxial da folha e a razdo aerénquima/cortex sdo os principais atributos
funcionais relacionados as parcelas mais inundadas. Os atributos funcionais de folha e rizoma
submetidos ao alagamento e sua supressdo ndo variaram em campo e em casa de vegetacdo. Na
raiz, a proporgéo de aerénquima foi o atributo funcional com maior plasticidade apresentando
correlacdo positiva com a inundacdo em campo e correlacdo negativa com a supressdo da
inundacdo em casa de vegetacdo. Esse conjunto de caracteristicas permite que I. puberulus
consiga se estabelecer e se distribuir ao longo de todo o gradiente de inundacgéo, destacando o

aeréngquima como a caracteristica mais marcante ao alagamento.

Palavras-chave: Adaptacdo. Bacia Amazonica. Erva. Orgdos vegetativos. Plasticidade

fenotipica. Pulso de inundag&o.



ABSTRACT

This study investigated the influence of the flood gradient on the variation of functional
attributes in vegetative organs of Ischnosiphon puberulus for its establishment in the
Amazonian riparian zone. The species was collected in the field and in a plant nursery to
evaluate the effect of flooding and its suppression. The leaves, roots, and rhizomes were
subjected to the usual methods of plant anatomy to quantify the variation in the functional
attributes and their response to the flood gradient. In the field samples, the stomatal density on
the abaxial surface of leaves had a positive relationship (increase) with waterlogging. In the
root, regardless of flooding condition, individuals had higher proportions of aerenchyma in
higher flooding conditions. With cultivation in the plant nursery, these proportions tended to
decrease, or were absent. In the field, the cortex-to-pith ratio was higher in the individuals from
more flooded plots than in less flooded areas, unlike the individuals in the plant nursery.
Histochemical tests showed the presence of phenolic compounds in all the vegetative organs,
as well as the starch in the leaves and rhizomes. The stomatal density of the abaxial surface of
leaves and the aerenchyma-to-cortex ratio are the main functional attributes related to the most
flooded plots. The leaf and rhizome functional attributes of plants subjected to flooding and its
suppression did not vary between the field and plant nursery conditions. In the roots, the
proportion of aerenchyma was the functional attribute with the highest plasticity, showing a
positive correlation with field flooding and a negative correlation with its suppression in the
nursery. This set of features allows I. puberulus to establish and spread along the entire flooding

gradient, with the aerenchyma standing out as the most striking feature in response to flooding.

Keywords: Acclimatization. Amazon basin. Herb. Vegetative organs. Phenotypic plasticity.

Flooding regime.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Qual o problema da pesquisa?
Zonas riparias sao ecossistemas de ligagédo entre os ambientes terrestres e aquaticos ao longo

dos rios. As florestas alagadas compreendem uma significativa proporgéo do territério da bacia
amazonica e possuem caracteristicas ambientais que limitam o crescimento e o estabelecimento
de espécies vegetais. O estresse de inundacgdo afeta o desempenho das espécies, agindo sobre
os atributos funcionais (caracteristicas anatdmicas, morfologicas, fenoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas e/ou moleculares), em funcdo do alagamento, que resulta, podr exemplo, em
privacdo de oxigénio no solo, ao qual a planta esta sujeita.

Porém, algumas espécies conseguem sobreviver sob o efeito da inundacdo, por
apresentarem adaptacfes estruturais e/ou funcionais. Plantas herbéaceas, por exemplo, em
especial as espécies da familia Marantaceae, ocorrem tanto em terra firme quanto em areas
alagadas.

A principal questdo deste trabalho, é compreender quais caracteristicas relacionadas a I.
puberulus sdo importantes para sua sobrevivéncia ao longo de todo o gradiente de inundacao.
Essas caracteristicas que influenciam diretamente no desempenho da espécie podem ser
definidas como atributos funcionais. Tais alteragdes podem ocorrer em suas caracteristicas
anatdmicas, morfoldgicas, fenoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e/ou moleculares, em funcgéo
do estresse ao alagamento, com a privacdo de oxigénio no solo, ao qual a planta esta sujeita.

Se a planta sobrevive as condi¢des andxicas por meio de adaptacdes metabdlicas, € possivel
afirmar que a planta tem estratégias de adaptacdo por tolerancia. Se a planta sobrevive as
condicBes andxicas por meio de mudancas em alguma estrutura (anatémica, por exemplo) é
possivel afirmar que a planta dispde de estratégias de evitacdo a inundacdo. Nesse ultimo caso,
as plantas responderam aos estimulos devido a sua plasticidade fenotipica, que é a expressdo
de diferentes fendtipos representado por um unico genotipo determinada pelas condigdes do
ambiente.

Assim, a principal questdo deste trabalho é compreender quais atributos funcionais
relacionadas a I. puberulus (Marantaceae) sdo importantes para sua sobrevivéncia ao longo de
um gradiente de inundacdo por meio da avaliagdo dos atributos funcionais (anatémicos,

morfoldgicas e hidraulicos).
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1.2 Como a pesquisa foi realizada?
O estudo foi realizado na bacia do Rio Cupari ao longo de um gradiente de inundacao na

Floresta Nacional do Tapajds, no Oeste do Pard, Brasil. Amostras de 6rgdos vegetativos (raiz,
rizoma e folhas completamente estendidas) de Ischnosiphon puberulus foram coletadas (n =
13) em plantas ocorrentes em trés parcelas acima da linha de inundacéo, em plantas ocorrentes
em quatro parcelas no trecho médio e em plantas ocorrentes em seis parcelas no trecho baixo
da sub-bacia, area sempre alagada da bacia do rio Cupari. As parcelas foram estabelecidas
conforme modelo de parcelas riparias (RAPELD/Programa de Pesquisa em Biodiversidade).
Individuos da espécie foram coletados em dez parcelas de campo e transportados para cultivo
em casa de vegetacdo em Alter-do-Ch&o no municipio de Santarém — PA. As mesmas condicdes
de cultivo foram conduzidas para o substrato, disponibilidade de &gua e luminosidade, a fim de
testar o efeito da inundacdo sobre individuos.

Raiz, rizoma e folha foram caracterizados estruturalmente métodos convencionais de
anatomia vegetal. Os tracos funcionais morfoldgicos, anatdmicos e hidraulicos de raiz e da
folha foram analisados qualitativamente e quantitativamente, sendo 10 mensuracdo de cada
individuo e calculado a média para cada caracteristica anatdmica. O nivel da coluna d’agua,
representado pela diferenca entre a superficie da lamina d’agua e o nivel superior do sedimento
no leito do corpo d’agua, foi utilizado como variavel de campo para representar a intensidade
da inundacéo.

A andlise de regresséo foi utilizada para determinar o grau de explicacdo das variaveis de
campo sobre o0s atributos funcionais. Para comparar os tracos funcionais dos 6rgaos vegetativos
(raiz e folha) de I. puberulus entre as condi¢bes de campo e da casa de vegetacdo foram
utilizadas Andlises de Variancia (Anova). A Analise de Componentes Principais (ACP) foi
utilizada para verificar as associa¢Bes dos tracos funcionais para a folha e raiz. As analises
estatisticas foram feitas utilizando o software R (R Core Team, 2021) considerando p<0,05.

1.3 Qual a importancia da pesquisa?

AlteracBes naturais ou antropica as areas alagaveis como as resultantes de atividades
humanas ou clima podem impactar as plantas, ao ponto de as mesmas nao resistirem a estas
perturbacgdes. Por isso, torna-se importante identificar caracteristicas de resisténcia das espécies
vegetais aos processos hidrologicos, principalmente quando os eventos extremos de seca e
alagamento (chuva) se tornam criticos para estas espécies.

Estudos dessa natureza tém sido realizados pelo mundo para investigar os atributos

funcionais de plantas em respostas as alteracfes ambientais. No entanto, s&o escassos aqueles
14



concernentes a familia Marantaceae, em especial nas zonas riparias na Amazoénia. E devido a
elevada abundéncia e frequéncia em ambientes com diferentes niveis de alagamento, I.
puberulus é uma espécie chave para esses estudos. Por fim, este estudo € pioneiro na
investigacdo de atributos funcionais (anatdmicos, hidraulicos e morfologicos) em herbaceas na

Amazonia ao longo de um gradiente de alagamento em florestas inundadas.
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RESUMO
O presente trabalho estudou a influéncia do gradiente de inundagdo na variacdo de atributos
funcionais de 6rgaos vegetativos em Ischnosiphon puberulus para seu estabelecimento em zona
riparia amazonica. A espécie foi coletada em campo e em casa de vegetacao para avaliar o efeito
do alagamento e sua supressao. As folhas, raizes e rizomas foram submetidos a métodos usuais
em Anatomia Vegetal para quantificar a variacdo em atributos funcionais e sua resposta ao
gradiente de inundacdo. Em amostras das plantas em campo, a densidade estomatica da face
abaxial da folha teve relacdo positiva (aumento) com a inundacao. Na raiz, independentemente
da condicdo de inundacdo, os individuos apresentaram maiores propor¢des de aerénquima em
maiores condicOes de inundagdo. Em cultivo em casa de vegetacéo, essas proporgoes tenderam
a diminuir, ou serem ausentes. Em campo, a razdo cortex/estelo foi maior para os individuos
em parcelas mais inundadas do que nos individuos daquelas menos inundadas, ao contrario dos
individuos de casa de vegetacdo. Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de compostos

fenolicos em todos os 6rgdos vegetativos, assim como amido na folha e rizoma. A densidade
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estomatica da face abaxial da folha e a razdo aerénquima/cortex sdo os principais atributos
funcionais relacionados as parcelas mais inundadas. Os atributos funcionais de folha e rizoma
submetidos ao alagamento e sua supressdo ndo variaram em campo e em casa de vegetacdo. Na
raiz, a proporcao de aerénquima foi o atributo funcional com maior plasticidade apresentando
correlagdo positiva com a inundacdo em campo e correlagdo negativa com a supressdo da
inundacdo em casa de vegetacdo. Esse conjunto de caracteristicas permite que I. puberulus
consiga se estabelecer e se distribuir ao longo de todo o gradiente de inundacéo, destacando o
aerénguima como a caracteristica mais marcante ao alagamento.

