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RESUMO

O branquilho (Gymnanthes klotzschiana), pertencente ao Bioma Mata Atlantica, ocorrendo
naturalmente em solos Umidos. Neste trabalho foi analisada a fenologia e suas relagdes com
fatores climaticos. Aspectos fisioldgicos e bioquimicos em sementes dessa espécie também
foram avaliados, com o objetivo de verificar o efeito do alagamento na germinacéo e no vigor,
bem como na disponibilidade das reservas e na atividade de enzimas da respiracao e ao efeito
antioxidante ao longo do processo germinativo. Para isso foram colhidas sementes em duas
areas e submetidas a tratamentos de hipoxia. A area 1 de coleta possui efeito periddico do
alagamento natural e a area 2 sem esse efeito. Para fenologia foram selecionados 10 individuos
por &rea e avaliado: queda e brotamento de folhas, floracdo e producdo de frutos imaturos e
maduros. Em cada evento fenoldgico foi determinado o indice de atividade e intensidade, a
sincronia no periodo e a correlacdo com fatores climéaticos. Para a avaliacdo da qualidade,
inicialmente as sementes de ambas as areas foram submetidas: a um dia (T2), trés dias (T3),
cinco dias (T4), dez dias (T5) e 20 dias sob hipoxia (T6), além da testemunha (T1). Em seguida
foram avaliados, curva de embebicdo, germinacdo, vigor, enzimas alcool desidrogenase (ADH),
malato desidrogenase (MDH), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT); assim como,
H202, MDA, proteinas solUveis totais, agucares soluveis totais, amido total e lipidios totais. A
espécie foi caracterizada como semidecidua. A floragdo e a frutificacdo foram anuais. Todos o0s
tratamentos apresentaram trés fases de germinacao. As sementes da area 1 demonstraram 0s
maiores valores de germinacdo e vigor. Apenas o0 T1 e o T2 ndo diferiram entre as areas, sendo
gue a maxima germinacao foi no T2 para area 1 que alcancou 90%. Houve aumento no teor de
proteinas durante toda a germinagdo. A quantidade de agucares solUveis e de amido aumentaram
no primeiro momento e no inicio da fase Il diminuiram. O teor de lipidios na fase Il da
germinacdo aumentou parao T3, T4, T5e T6. O aumento do estresse pelo alagamento diminuiu
a expressao da enzima ADH nas sementes da area 2, no entanto a MDH foi similar em ambas.
A SOD apresentou um padrao similar nestas areas e nos tratamentos avaliados, contudo a CAT
foi expressa apenas no ultimo ponto da curva nas sementes da &rea 2. Por fim, os indices de
H.02> e MDA foram mais elevados durante a germinagdo nas sementes da area 2. Esses
resultados indicam que a G. klotzschiana prefere solos encharcados para se desenvolver e se
reproduzir. No inicio da germinacdo, as sementes de branquilho utilizam como fonte de energia
e no metabolismo outros carboidratos e ndao os aglcarares sollveis previamente disponiveis e 0
amido. Na fase I11, actcares sollves e 0 amido sdo as principais fontes para a formacdo de uma
nova plantula. As sementes da area 1 sdo mais adaptadas a hipoxia, pois utilizam o piruvato de
maneira mais eficiente e foram mais efetivas no controle das EROs.

Palavras Chaves: Fenofases. Estresse ambiental. Germinagdo. Hipoxia.






ABSTRACT

The branquilho (Gymnanthes klotzschiana), belonging to the Atlantic Forest Biome, occurring
naturally in moist soils. In this work the phenology and its relations with climatic factors were
analyzed. Physiological and biochemical aspects of seeds of this species were also evaluated,
in order to verify the effect of flooding on germination and vigor, as well as the availability of
reserves and the activity of respiratory enzymes and the antioxidant effect throughout the
germination process. For this, seeds were harvested in two areas and submitted to hypoxia
treatments. Collection area 1 has periodic effect of natural flooding and area 2 without this
effect. For phenology, 10 individuals were selected per area and evaluated: leaf fall and
budding, flowering and production of immature and mature fruits. In each phenological event,
the index of activity and intensity, the synchrony in the period and the correlation with climatic
factors were determined. In order to evaluate the quality, the seeds of both areas were initially
submitted to one day (T2), three days (T3), five days (T4), ten days (T5) and 20 days under
hypoxia (T6). Of the control (T1). The following variables were evaluated: imbibition curve,
germination, vigor, enzymes alcohol dehydrogenase (ADH), malate dehydrogenase (MDH),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT); As well as H20O2, MDA, total soluble proteins,
total soluble sugars, total starch and total lipids. The species was characterized as semi-
deciduous. Flowering and fruiting were annual. All treatments presented three stages of
germination. The seeds of area 1 showed the highest values of germination and vigor. Only T1
and T2 did not differ between areas, and the maximum germination was in T2 for area 1, which
reached 90%. There was an increase in protein content throughout the germination. The amount
of soluble sugars and starch increased at the first moment and at the beginning of phase 111
decreased. Lipid content in stage 11l germination increased for T3, T4, T5 and T6. Increased
flood stress decreased the expression of the ADH enzyme in the seeds of area 2, but the MDH
was similar in both. SOD presented a similar pattern in these areas and in the evaluated
treatments, however the CAT was only expressed at the last point of the curve in the seeds of
area 2. Finally, the H.O2 and MDA indexes were higher during germination in the seeds of area
2 These results indicate that G. klotzschiana prefers soggy soils to develop and reproduce. At
the beginning of germination, the seeds of branquilho use as energy source and metabolism
other carbohydrates and not the previously available soluble sugars and starch. In phase llI,
solubles sugars and starch are the main sources for the formation of a new seedling. The seeds
of area 1 are more adapted to hypoxia, because they use pyruvate more efficiently and were
more effective in controlling ROS.