Palavras-chave: Adaptacio. Bacia Amazonica. Erva. Orgdos vegetativos. Plasticidade
fenotipica. Pulso de inundag&o.

1 INTRODUCAO

As florestas alagadas cobrem cerca de 750.000 km2 ao longo e entre os rios da bacia
hidrografica amazénica (Wittmann & Junk, 2016) e possuem caracteristicas ambientais que
podem limitar o crescimento e estabelecimento das espécies vegetais ndo tolerantes ou
adaptadas ao alagamento (Parolin, 2009). O gradiente de inundagéo funciona como um filtro
ambiental, que influencia as comunidades de plantas mesmo com pequenas mudancas na
profundidade e periodo de alagamento, selecionando diferentes espécies com distintos graus de
tolerancia (Riis & Hawes, 2002; Kraft et al., 2015). As zonas riparias, ecossistemas formados
na ligacdo entre os habitats terrestres e de dgua doce ao longo dos rios (Gonzélez et al., 2017),
sdo vitais para conservacao da biodiversidade (Nunes et al., 2019), e suas areas sdo consideradas
vulneraveis as acles antrdpicas e as mudancas climéticas (Capon et al., 2013), estando sujeitas
as alteracOes nas condi¢Ges ambientais locais de acordo com o nivel e duragdo do alagamento
(Paz et al., 2017).

Em resposta ao estresse do alagamento e/ou seca, as plantas podem alterar suas
caracteristicas anatbmicas, morfologicas e hidraulicas em seus 0rgaos vegetativos. Respostas
anatdmicas a variacdo ambiental sdo muito relevantes porque refletem adaptacdes estruturais
aos filtros ambientais. Aparentemente, essas caracteristicas anatdmicas podem conferir

vantagens adaptativas as plantas (Kuster et al., 2018).

Ajustes das plantas a estimulos ambientais podem ocorrer por meio de uma propriedade
adaptativa chamada plasticidade fenotipica (Wang et al., 2019). A plasticidade fenotipica é a

expressdo de diferentes fenotipos por um unico gendtipo em funcdo do ambiente, que confere
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a planta diferentes caracteristicas responsaveis pela aptiddo e sucesso dos individuos no
ambiente a qual esté sujeita (Nicotra et al., 2010).

Quando o solo esta inundado, a zona da raiz é preenchida com excesso de agua
(Sasidharan et al., 2017). Logo, a difusdo de oxigénio do ar para o solo é severamente
restringida (Colmer & Flowers, 2008). Assim, em ambientes alagados ou submersos, as plantas
apresentam caracteres anatdmicos (aerénquima) que promovem a difusdo do oxigénio e
consequentemente garantem a sobrevivéncia das mesmas no ambiente (Armstrong et al., 2006;
Colmer & Voesenek, 2009). Juntas, as espécies de zonas umidas podem transportar oxigénio
de forma mais eficiente para as pontas das raizes do que as espécies de terras altas sob inundagéo
do solo devido a formacdo de aerénquima (Yamauchi et al., 2021). Em estudos de anatomia dos
Orgdos vegetativos (raiz, rizoma e caule aéreo), foi observada a presenca de aerénquima e/ou
barreiras apoplasticas que auxiliam as plantas na adaptacao e resisténcia a inundacéo (Zhang et
al., 2018; Yang et al., 2019a; Yang et al., 2019Db).

As caracteristicas que tém influéncia direta no desempenho dos organismos sao
denominadas de atributos funcionais (Mouillot et al., 2013), podendo ser atributos
morfolégicos, anatémicos, fisioldgicos, fenoldgicos e/ou bioquimicos. Atributos funcionais
foliares tém sido preferencialmente utilizados na pesquisa cientifica em geral, devido a alta
plasticidade das folhas (Siqueira-Silva et al., 2016), ou pela facilidade da sua coleta, medicéo e
processamento, quando comparados aos demais 6rgdos vegetativos. Entretanto, estudos
estruturais de caules e raizes precisam ser desenvolvidos para o entendimento completo das

estratégias de adaptacdo das plantas ao ambiente.

O Dominio Amazénia € o maior do Brasil, abrigando cerca de 30% da totalidade das
espécies vegetais na América do Sul (MMA, 2021). Estudos voltados para atributos funcionais
de plantas em zonas riparias na Amazoénia sdo escassos, mostrando a necessidade de avaliar a
importancia dessas caracteristicas em individuos para a estruturacdo das comunidades nesses

ecossistemas.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do gradiente de inundacéo
nos atributos funcionais de 6rgéos vegetativos de Ischnosiphon puberulus Loes. (Marantaceae)
em zona riparia amazonica. Para isso, levantamos a hipdtese de que os atributos funcionais de
Orgdos vegetativos (raiz, rizoma e folha) de I. puberulus ndo se conservam ao longo do
gradiente de inundacdo na bacia Amazonica, sendo a raiz o 6rgdo vegetativo mais plastico e 0
aerénquima o marcador estrutural de intensidade de alagamento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e Coleta dados
O estudo foi realizado no rio Cupari (bacia Amazo6nica) em sua parte contida na Floresta

Nacional do Tapajés (doravante Flona do Tapajés), oeste do estado do Pard, Brasil (Fig. 1). A
Flona do Tapajés possui 527,319 hectares (ICMBio, 2019), tendo a Floresta Ombroéfila Densa
como tipologia florestal dominante (IBGE, 2012), a qual cobre 92,7% da area da Flona com
aproximadamente 412 espécies arboreas pertencentes a 57 familias, com dominancia de arvores
de grande porte (IBAMA, 2004). Segundo a classifica¢do climética de Kdppen o clima é do
Tipo Ami (quente e Umido), com temperatura média anual de 25,5°C e concentracéo de chuvas
ocorrentes entre janeiro e maio, totalizando média anual de 1.820 mm (IBAMA, 2004). O solo
é do tipo Latossolo Amarelo Distréfico, caracterizado por diferentes texturas, sendo geralmente
profundo, acido, friavel e revestido por florestas densas (Espirito-Santo et al., 2005). Parte da
sub-bacia do rio Cupari esta contida na area da FLONA do Tapaj6s banhando a parte sul da
unidade de conservacdo (Silva-Oliveira et al., 2016), sendo este rio afluente direito do Rio
Tapajos (Rios-Villamizar et al., 2014).

Os dados climaticos de temperaturas média maxima e diaria mensal, bem como
precipitagdo total mensal em um periodo de 12 meses previamente & coleta das amostras
(novembro/2019) e dos ultimos doze meses de cultivo das plantas em casa de vegetacdo foram
obtidos do banco de dados de estacdes climatolégicas automaticas disponiveis no site do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (Fig. A). Os dados foram obtidos da estacdo
Placas A211 (Fig. Al) e Santarém A250 (Fig. A2), por serem as estacdes automaticas mais
préximas da bacia do rio Cupari e do local de cultivo em casa de vegetacdo em Santarém-PA,

respectivamente

2.2 Coleta de dados em campo
Amostras de 6rgaos vegetativos (raiz, folha e rizoma) da erva estudada (n = 13) foram

coletadas entre 18 e 19 de novembro de 2019 em treze parcelas distribuidas ao longo da bacia
do rio Cupari (Fig. 1), sendo trés parcelas riparias no trecho alto (Fig. 2A), quatro parcelas no
trecho medio (Fig. 2E), e seis no trecho baixo da sub-bacia (Fig. 2B). As parcelas foram
estabelecidas conforme modelo de parcelas riparias pelo Programa de Pesquisa em
Biodiversidade/RAPELD (2015).

A coluna d’agua (Tabela A) foi utilizada como varidvel ambiental de campo para

representar a cota de inundacédo na bacia do rio Cupari e relacionar com os atributos funcionais.
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Fig. 1. Area de estudo, Estado do Para, Brasil, localizada na bacia amazénica, sub-bacia do rio Cupari na Floresta
Nacional do Tapajds, identificando as parcelas riparias. Fonte: Kleyton Kleber dos Santos Corréa.

A medida foi feita por régua linimétrica (resolucdo de +1cm) posicionada a margem e ao fundo

do canal sempre inundado, ao lado da parcela riparia onde foram coletadas as ervas, incluindo

a coleta de material para anatomia
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Fig. 2. Fotos das parcelas de coleta de dados em campo e de Ischnosiphon puberulus.

A. Parcela em igarapé de terra firme do trecho alto. Fonte: Daiane Rodrigues

B. Parcela ripéria do trecho baixo no Rio Cupari. Fonte: Thiago André.

C. Foto de Ischnosiphon puberulus em campo. Fonte: Thiago André

D. Foto do adensamento de individuos de Ischnosiphon puberulus em uma parcela do trecho baixo. Fonte: Thiago
André.

E. Parcela riparia do trecho intermediario no Rio Tinga. Fonte: Liana Belucio

2.3 Coleta de dados em casa de vegetacao
Individuos de I. puberulus foram retirados do campo e cultivados em casa de vegetacdo

(Tabela A; Fig. 3) por 659 dias consecutivos sob condi¢cGes ambientais e de regras idénticas,
até coleta de tecido de folha, raiz e rizoma a fim de diferenciar caracteres plasticos (i.e., que
mudam em condi¢Ges ambientais distintas) de adaptaces (i.e., que ndo mudam sob diferentes

condig¢Bes ambientais).
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Fig. 3. Plantas de Ischnosiphon puberulus cultivadas em casa de vegetacéo.
A: Matrizes provenientes do campo.

B: Individuos cultivados em bancada de casa de vegetacao.

C: Detalhes de substrato de cultivo das plantas.

2.4 Espécie vegetal
A espécie vegetal estudada foi Ischnosiphon puberulus Loes. (Marantaceae),

pertencente a uma das familias botanicas mais importantes na diversidade de herbaceas em
zonas riparias (Fig. 2C, D), tendo altos valores de abundancia no sub-bosque amazoénico (Costa,
2004; Costa et al., 2008; Drucker et al., 2008). As espécies do género Ischnosiphon sdo
herbaceas grandes, eretas e perenes (Nakazono et al., 2004). Um estudo realizado por Rodrigues
et al. (2021) mostrou que Ischnosiphon foi o género mais rico desta familia na sub-bacia do rio
Cupari, sendo I. puberulus uma das poucas espécies que ocorreram ao longo de todo o gradiente
hidrografico amostrado. Material testemunho foi depositado no herbario HSTM da
Universidade Federal do Oeste do Par4 - Ufopa (M.A. Buitrago-A. 471, HSTM 12225).

2.5 Caracterizacdo estrutural e mensuracdo dos atributos funcionais
Para a caracterizacgdo estrutural em microscopio 6tico (Axio Lab.Al, Zeiss), fragmentos

da regido mediana de folhas completamente expandidas, raizes e rizomas foram submersos em
solucdo fixadora FAA7 (formaldeido, &cido acético glacial e etanol 70%, 1:1:18, v/v)
(Johansen, 1940) por um periodo de 24 horas. Em seguida, o material foi desidratado em série
etilica crescente (70 - 95%), pré-infiltrado, infiltrado e incluido em resina histoldgica (Leica),
segundo métodos usuais de Anatomia vegetal. Cortes em micr6tomo rotativo (EasyParth Crux)
com 5 um de espessura) foram realizados no plano transversal dos 6rgdos vegetativos
estudados. Em seguida, as laminas histoldgicas obtidas foram coradas em azul de toluidina
0,05%, pH 6,8 em tampao de fosfato 0,1 M (O’Brien et al., 1964) e montadas em verniz vitral
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incolor 5004 (Paiva et al., 2006). O registro fotomicrografico foi feito em Fotomicroscopio
(Axio Lab.Al, Zeiss, acoplado a camera digital Axiocam ERc 5s, Zeiss).

Para os testes histoquimicos parte das amostras de folha, rizoma e raiz incluidas
transversalmente em resina metacrilato e seccionadas em micrétomo rotativo (5 pm), foram
coradas com: solugéo de Lugol para amido (Johansen, 1940); Sudan IV em etanol 70% para
lipidios totais (Pearse, 1972); e solugdo aquosa de cloreto férrico para marcacdo de compostos
fenolicos ndo estruturais (Johansen, 1940). Os modos de preparo e procedimentos de utilizagédo
dos reagentes histoquimicos foram realizados com base no protocolo de Ventrella et al. (2013).

Os tracos anatémicos, morfoldgicos e hidraulicos que possuem significancia funcional
foram analisados quantitativamente em folhas e raizes (Tabelas B e C).

A densidade estomatica (Pompelli et al. 2010) e a caracterizacdo estrutural da superficie
foliar de I. puberulus folha foram avaliadas ap6s impresséo e dissociacao epidérmica das faces
adaxial e abaxial. Para isto, foi feita a contagem dos estdmatos em 18 campos microscopicos,
escolhidos aleatoriamente para cada face epidérmica e individuo estudado.

Para as folhas, as caracteristicas estruturais mensuradas (Tabela B) foram: Espessura da
Epiderme faces Adaxial e Abaxial (Ead e Eab, um), Espessura da Hipoderme faces Adaxial e
Abaxial (EHa e EHb, um), Espessura do Parénquima Palicadico (EPp, um), Espessura do
Parénquima Lacunoso (EPI, um) e Espessura da Folha (ET, um). Diante dessas médias, foi
calculado a Proporcéo do Parénquima Paligadico (PPp, %), ou seja, a razdo EPp/ET x 100, bem
como a Proporc¢do do Parénquima Lacunoso (PPI, %), através da razdo EPI/ET x 100, conforme
Liuetal. (2019). Para isto, foram feitas 10 mensuracdes de cada individuo utilizando o software
ZEN (blue edition - Carl Zeiss Microscopy GmbH) e calculado a média para cada caracteristica
anatomica.

Para a raiz, as caracteristicas estruturais mensuradas (Tabela C) foram: Espessura da
Epiderme (EEp, um); Espessura da Exoderme (EEx, pm); Espessura do Cortex (EC, um);
Espessura do Aerénquima (EA, um); Razdo Aerénquima/Cortex (RAC, um?/ um?); Razéo
Cortex/Estelo (RCE, um?/ um2). Foram feitas 10 mensuracgdes de cada individuo utilizando o
software ZEN (blue edition - Carl Zeiss Microscopy GmbH) e calculado a média para cada

caracteristica anatdbmica.

2.6 Analise estatistica dos dados
Para comparar os tragos funcionais dos 6rgaos vegetativos (raiz e folha) de I. puberulus

entre as parcelas foi utilizado a Anélise de Variancia (ANOVA) com p-valor menor ou igual a

0,05. Analises de regressdo linear e ndo linear foram utilizadas para determinar o grau de
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explicacdo das variaveis de campo (coluna d"agua) nos atributos funcionais. A Analise por
Componentes Principais (PCA) foi utilizada para analisar as associagdes multivariadas dos
tracos funcionais para a folha e raiz, utilizando uma matriz de correlacéo de input na analise e
o teste de Broken Stick foi utilizado para escolha dos componentes principais relevantes para a
andlise. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software R (R Core Team, 2021). A

PCA foi feita utilizando o pacote “ggbiplot”.

3 RESULTADOS

3.1 Anatomia foliar da espécie em campo
I1schnosiphon puberulus possui folha com mesofilo heterogéneo do tipo dorsiventral

(uma camada de parénquima palicadico e trés a quatro camadas de parénquima lacunoso) e
epiderme e hipoderme unisseriadas em ambas as faces da folha (Fig. 4A-F), com cuticula pouco
espessa na face adaxial, independentemente do periodo de alagamento. As células epidérmicas
(ambas as faces) séo retangulares e achatadas (Fig. 4A-F), exceto na face abaxial de folhas de
plantas expostas a 1 més de alagamento, as quais possuem epiderme papilosa (Fig. 4E). Nos
diferentes periodos de alagamento (1 a 8 meses), a hipoderme € visivelmente mais volumosa
na face adaxial da folha. Em menor exposicao a inundagéo, o parénquima lacunoso aparenta
possuir maiores espacos intercelulares. Na nervura central, houve similaridade anatbmica em

todos os ambientes estudados (Fig. 4B, D e F).

24



Pl

A e oy, L, dipe-ue

E

Fig. 4. Caracterizagdo anatdmica da folha de Ischnosiphon puberulus (sec¢do transversal) ao longo do gradiente
e periodos de inundag&o na sub-bacia do Rio Cupari, a saber: 7 (A-B), 3 (C-D) e 1 (E-F) més.

A, C e E: Nervura central.

B, D e F: Lamina foliar.

Legendas: epiderme da face adaxial, Ead; epiderme da face abaxial, Eab; hipoderme, Hip; parénquima palicédico,
Pp; Parénquima lacunoso, PI.