Keywords: Phenophases. Environmental stress. Germination. Hypoxia.
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1 INTRODUCAO GERAL

Gymnanthes klotzschiana Mull.Arg., conhecida popularmente como branquilho, foi a
espécie selecionada neste estudo por apresentar como umas de suas caracteristicas principais, a
tolerancia em se desenvolver tanto em ambientes periodicamente alagados como em locais ndo
alagados.

Sabe-se que a maioria dos projetos de recomposi¢cdo de areas degradadas e alteradas
(PRADA) nao tem éxito, sendo o baixo conhecimento da real adaptabilidade das sementes e
mudas as novas areas de colonizagdo um dos motivos. Diante disso, a selecdo de matrizes e
sementes se torna fundamental nesse processo de restabelecimento de uma nova floresta madura
autossustentavel.

Durante o desenvolvimento, as plantas estdo sujeitas a multiplos fatores de estresse, 0s
quais irdo interferir na sua fenologia, na sobrevivéncia e em seu crescimento (BOYER, 1982).
Desta forma, devemos compreender os processos fisioldgicos subsequentes a determinado tipo
de estresse, visando entender os mecanismos de aclimatacdo/adaptacdo dos vegetais (TAIZ e
ZEIGER, 2013).

As respostas dos organismos a um ou varios agentes estressantes sao distintas, as quais
sdo reguladas geneticamente. Na natureza, a intensidade destas respostas pode variar até entre
individuos da mesma espécie. A idade, o grau de adaptacdo e a atividade sazonal ou diaria
também influenciam no contexto interespecifico e intraespecifico (KOZLOWSKI, 1997;
LYTLE e POFF, 2004).

Embora haja muita informacdo em relacdo a tolerancia de plantas ha algum tipo de
estresse bidtico ou abidtico, ha poucos estudos sobre esse assunto em nivel de sementes (SONG
et al., 2005). Estresses ambientais estdo direta ou indiretamente ligados a alteracdes no padrao
de proteinas/enzimas especificas (MACHADO NETO et al., 2001), assim como em outros
aspectos bioquimicos e também fisiol6gicos.

O grande numero de empreendimentos hidroelétricos existentes e que vem sendo
construidos e por consequéncia a formacdo de extensas areas que se tornaram alagadas e
potencialmente alagadas, alem da grande devastacdo das nossas matas ciliares, aliado ao baixo
numero de informagfes de como se comporta a germinacdo de sementes frente a baixa

disponibilidade de oxigénio, nortearam esse trabalho.
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1.1 OBJETIVOS

Avaliar os aspectos fenoldgicos do branquilho em dois ambientes (sob efeito do
alagamento e sem efeito do alagamento), relacionando as fenofases vegetativas e reprodutivas
com as condigdes climaticas locais e com o alagamento.

Avaliar aspectos fisiologicos e bioquimicos em sementes recém coletadas de branquilho
oriundas de dois ambientes (&rea periodicamente alagada e area ndo alagada), com o objetivo
de identificar o efeito dessas areas sob esses aspectos.