As células epidérmicas, em vista frontal, exibem paredes anticlinais ndo sinuosas nas
duas faces (Fig. B1-2). A folha é anfi-hipoestomatica (predominancia de estbmatos na face
abaxial) e pilosa apresentando tricomas tectores na face abaxial (Fig. B3) lamina foliar dos
individuos de parcelas expostas a intensidade menores de alagamento (parcelas do trecho alto).

3.2 Anatomia folia da planta em casa de vegetacao
Ischnosiphon puberulus apresenta epiderme unisseriada em ambas as faces da folha,

células hipodérmicas volumosas, com destaque para face adaxial, mesofilo heterogéneo do tipo
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dorsiventral e presenca de papilas epidérmicas na face abaxial (Fig. 5A-F). Nao houve diferenca
estrutural entre as folhas coletadas nos individuos em campo e casa de vegetacao (Figs. 4 e 5).
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Fig. 5. Caracterizagdo anatdmica da folha de Ischnosiphon puberulus (sec¢do transversal) cultivadas em casa de
vegetacdo provenientes de parcelas ao longo do gradiente de inundagdo submetidas a diferentes periodos de
alagamento no campo, a saber: 7 (A-B), 3 (C-D) e 1 (E-F) més.

A, C e E: Nervura central.

B, D e F: Lamina foliar.

Legendas: epiderme da face adaxial, Ead; epiderme da face abaxial, Eab; hipoderme, Hip; parénquima pali¢adico,
Pp; Parénquima lacunoso, PI.

3.3 Anatomia da raiz da espécie em campo
A raiz de I. puberulus apresenta epiderme unisseriada composta por células tabulares,

além de exoderme pluriestratificada, independentemente do periodo de alagamento (Fig. 6A-
F). O cortex é heterogéneo e ocupa aparentemente a maior parte do corpo primario da raiz, com

predominancia de aerénquima, em especial em plantas presentes em areas sujeitas a longos
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periodos de alagamento (3-8 meses) (Tabela A, Fig. 6A-D). A raiz é poliarca, sendo o xilema
exarco, alternado com o floema. O centro do cilindro vascular é ocupado por esclerénquima e
entre a endoderme e os tecidos vasculares (xilema e floema) estd presente um periciclo

unisseriado (Fig. 6A-F) em todos os individuos do gradiente de inundacéo.

+

Fig. 6. Caracterizacdo estrutural da raiz de Ischnosiphon puberulus (sec¢do transversal) ao longo do gradiente e
periodos de inundacdo, a saber: 6 (A-B), 3 (C-D) e 0 (E-F) més.

A, C e E: Raiz em vista geral.

B, D e F: Detalhe da raiz.

Legendas: protoxilema, px; metaxilema, mx; floema, fl; endoderme, em; aerénquima, Ae; periciclo, pr; epiderme,
Ep. Barras = 200 pm.

3.4 Anatomia da raiz em casa de vegetacao
Em casa de vegetacdo as raizes possuem epiderme unisseriada, exoderme

pluriestratificada, parénquima cortical e xilema poliarco, apresentando similaridade estrutural
com as raizes dos individuos em campo anatémicas (Fig. 7A-F). Entretanto, visualmente nota-
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se que houve reducdo na proporc¢ao de aerénquima no cortex de raizes de individuos (cultivados

em casa de vegetacdo) provenientes da parcela com maior periodo de alagamento (Fig. 7A-B),

qguando comparada com as raizes de individuos coletados em zona riparia. Em raizes da espécie

da parcela C4.1 (Tabela A) a reducdo de aerénquima foi tdo drastica, a ponto de néo ter sido
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Fig. 7. Caracterizacdo estrutural da raiz de Ischnosiphon puberulus (sec¢do transversal) cultivada em casa de
vegetacdo considerando o gradiente e periodos de inundagdo, a saber: 7 (A-B), 3 (C-D) e 1 (E-F) més.

A e E: Raiz em vista geral.
B-D e F: Detalhe da raiz.

Legendas: protoxilema, px; metaxilema, mx; floema, fl; endoderme, em; aerénquima, Ae; periciclo, pr; epiderme,

Ep. Barras =200 um.
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3.5 Anatomia do rizoma da espécie em campo
O rizoma da espécie em campo possui epiderme unisseriada com células de formato

arredondado (Fig. 8A, C e E). A regido cortical é composta por células parenquimaticas
arredondadas e feixes vasculares distribuidos aleatoriamente ao longo do cértex, sendo que 0s
feixes presentes na regido mais interna da raiz (em direcao ao estelo) apresentam aparentemente
maior calibre quando comparados aos préximos do tecido de revestimento (Fig. 8A, C e E).

A endoderme é composta por uma camada de células com paredes espessas e 0 periciclo
formado por uma ou mais camadas de célula que delimitam os tecidos vasculares. No estelo a
regido medular é preenchida por células parenquimaticas e os feixes vasculares sdo bem

desenvolvidos, apresentando floema, protoxilema e metaxilema bem distintos (Fig. 9C).
3.6 Anatomia do rizoma da espécie em casa de vegetacao

Ao ser cultivado em casa de vegetacao, o rizoma apresentou estrutura semelhante a

dos individuos em campo (Fig. 8A-F). O rizoma possui epiderme unisseriada (Fig. 8B e F),
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feixes vasculares de diferentes calibres distribuidos aleatoriamente ao longo do parénquima
cortical (Fig. 8B, D e F).

Field Plant nursery

200 pm

Fig. 8. Caracterizacdo estrutural do rizoma de Ischnosiphon puberulus (seccdo transversal) dos individuos de

campo (A, C e E) e cultivados em casa de vegetacdo (B, D e F). A-F: Detalhe do sistema de revestimento, cortex,
cilindro vascular e medula.

Legendas: protoxilema, px; metaxilema, mx; floema, fl; endoderme, en; periciclo, pr; medula, me; cértex, Co;
feixe vascular, fv; epiderme, Ep.

3.7 Histoquimica dos 6rgédos vegetativos em campo e em casa de vegetacao

Em campo, na lamina foliar das plantas dos trechos médio e alto (parcelas menos
inundadas) foi observada concentracdo de amido nos parénquimas palicadico e lacunoso (Fig.
C3, 5), ao contrario do observado para o trecho baixo (parcelas mais inundadas) (Fig. C1). Em

relacdo aos individuos cultivados em casa de vegetacdo, foi observada concentracdo de amido
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no mesofilo das folhas provenientes de plantas que representam todo o gradiente hidrogréafico
(Fig. C2, 4, 6).

O rizoma apresentou amido tanto na regido do cortex quanto no estelo nas plantas ao
longo de todo o gradiente de inundacdo, assim como para os individuos cultivados em casa de
vegetacdo (Fig. D1-6). Aparentemente observa-se um aumento visual na quantidade de graos

de amido em rizomas das plantas com supressao do alagamento (Fig. D5, 6).

Em individuos de campo foi observado pouca quantidade de compostos fenolicos nas
folhas, raizes e rizomas, independentemente da condicdo de alagamento (Fig. E1-3). Em
individuos cultivados em casa de vegetacao a quantidade de compostos fendlicos produzida nos

Orgdos vegetativos foi visualmente similar aquela encontrada em plantas do campo.

3.8 Densidade estomatica
Os resultados de densidade estomatica (DE) indicaram que h& diferenca nas faces

abaxial e adaxial da folha de individuos nas parcelas ao longo do gradiente de inundacéo (Fig.
F1 e 2). Individuos presentes em areas com as maiores colunas de agua apresentaram DE na
face abaxial (F = 72,96; p < 0,05) da folha maior do que individuos em areas menos alagadas
(menores colunas d’agua) (Fig. F1). Esse mesmo padrdo de diferenga de DE na face abaxial (F
= 66,47; p < 0,05) ocorreu para as plantas cultivadas em casa de vegetacédo (Fig. F3).

Uma analise de regressdo ndo linear foi utilizada para explicar a variacdo da DEab (R?
= 0,38; p < 0,05) ao longo do gradiente de inundacdo e mostrou que este parametro cresce de
forma exponencial de acordo com o aumento da coluna d’agua (Fig. 9A). Na casa de vegetacao
a analise de regressao (R2 = 0,64; p < 0,05) indicou que a DEab ocorre como em campo (Fig.
9B).
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Fig. 9. Grafico de regressdo dos atributos funcionais hidraulicos da folha de Ischnosiphon puberulus em funcéo
da coluna d’agua em plantas coletadas em campo (A) e casa de vegetagdo (B).

A: Regressdo da densidade estomatica, em estdmatos/mm?, face abaxial da folha.

B: Regressdo da densidade estomatica, em estdbmatos/mm?, face abaxial da folha.

Legendas: densidade estomética face abaxial, DEab.

Em relacdo a face adaxial da folha, apesar de apresentar diferenca na DE no campo (F
=9,24; p < 0,05) e na casa de vegetacdo (F = 22,64; p < 0,05), ndo teve o mesmo padréo da
face abaxial (Fig. F3-4), indicando que o efeito do alagamento sob a DE é maior na face abaxial

das folhas.

3.9 Tracos funcionais da folha
Na Ead houve diferenca significativa (F = 15,41; p < 0,05) ao longo do gradiente de

inundacdo, sendo este parametro maior em plantas das parcelas do trecho alto (menor coluna
de &4gua) em relacdo aquelas do trecho baixo (Fig. G2). Este mesmo padréao de diferenca ocorreu
na Ead (F = 28,11; p < 0,05) nas plantas cultivadas em casa de vegetacdo (Fig. G4). Em relacéo
a Eab do campo, observou-se também diferenca estatistica (F = 5,94; p < 0,05) ao longo do
gradiente de inundagdo, sem relagdo com o nivel da coluna d’agua (Fig. G1). Quando cultivados
em casa de vegetacdo (Fig. G3), os individuos apresentaram diferenca na Eab (F = 9,56; p <
0,05), com espessuras maiores para aqueles individuos retirados de parcelas com menores
coluna d’agua e espessura maiores para os individuos retirados de parcelas com condicGes
extremas de alagamento (R? = 0,44; p < 0,05) (Fig. 10C).

Observamos, atraves da andlise de regressao néo linear, que condi¢fes mais severas de
inundacao estdo relacionadas com o aumento (ou diminui¢do) da Ead tanto no campo (R? =
0,46; p < 0,05) (Fig. 10A) quanto na casa de vegetacdo (R? = 0,59; p < 0,05) (Fig. 10B).

32



0 200 400 600 800
water level (cm)

Plot

EEEEEEERE
(@)
IS
-

0 200 400 600 800
Water level (cm)

10| - C

Plot

e
o
O
Bt
-y

e o e 0 0 0 0 0
(@)
+~
-

0 200 400 600 800
Water level (cm)

Fig. 10. Atributos funcionais anatdmicos da folha de Ischnosiphon puberulus em fungdo da coluna d’4gua em
plantas coletadas em campo (A) e casa de vegetacdo (B e C).

A: Regressdo da espessura da epiderme face adaxial da folha, em pum, coletada em campo.

B: Regressdo da espessura da epiderme, face adaxial da folha, em pum, coletada em casa de vegetacéo.

C: Regressdo da espessura da epiderme, face abaxial da folha, em pm, coletada em casa de vegetacéo.

Legendas: espessura da epiderme face adaxial, Ead; espessura da epiderme face abaxial, Eab.

Os demais tragos funcionais da folha (ET, EHa, EHb, EPp, EPI) apresentaram diferencas

significativas, porém, ndo tiveram relacdo com a disponibilidade de agua.
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3.10 Tragos funcionais da raiz
A mensuracéo dos atributos funcionais da raiz em campo indicou diferencas nas médias

da espessura do aerénquima (F = 103,01; p < 0,05), epiderme (F = 24,98; p < 0,05), razéo
aerénquima/cértex (RAC) (F = 84,64; p < 0,05) e razdo cortex/estelo (RCE) (F = 101,2; p <
0,05) entre as parcelas e ao longo do gradiente de inundacédo (Fig. H1-2 e Fig. 11-2). Em casa
de vegetacdo os atributos funcionais da raiz também foram diferentes nas médias da espessura
do aerénquima (F = 257,8; p < 0,05), epiderme (F = 126,9; p < 0,05), razdo aerénquima/cortex
(RAC) (F =218,1; p <0,05) e razdo cortex/estelo (RCE) (F = 51,45; p < 0,05) entre as parcelas
e ao longo do gradiente de inundacéo (Fig. H3-4 e Fig. 13-4).

As raizes de I. puberulus nas parcelas em campo que ficaram expostas a periodos curtos
de alagamento e menor coluna d’agua no leito da parcela, desenvolveram menores aerénquimas
e razdo aerénquima/cortex, respectivamente (Fig. H2 e Fig. 11). Os individuos desenvolveram
menores espessuras epidérmicas, quando submetidos as inundacdes mais intensas (Fig. H1).
Raizes expostas a maior coluna d’agua (844 cm) possuem maior razdo cortex/estelo (Fig. 12).
A razdo cortex/estelo (RCE) foi significativamente diferente entre as parcelas ao longo do
gradiente de inundacdo (Fig. I). Em sua maioria, as parcelas mais inundadas (C1, C2, C4.2 e
C4.1) tiveram individuos com RCE maior do que os individuos das demais parcelas do

gradiente. Porém, RCE foi baixo em algumas parcelas menos inundadas (C2.2, C4).

Quando cultivados em casa de vegetacdo, esse padrdo ndo ocorreu. As plantas de
parcelas submetidas a inundacdes mais intensas passaram a desenvolver menores espessuras de
aerénquima e RAC (Fig. 13). Ja os individuos de algumas parcelas periodicamente mais
inundadas, desenvolveram epiderme maiores do que os individuos de parcelas periodicamente
menos inundadas (Fig. H3). O RCE das plantas de casa de vegetacdo manteve padrdo parecido

com o das plantas em campo (Fig. 14).

A coluna d’agua superficial foi utilizada como variavel explicativa na andlise de
regressdo linear para analisar as respostas dos atributos funcionais em relagdo a disponibilidade
de &gua ao longo do gradiente de inundacdo. A regressdo indicou R2 de 0,43 (p < 0,05) e 0,36
(p <0,05) de explicacao da coluna d’agua para razao aerénquima/cortex (Fig. 11B) e espessura
epidérmica (Fig. 11A) respectivamente. Em casa de vegetacdo, as variagdes desses atributos
funcionais ndo foram explicadas pela inundacéo.

A anélise de regressdo apontou para uma relacdo negativa (Rz = 0,13; p < 0,05) entre

RCE e o ES, ou seja, quanto menor a RCE, maior a area do estelo (Fig. 11C). Em plantas
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cultivadas, essa relacdo foi positiva (R2 = 0,24; p < 0,05), indicando individuos com estelo

maior para RCE maior (Fig. 11D).
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Fig. 11. Atributos funcionais da raiz de Ischnosiphon puberulus em fungéo da coluna d’agua e razio cortex/estelo.
A: Regressdes da epiderme, em um, de campo.

B: Regressao da razdo aerénquima/cortex, em pmz2/ pmz, de campo.

C: Regressdo do estelo, em pm2, em fung¢do da razdo cdrtex/estelo, um?/ pmz2, de campo.

D: Regresséo do estelo, em um, em fung¢do da razdo cortex/estelo, um?/ pm?2, de casa de vegetacéo.

Legendas: razdo aerénquima/cortex, RAC; razdo cortex/estelo, RCE.

3.11 Anélise por componentes principais para os tracos funcionais mais
significantes

Para uma melhor interpretacdo dos dados na Anélise de Componentes Principais (PCA)
foi feito uma classificacdo subjetiva de observacdo de campo para separar o gradiente em
trechos de acordo com o nivel da coluna d’agua superficial. Os trechos foram divididos em alto,
médio e baixo, indicando os menores, intermedidrios e maiores periodos de inundacao,
respectivamente.

Na PCA observamos que os dois principais eixos correspondem a 83,6% da variacéo
total dos dados, sendo os eixos 1 e 2 representando 64,6% e 19%, respectivamente (Fig. 12)
indicando a existéncia de padrdes de aproximacéo entre as parcelas ao longo do gradiente de
inundacao (Fig. 12). Os tracos funcionais RAC e DEab foram os que tiveram maior correlagdo

com as parcelas do trecho baixo. Essa parte do gradiente é a que influencia nos atributos
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funcionais de I. puberulus. No trecho alto, a EPIraiz foi o atributo funcional que teve maior
relacéo (Fig. 12).

PCA Functional traits

—

PC2 (19.0% explained var.)

-4 =2 0 2 -
PC1 (64.6% explained var.)

Gradient —=— Lowerstretch —z— Middle stretch —a— Upper stretch

Fig. 12. Andlise por componentes principais dos principais atributos funcionais da raiz e folha de Ischnosiphon
puberulus nas parcelas ao longo do gradiente de inundagéo.

Legendas: razdo cortex/estelo, RCE; razdo aerénquima/cortex, RAC; aerénquima, ERA,; espessura da epiderme da
face adaxial da folha, EPlad; espessura da epiderme da raiz, EPIraiz; densidade estomatica da face abaxial da
folha, DEab.

4 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a espécie |. puberulus possui tracos funcionais
anatdmicos que possivelmente auxiliam sua distribuicdo em ambientes com diferentes
disponibilidades de agua. Inclusive, algumas caracteristicas anatbmicas sdo bastante fixadas

nas populages, independentemente de sua localizacdo no gradiente de inundacéo.