Estudar os aspectos fisioldgicos e bioguimicos em sementes de branquilho oriundas dos
dois ambientes, e submeté-las ao efeito do alagamento controlado, visando identificar as
implicacOes da falta de oxigénio ao longo do processo germinativo e as estratégias por elas

utilizadas para tentar concluir essa etapa de seu desenvolvimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 CARACTERIZACAO DA ESPECIE

A Gymnanthes klotzschiana, anteriormente conhecida como Sebastiania
commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Downs, pertence ao clado Eurosideas I, ordem
Malpighiales, familia Euphorbiaceae (SOUZA e LORENZI, 2005). Possui habito arbéreo com
altura que pode variar de 5 a 15 metros e é considerada pioneira na sucessdo ecologica
secundaria (LORENZI, 2002). Essa espécie ocorre predominante nos trés estados da regido sul
do Brasil, preferindo povoar as matas ciliares de diversas formacdes florestais do Bioma Mata
Atlantica (CURCIO, 2006). A casca do tronco principal é castanho-acizentada, com fissuras
verticais e descamacdo em pequenas tiras. Suas folhas sdo simples, alternas, com
estipulas, levemente discolores (SOBRAL et al. 2006), conforme demonstram as figura 1 e 2.
As flores sdo pouco vistosas, amarelas, dispostas em inflorescéncias do tipo espiga e terminais
(SOBRAL et al. 2006) (Figura 2). Os frutos sdo secos, do tipo capsula, tricoca, com trés
sementes por fruto (COSMO et al. 2010) (Figuras 1 e 2). As sementes tem formato oval,
possuem cicatrizes e podem ter colocaragdo marrom ou serem manchadas. Internamente
possuem endosperma e o embrido € composto pelos cotilédones e eixo hipocétilo-radicula.
(Figura 3). Possui potencial ornanamental, econémico, medicial e principalmente ecolégico
(LORENZI, 2002), sendo indicada na recuperacdo de éareas, especialmente onde ocorre

alagamento periddico.
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Figura 1 — Disposic¢éo das folhas e morfologia dos frutos de Gymnanthes klotzschiana. A: ramo
com a disposi¢cdo das folhas e frutos; B: aspecto extreno do fruto; C: apice; D:
representacdo do fruto; E: detalhe da coca; F: abertura da coca a partir do apice; G:
divisdo da coca liberando a semente

Fonte: Adaptado Cosmo et al. (2010).

Figura 2 — llustracdo do tronco (A), das folhas e inflorescéncia (B), fruto imaturo (C) e fruto
maduro (D) de Gymnanthes klotzschiana

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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Figura 3 — Morfologia das sementes de Gymnanthes klotzschiana. A: vista ventral; B: corte
longitudinal a face ventral; C: corte perpendicular a face ventral; m: micropila; cr:
caruncula; h: hilo; rf: rafe; cl: calaza; t: testa; tg: tégumem; ed: endosperma; eb:
embrido; hr: eixo hipocétilo-radicula; ct: cotiledones

Y od 3 ‘ hr
.Ob f : ed

.. g

Fonte: Cosmo et al. (2010)

2.2 FENOLOGIA

A fenologia estuda a ocorréncia de eventos biol6gicos repetitivos, como a emissdo de
novas folhas, a desfolha, a floracdo e a frutificacdo, esses correlacionados com os efeitos
bioticos e abioticas do meio (ROBERTS et. al., 2015). Varidveis ambientais como temperatura,
fotoperiodo e precipitacdo sdo fundamentais para desencadear as fenofases durante o
crescimento das plantas (HAMANN 2004). No entanto, a disponibilidade de oxigénio no solo
é o fator abidtico que mais exerce influéncia na fenologia das espécies vegetais superiores
(SINGH e SINGH, 1992). Cabe destacar que os padrbes fenologicos das espécies também séo
determinados pelo seu carater genético (POLLARD e BRIGGS, 1982).

O grande variabilidade de fatores bidticos e abiodticos presente no meio ambiente estdo
intimamente ligados a periodicidade e sazonalidade das fenofases e por consequéncia no padréo
de crescimento das plantas (TESFAYE et al., 2011). Marchioretto et al. (2007) avaliaram
fenofases vegetativas e reprodutivas em nove espécies arboreas em uma floresta psamofila no
sul do Brasil e concluiram que houve correlacéo dessas fenofases com temperaturas médias e
comprimento do dia. Pereira e Tonini (2012) estudaram o padrdo fenoldgico em Carapa
guianensis Aubl. em uma floresta no sul de Roraima e observaram que a desfolha esteve
relacionada com a época de estiagem.

A producdo sementes com alto poder germinativo e vigor, especialmente em ambiente
natural, esta atrelado as condicgdes de preservagdo da comunidade vegetal, assim como do solo

e do clima, o qual é variavel ao longo dos anos. Desta forma, a fenologia também se torna uma
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ferramenta indispensavel para acompanhar a producdo de frutos em matrizes previamente

selecionadas, visando a coleta de sementes com elevada qualidade fisioldgica.