Na raiz, a formacdo do aerénquima e a proporcdo deste tecido no cortex foram as
principais caracteristicas anatbmicas relacionadas ao gradiente de inundacéo. I. puberulus pode
ser considerada uma espécie tolerante a inundacdo, uma vez que em condigdes campo sob
diferentes periodos de alagamento foi observado nas raizes o desenvolvimento de aerénquima,
marcador estrutural de tolerancia a inundacéo (Coan, 2002; Wan & Yamauchi, 2006; Mustroph,
2018; Mano & Nakazono, 2021). Com a supressdo do alagamento em plantas cultivadas em
casa de vegetacdo, este atributo mostrou-se ser plastico, uma vez que houve reducdo na
formacdo de aerénquima nas raizes. Os resultados aqui encontrados indicaram correlagdo

positiva entre a tolerancia a inundacéo e a proporcao de aerénquima. O aerénquima quando
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presente em 0rgaos vegetativos supre a planta de oxigénio sob condic¢Ges de hipoxia (Coan et
al., 2002; Suralta & Yamauchi, 2008; Mano & Nakazono, 2021), conferindo melhoria na
tolerancia da planta ao alagamento (Yamauchi et al., 2013; Takahashi et al., 2014; Yamauchi
et al., 2017), bem como maior capacidade de sobrevivéncia neste ambiente (VVoesenek et al.,
2006).

A variacdo de didmetros das raizes da espécie em cada parcela estudada resultou em
espessuras de aerénquima desproporcionais para efeito de comparacao. Dessa forma, a Razao
Aerénquima Cortex (RAC) respondeu melhor ao efeito da inundacao por levar em consideracédo
a proporcao de aerénquima em relacdo ao cortex.

Mesmo em parcelas com baixos periodos de alagamento em campo e naquelas
cultivadas em casa de vegetacdo, os individuos desenvolveram aerénquima em suas raizes,
ainda que ndo de forma predominante no cortex (Figs. 6E-F e 7E-F). Assim, ao longo do
gradiente de inundacdo, ficar exposta a areas com pouca intensidade de alagamento, foi
suficiente para que ocorresse a formacdo de aerénquima no cortex das raizes, sendo que essa
formacdo foi intensificada com o aumento do periodo de alagamento.

Em casa de vegetacdo, os individuos retirados das parcelas mais inundadas néo
apresentaram parénquima aerifero com o mesmo padrdo das plantas de campo (Fig. H2, 4),
sendo um forte indicativo de que a distribuicdo da espécie ao longo do gradiente hidrico é
condicionada a proporc¢des maiores de aerénquima quando esta sob condi¢Ges mais severas de
inundacdo. Este padrdo € indicativo de que este ambiente seleciona a plasticidade desta
condicéo.

Individuos em parcelas com maior inundacdo, tiveram Razdo Cortex/Estelo (RCE)
maior. O significado adaptativo de maior RCE ao alagamento do solo pode consistir em dois
aspectos principais: 1) evitar a ocorréncia de anoxia no estelo e 2) fornecer mais espaco para a
morte de células corticais quando formado parénquima lisigeno ou esquizolisigeno (ou seja,
formagéo de aerénquima) (Yamahuchi et al., 2021), e para o desenvolvimento de aerénquima
esquizogeno. Alto valor de RCE esta relacionado ao estelo menor e maior proporgéo de cortex,
sendo um atributo de adaptacéo a alta da inundagéo do solo (Yamahuchi et al., 2020). A RAC
e a RCE sdo maiores quando a espécie esta sob condi¢Bes de alagamento e hipoxia e esses
valores sdo reduzidos quando ha supressdo do alagamento conforme observado no presente
estudo para a especie em campo e cultivada em casa de vegetacdo. A RCE de individuos em
campo foi oposta aos individuos de casa de vegetacdo (Fig. 11C, D), o que define a importancia

adaptativa deste atributo de acordo com a intensidade do alagamento. Este resultado confirma
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a observacdo que raizes de algumas plantas podem alterar seu RCE e RAC em resposta as
inundacdes, mesmo que 0s niveis de resposta possam ser diferentes entre os genoétipos
(Yamahuchi et al., 2021).

Na folha as principais alteracdes anatdbmicas em campo e casa de vegetacdo foram na
Espessura da epiderme adaxial (Ead) (Fig. G1-2), Espessura da epiderme abaxial (Eab) (Fig.
G3-4) e Densidade Estomética abaxial (DEab) (Fig. F3-4). A DEab foi maior nas plantas das
parcelas mais alagadas e maior que a Densidade Estomatica adaxial (DEad) (Fig. F1-4). Outros
trabalhos com diferentes espécies vegetais e intensidades de alagamento indicaram acréscimo
significativo na densidade estomatica quando a inundacdo do solo é aumentada (Ye et al., 2004;
Yinetal., 2012). Sob forte irradiacdo a densidade estomatica elevada pode ajudar na resisténcia
a difusdo de CO: pelo mesofilo, bem como na melhoria da capacidade de regulacdo da
transpiracdo foliar (Bosabalidis & Kofdis, 2002). Como a planta sobrevive ao longo de todo o
gradiente de inundacdo na zona riparia, ela ndo deve experimentar condi¢des de secas severas,
0 que pode explicar a Ead ser maior do que a Eab, conferindo maior suporte e protecdo contra
irradiacdo, economia de agua e regulacdo da fotossintese principalmente pela face abaxial da
folha.

A presenca de células epidérmicas papilosas na face abaxial da folha nos individuos em
condicBes menos severas de inundacdo em campo (Fig. 4F) e também no tecido de revestimento
das plantas que foram cultivadas em casa de vegetacao (Fig 5F) demonstra ser um mecanismo
plastico adaptativo importante para auxiliar na fotossintese, com a funcao de direcionar os raios
luminosos para dentro do mesofilo (Uphof, 1962). Trata-se de uma estratégia adaptativa para
ambientes xéricos em folhas com restricdo temporaria de agua.

Caracteristicas anatdbmicas quantitativas relativas ao parénquima palicadico,
parénquima lacunoso e a hipoderme adaxial e abaxial, apesar de significativamente diferentes,
ndo apresentaram correlacdo com a intensidade de alagamento. Porém, foi possivel observar
que os individuos de parcelas com menores intensidades de alagamento (campo e casa de
vegetacdo) investem principalmente no aumento dos espacos intercelulares nas folhas (Figs. 4F
e 5F), e consequentemente na eficiéncia fotossintética ao facilitar a difusdo de CO2 entre as
células (Yin et al., 2012). Em termos gerais, folhas de plantas em ambientes com elevada
disponibilidade de &gua diferem anatomicamente daquelas de ambientes com restri¢do hidrica,
onde as primeiras tendem a ter espacos intercelulares maiores do que as segundas (Tanaka et
al., 2011). Um mesofilo compacto com poucos espagos intercelulares é considerado um caréater

xeromorfico (Cutler et al., 2007), padrdo ndo encontrado neste estudo. |. puberulus ndo
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apresentou aerénquima na folha, tanto em campo quanto em casa de vegetacdo (Figs. 4 e 5),
indicando que a difusdo de gases na espécie se deve principalmente pelos estbmatos presentes
majoritariamente na face abaxial da folha.

A analise histoquimica evidenciou amido na folha e rizoma de I. puberulus em campo
e casa de vegetacdo, sendo o seu acimulo aparentemente maior na supressdo de alagamento. A
maior capacidade de sobrevivéncia de plantas em ambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio pode estar relacionada com o rizoma, o qual geralmente possui grande reserva de
carboidratos (Steinmann & Brandle, 1984), conforme observado para I. puberulus no presente
estudo. Em algumas familias botanicas de Zingiberales, incluindo Marantaceae, o
armazenamento de amido no cortex, estelo ou em ambos € uma caracteristica tipica da ordem
(Chomicki, 2013). A reducdo das reservas de amido do parénquima cortical durante o
alagamento pode estar relacionada a grande demanda de carboidratos necessaria para o
desenvolvimento das estruturas morfoanatbmicas observadas, além da necessidade de
manutencdo do metabolismo anaerdbio (Kolb et al., 1998, Kolb et al., 2002).

Parcelas sob maiores intensidades de alagamento foram fortemente relacionadas com o
aerénquima, RAC e DEab (Fig. 12). Por se tratar de um gradiente, onde em algum periodo do
ano todas as parcelas sao alagadas, mesmo que algumas sejam por curtos periodos, a formacao
de aerénquima mostrou ser o atributo funcional mais forte na espécie ao longo do gradiente,
corroborando a hipdtese inicial do estudo.

Como na zonariparia do Rio Cupari a inundacéo € stbita em algumas parcelas e intensas
em outras, a plasticidade das caracteristicas anatémicas das raizes e das folhas devem ser
essenciais para as plantas se adaptarem as condi¢des sazonais.

Estudos dessa natureza sao importantes para compreender 0s possiveis comportamentos
dos habitats em zonas riparias e das espécies vegetais frente as mudancas climaticas futuras,
com o0 aumento da ocorréncia e gravidade das inundacdes (Hirabayashiet al., 2013; Jongmanet
al., 2014), especialmente a intensificagio das enchentes Amazonicas (Espinoza et al., 2022). E
interessante que esforgos sejam feitos para integrar diversas areas, como genética e fisiologia,
para explicar melhor a contribuicdo dos atributos funcionais em plantas. Tal compreenséo sobre
0s potenciais impulsionadores de caracteristicas adaptativas, bem como aqueles a nivel
molecular e fisiologicos, de areas inundadas compreende um passo fundamental na aplicacéo
de abordagens baseadas em caracteristicas para a ecologia de zonas umidas (Pan et al., 2019),
uma vez que a tolerancia a inundac@es é uma caracteristica quantitativa complexa controlada

por varios genes (Mano & Nakazono, 2021).
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Nossos resultados também sugerem que a plasticidade fenotipica dos atributos
funcionais anatdmicos da raiz e da folha, e dos atributos funcionais hidraulicos dos estdmatos,
sejam os principais fatores determinantes da distribuicdo e estabelecimento de I. puberulus ao
longo do gradiente de inundacéo, sendo a raiz 0 6rgdo vegetativo mais plastico e o aerénquima
0 marcador estrutural de intensidade ao alagamento. Portanto, foi possivel identificar os
principais tragos funcionais de I. puberulus necessarios na adaptacdo ao alagamento e supresséo
do mesmo. Segundo nosso conhecimento, este trabalho é pioneiro no estudo de atributos

funcionais morfologicos, anatdmicos e hidraulicos em plantas na bacia Amazénica.
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Fig. A. Precipitacdo e temperatura no ato da coleta e previamente (12 meses) a coleta dos 6rgdos vegetativos,

incluindo estagdo seca e chuvosa e parte do periodo de crescimento e desenvolvimento das plantas em campo e
casa de vegetacéo.

A. Estacdo climética préxima ao campo na zona ripéria (Estacéo Placas A211).

B. Estacdo climética proxima a casa de vegetacdo (Estacdo Santarém A250). Dados obtidos do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET).
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Fig. B. Caracterizacéo estrutural da superficie foliar de Ischnosiphon puberulus em vista frontal e transversal.

A e B: Faces adaxial e abaxial da lamina foliar, respectivamente, evidenciando a organizagdo das células
epidérmicas e a presenca de estdmatos.

C: Face abaxial da Iamina foliar de individuos com menor exposicéo ao alagamento evidenciando a presenca de
tricomas.

D: Histoquimica da cuticula.

Legendas: epiderme da face adaxial, Ead; epiderme da face abaxial, Eab; hipoderme, Hip; parénquima palicadico,
Pp; Parénquima lacunoso, PI; cuticula, cu; células epidérmicas, Ce; estomatos, Es.
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Field Plant nursery

Fig. C. Histoquimica para amido na folha de Ischnosiphon puberulus (seccéo transversal) ao longo do gradiente e
periodos de inundacdo, a saber: 7 (A-B), 3 (C-D) e 1 (E-F) més.

A, C e E: Lamina foliar dos individuos de campo contendo amido (*).

B, D e F: Lamina foliar dos individuos de casa de vegetacdo contendo amido (*). Legendas: epiderme da face
adaxial, Ead; epiderme da face abaxial, Eab; hipoderme, Hip; parénquima palicadico, Pp; Parénquima lacunoso,
PI.
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Fig. D. Histoquimica para amido no rizoma de Ischnosiphon puberulus (seccédo transversal) ao longo do gradiente
e periodos de inundacéo, a saber: 7 (A-B), 3 (C-D) e 1 (E-F) més. A-F: Detalhe do sistema de revestimento, cortical
e cilindro vascular do rizoma dos individuos de campo (A, C e E) e casa de vegetacdo (B, D e F) contendo amido
(*).

Legendas: epiderme, Ep; cortex, CO; feixe vascular, Fv.
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Fig. E. Histoquimica para compostos fenélicos na folha, raiz e rizoma de Ischnosiphon puberulus coletados em
campo.

A: Lamina foliar contendo composto fendlico (seta) no mesofilo.

B: Raiz com composto fendlico (seta) no parénquima cortical.

C: Deposito de composto fendlico (seta) no cortex do rizoma.

Legendas: epiderme da face adaxial, Ead; epiderme da face abaxial, Eab; hipoderme, Hip; parénquima palicadico,
Pp; Parénquima lacunoso, Pl.; protoxilema, px; metaxilema, mx; floema, fl; endoderme, em; aerénquima, Ae;
periciclo, pr; Cilindro vascular, Cv; epiderme, Ep; Cortex; CO; Feixe vascular, Fv.
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Fig. F. Atributos funcionais hidraulicos da folha de Ischnosiphon puberulus nas parcelas ao longo do gradiente de
inundacao em plantas coletadas em campo (A e B) e casa de vegeta¢do (C e D).

A e B: Densidade estomatica (estdmatos/mm?) faces abaxial e adaxial da folha, respectivamente.

C e D: Densidade estomatica (estdbmatos/mm?) faces abaxial e adaxial da folha, respectivamente.

Abreviagdes nas figuras: densidade estomatica face abaxial, DEab; densidade estomatica face adaxial, DEad.
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Fig. G. Atributos funcionais anatémicos da folha de Ischnosiphon puberulus nas parcelas ao longo do gradiente
de inundacéo em plantas coletadas em campo (A e B) e casa de vegetacdo (C e D).

A e B: Espessura da epiderme, em pm, faces abaxial e adaxial da folha, respectivamente.

C e D: Espessura da epiderme, em pum, faces abaxial e adaxial da folha, respectivamente.

Legendas: espessura da epiderme face abaxial, Eab; espessura da epiderme face adaxial, Ead.
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Fig. H. Atributos funcionais da raiz de Ischnosiphon puberulus nas parcelas ao longo do gradiente de inundagéo
em plantas coletadas em campo (A e B) e casa de vegetacdo (C e D).

A e C: Epiderme, em um, de campo e casa de vegetacao, respectivamente.

B e D: Aerénquima, em pum, em campo e casa de vegetacdo, respectivamente.
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Fig. 1. Grafico de barras dos atributos funcionais da raiz de Ischnosiphon puberulus nas parcelas ao longo do
gradiente de inundacdo em plantas coletadas em campo (A e B) e casa de vegetacdo (C e D).

A e C: Razdo aerénquima/cortex, em um?/ um2, de campo e casa de vegetacdo, respectivamente.

B e D: Razdo cdrtex/estelo, em pmz2/ um2, de campo e casa de vegetacgao, respectivamente.

Legendas: razédo aerénquima/cértex, RAC; razdo cortex/estelo, RCE.
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TABELAS SUPLEMENTARES

Table A. Parcela em campo, altura da coluna d’agua, periodo de inundagéo e parcelas que tiveram individuos de
Ischnosiphon puberulus cultivados em casa de vegetacéo.

Field plots Water level (cm) Flooding period Plant nursery
(months) plots
C1 785 8 -
C2 815 6 -
C2.2 844 7 C2.2
C3 685 6 C3
C3.1 548 6 -
C4 o544 6 C4
C41 235 3 C4.1
C4.2 223 3 C4.2
C5 75 6 C5
C6 180 0 C6
C9 160 3 C9
Ci11 14 0 C11
Ci12 18 1 C12
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Table B. Significado funcional dos atributos funcionais mensurados em folhas de Ischnosiphon puberulus.
Significado funcional adaptado de Liu et al. (2019) e de Paula et al. (2019).

Attributes Feature Functional meaning

Epidermal thickness Anatomical Support and protection; water saving
Sub-epidermal layers Anatomical Support; water saving

cl\)?esstgﬁ:];! organization, presence Anatomical Carbon gain; water saving
Thickness of palisade Anatomical Carbon gain; protection against
parenchyma irradiation

Thickness of spongy parenchyma  Anatomical Carbon gain

Presence of sclerenchyma Anatomical Mechanical support; defense
Aquifer cells or tissues Anatomical Water saving

Aeration channels Anatomical Aeration

Leaf thickness

Morphological

Resource procurement and

protection
Stomatal density Hydraulic Gas exchange. Ex: CO2 and H.O
Stomatal index Hydraulic Gas exchange. Ex: CO2 and H.O
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Table C. FunctionSignificado funcional dos atributos funcionais mensurados em raizes de Ischnosiphon
puberulus. Significado funcional adaptado de Yamauchi et al. (2020).

Attributes Feature Functional meaning

Acquisition and transport

Root thickness Morphological of water, nutrients and gas

Support and protection;

Epidermal thickness Anatomical .

water saving
Agrenchyma proportion and Anatomical Internal oxygen diffusion
thickness
Aerenchyma-Cortex ratio Anatomical Internal oxygen diffusion
Cortex-Pith ratio Anatomical Aerenchyma production
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Comentarios a coordenacdo do PPGBEES:

O trabalho segue as normas do PPGBEES e estd bem escrito em inglés, em formato de artigo
cientifico. As sugestdes dadas durante a qualificacao do discente foram, em sua maioria (as gue
eram possiveis), acatadas, entdo nao tenho sugestoes especificas a fazer, e deixo essa tarefa para
os referees da revista em gue o artigo sera submetido. Desejo sucesso ao Kleyton!

Avaliagdo final do projeto de dissertagao de mestrado

|- Aprovada [ x )

Aprovada: indica que o revisor aprova a dissertacao sem ou com
correcoes. Na existéncia de correcdes, estas devem ser indicadas nos
comentarios a coordenacao efou no proprio documento da dissertacao.

IV - Reprovada (| )
Reprovada: indica que a dissertacdo ndo € adequada.

Mome do membro da banca: Alice Pita Barbosa
Data: 0&8M11/2022

Assinatura: Docemento assinado digitalmente

b ALIE PITA BARBDSH
g u Drata: OB 112022 1T-54:54-0300

Werifique em hizps: | ferilicador. it
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Comentarios a coordenagao do PPGBEES:
Prezados, 0s comentarios e sugestdes propostas a dissertagio INFLUENCIA DO GRADIENTE DE

(MARANTACEAE) EM ZONA RIPARIA AMAZONICA foram realizadas diretamente no texto
submetido. Deste modo, foram apontados problemas, que podem ser solucionados pelo discente e
seu orientador. Assim, meu parecer & aprovado com necessidades de corregdes. Se possivel peco o
encaminhamento imediato dessa avaliacdo para que discente e orientador possam trabalhar no
amuivo enguanto recebem as demais avaliacoes.

INUNDAGAO NA VARIACAO DE ATRIBUTOS FUNCIONAIS DE Ischnosiphon puberulus Loes.

Avaliagao final do projeto de dissertagao de mestrado

|- Aprovada (X)

Aprovada: indica que o revisor aprova a dissertacao sem ou com
correcoes. Na existéncia de correcoes, estas devem ser indicadas nos
comentarios a coordenacgao efou no proprio documento da dissertacao.

IV - Reprovada( )

Reprovada: indica que a dissertacdo nao & adequada.

Nome do membro da baneca: Sheyla Regina Margues Couceiro
Data: 10.11.2022

Oocemento assinado digitalmente

ub SHEYLA REGINA RARTES COUCEIRD
g Dvata: 10112022 1200:58-0300
Werifique em hizps: | ferilicador. it

Assinatura:
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Comentarios a coordenacio do PPGBEES:

Como ja havia participado do exame de qualificacdo vi que o estudante incorporou a maioria das
sugestdes e trouxe os dados bem detalhados e discutidos. Por isso, proponho a APROVAGAO do
estudante. Além disso, gostaria de parabenizar toda a equipe pelo excelente trabalho. Fiz
pouguissimas anofagbes que seguem no arguivo em anexo.

Avaliagao final do projeto de dissertagdo de mestrado

| - Aprovada (X )

Aprovada: indica que o revisor aprova a dissertacao sem ou com
correcoes. Na existéncia de correcoes, estas devem ser indicadas nos
comentarios a coordenacao e/ou no proprio documento da dissertacao.

IV - Reprovada ( )
Reprovada: indica que a dissertagio ndo e adequada.

Mome do membro da banca: JAQUELINE DIAS PEREIRA
Data: 22 de novembro de 2022.
Pﬁsinahra: Documento assinado degitalmente

ub JAQUELINE DNAS PEREIRA
g Duatac 23/11/2002 10:03:14-0300

Werifigguse e hitps: [ ierificades it br
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Comentarios & coordenagio do PPGBEES:

A dissertacho em referéncia possuwl 57 pagings e enconira-se organizeda am introducBo geral &
capitula dnico (este com introducdo, material @ métodos, resultados, decussio, referdncas @ mabenal
suplermentar), através do gual o mesirando agresenta, com clareza & rigor acaddmeco, a influéncia do
gradiente de mnundacio na varaclo de atribulos funcionais de drgdos vegetatives em fschnosiphon
prrherulus.

Mo geral, o esforpo despendido na dissenagdo do mestrands Kleyton Kleber dos Santos Coaréa
& de grande relevancia para entender o estabelecimento de | puheruiug em 2ona ripéna amazdnica,
sob influgncia de gradienies de inundagBo e, provevedmente, com qualidede suficiente para se
configurar como dissertagio de potenclal para publicagBo. A introdugio & clara, no qual a reviso da
literatura spuda 8 prepgarar o lemens para o resto do artigo. Os métodos sdo completos & bem
docurmentades. Os resultados foram apresentados de forma clara e bem documentado. A discussan
rmescla 8 pesquisa com o corpo da literabura sobre | puberuivs. Em todo o conteddo 8 argumentacio
do mestrando revels experiéncla com tragos funcionals da espécee estudada.

0= poucos ajustes gue pontuel no arguivo, ndo 580 capazes de impedir & fnalizagho positiva
dessa etapa, & desta forma, sou de parecer favordvel & aprovacio da dissenacio de mestrado
de Kleyion Kleber dos Sanios Corréa, “Influéncia do gradiente de inundagio na vanagso de abribubos
funclonais de ischnosiphon pubsruius Loes. (Marantaceas) em zona nipdria amazbnica”.

Avaliago final do projeto de dissertacio de mestrado

| - Aprovada | x )

Aprovada: indica que o revisor aprova a dissertaglo sem ou com correghes. Na existéncia de
correpbes, estas devem ser indicadas nos comentdnos & coordenacdo c'ou no propro
documento da dissertagio.

IV - Reprovada | |

Feprovada: Indica que a disseriagao ndo & adequada.

Mome do membro da banca: José Max Barbosa de Oliveira Junior

Diata: 250 12002 e et et
e

a8
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Comentarios a coordenagiao do PPGBEES:

A dissertagio & interessante e traz aspectos relevantes ao estudo de anatomia vegetal aplicada a
eventos de inundagdo. No entanto, necessita de uma revisao textual. Os principais pontos
observados, s&o descritos a seguir.

Resumo:

Linha 153: Rever a 1% frase a “Este estudou a influéneia™

Linha 159: deixar claro o que & uma relagio positiva (aumento ou diminuigio)

Linhas 159-161: Verificar a sentenga “apesar da presenga de acrénquima sob quaisquer condiges
de inundagio em campo os individuos apresentaram proporgdes maiores de acrénquima sob maior
alagamento. Confuso.

Linhas 166-168: Unir as informagdes sobre densidade estomitica descrita anteriomente. Estd
repetitivo!

Linha 168: Indicar quais os atributos avaliados.

Palavras-chave: Sugiro substituir “adaptatgio™ por “ajuste™ ou “aclimatagio” uma vez que vocé
nio observou adaptagdes, mas sim ajustes a condigiio relacionada ao alagamento.

Introdugiio:

No item “1.2 Como a pesquisa foi realizada? Sugiro indicar quais os atributos avaliados no estudo
e explicar melhor como foi montado o experiemento em casa de vegetagiio. Nio estd claro como
replicaram as condigdes de campo.

Uma vez que esse topico, aparentemente, refere-se a metodologia utilizada na pesquisa, sugiro
explicar melhor: n amostra — 1. Quantas amostras foram utilizadas para os cortes?; 2. Quanta
medidas foram feitas?; 3. Quais as regides especificas utilizadas para fazer os cortes anatémicos
(regidio mediana, dpice, qual a regido da raiz, rizoma, ete.); 4. Qual a versdo do R?

Se possivel, sugiro incluir referéncias.

Aind no item “1.2 Como a pesquisa foi realizada™, mais precisamente sugiro remover a deserigio
das Linhas 384-386: “Para isso, csla espécie apresentou atributos funcionais plisticos que sio

essenciais para sobreviver em diferentes intensidades de inundagio.”, wma vez que se trata de uma
resultado e nfio de um tema introdutério.

Capitulo/artigo:

Abstract: as mesmas sugesties descritas anteriormente.

Tntroed wgdfb: ok

Metodologia: incluir mimero de amortas, regibes dos Grglos vegetativos gue foram analisadas.
Ma figura 3: incluir letras ¢ descrever o que € cada uma delas na legenda.

Susbtituir: “light microscopy™ por “optic microscopy™; indicar a resina utilizada e o modelo do
microscopio ¢ do mictdtomo rotativo.

Indicar ainda o nimers de medidas realizadas para cada um dos parimetros avaliados.

Comentirio geral: O artigo & bastante interesante. mas ndo ficon muito claro o objetivo de
comparar a situagdo de campo e em casa de vegetagdo. Porque ndo utilizar apenas uma ou
outra situagdo?

Explicar melhor o delincamento expenimental. Nio esta claro quais as condigdes de inudaciio
avaliada: o que seria mais e menos mundado? No mais consider que o estudo necssita apenas
de pesquenos ajuste de modo a deixar mais claro para o leitor.

Avaliagso final do projeto de disseragio de mestrado

1 - Aprovada | X )

Aprovada: indica que o revisor aprova a disscriagdo sem ou com comegiles. Na exisiéncia de
corregies, estas devem ser indicadas nos comentinos i coordenagdo c/ou no proprio

documento da dissertagiio. Data: 30/11/2022

IV - Reprovada | ) Assinatura:
Reprovada: Indica a dissenagdo ndo & adequada. - 7
i = PN ANV
Dra. Emilia C. P. de Arruda
Prof. Adjunto 4
. de Bothnica - UFPE

UPPE SIAPE: 1836260
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