2.3 ESTRESSE PELO ALAGAMENTO

Fatores abidticos determinam varios tipos de estresse ambiental, dentre eles, o efeito da
baixa concentracdo de oxigénio. O alagamento do solo, bem como a sua compactacao, séo as
principais causas da baixa disponibilidade de oxigénio molecular — O, (LARCHER, 2004).
Geralmente, os vegetais que passam por inundacgdes periodicas e aqueles que as toleram devem
alterar seu metabolismo, modificando a via respiratoria de forma a suportar condi¢Ges hipoxicas
e eventualmente andxicas (DAT et al., 2004). Nos Gltimos anos, muitos estudos tém tentado
elucidar as estratégias adotadas pelas plantas, que as permitem crescerem, desenvolverem e
sobreviverem sob essa condi¢do (JOLY e BRANDLE, 1995).

A falta de oxigénio (anoxia) ou a reduzida concentracdo de oxigénio no solo (hipoxia)
para as plantas € comum no meio ambiente e pode ser causada por muitas razées (LARCHER,
2004). Uma delas ¢ pela inundacdo temporaria exercida pelas cheias dos rios ao longo das suas
margens (JUNK, 1993). Quando as temperaturas sdo baixas e as plantas estdo com seu
metabolismo praticamente paralisado, o esgotamento de oxigénio € muito lento e as
consequéncias sdo praticamente inofensivas (TAIZ e ZEIGER, 2013).

As raizes obtém oxigénio suficiente para respiracdo aerobia diretamente do espaco
gasoso do solo. Entretanto, para o oxigénio estar disponivel nas concentracdes exigidas pelas
plantas, o solo deve estar bem drenado e estruturado. Contudo, as vezes o solo pode se tornar
inundado, quando ele tem dificuldades na drenagem ou quando a chuva ou a irrigacdo for
excessiva (TAIZ e ZEIGER, 2013). Além disso, quando ha o alagamento, a difusdo dos gases
da atmosfera até o solo é demasiadamente afetada e as trocas gasosas séo reduzidas (JACKSON
e COLMER, 2005).

Embora as raizes possam respirar anaerobicamente, caso esta condicdo se estenda por
algumas horas, isso podera ocasionar mudancas no metabolismo da planta (LARCHER, 2004).
A baixa disponibilidade de O, induzida pelas inundacGes, leva a uma notéavel resposta
bioldgica, que inclui a acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), inativacdo de
enzimas citoplasmaticas, alteracbes na fermentacdo de acUcares, danos nas membranas
celulares, queda de pH citoplasmatico, inibicdo da sintese protéica e aceleracdo da degradacao
proteica (KREUZWIESER e RENNENBERG, 2014).
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2.4 RESPIRACAO CELULAR COM RESTRICAO NA DISPONIBILIDADE DE OXIGENIO
E ADAPTABILIDADE A ESSA CONDICAO

Sob total ou parcial privacdo de oxigénio, a respiracdo na fase de glicolise pode ser a
fonte principal de energia para as células, porque esta etapa € Unica que acontece sem a presenca
de oxigénio, pois o ciclo do &cido citrico e a fosforilagcdo oxidativa ndo funcionam sem esta
molécula. Para esta tarefa, as rotas fermentativas, que estdo localizadas no citosol, reduzem o
piruvato (produto final da glicélise) para reciclar no NADH (dinucle6tido de nicotinamida e
adenina), que é fonte de energia. A eficiéncia da fermentacdo anaerdbia na producao de energia
é de aproximadamente 4% por molécula de sacarose, sendo que a maioria da energia disponivel
permanece no subproduto reduzido da fermentacéo: lactato ou etanol (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Durante o episddio de anoxia, o piruvato produzido pela glicolise é inicialmente
fermentado a lactato. A producdo de protons pela glicélise e outras rotas metabdlicas, assim
como o decréscimo da translocacéo de protons através da membrana plasmatica e do tonoplasto
levam a reducéo do pH citosolico. Com pHs mais baixos, a atividade do lactato desidrogenase
é inibida e a piruvato descarboxilase (PDC) é ativada, conduzindo a um aumento na
fermentacdo de etanol e decréscimo na fermentacdo de lactato. Isso reduz o pH do citosol e
diminui a capacidade da planta sobreviver um episédio de anoxia (TAIZ e ZEIGER, 2013).
Devido a baixa eficiéncia na producdo de energia na fermentacdo, uma maior taxa de glicélise
€ necessaria para sobrevivéncia das células. As maiores taxas de glicélise sdo resultados das
mudancas nos niveis de metabolitos glicoliticos, assim como do aumento na expressdo de genes
que codificam enzimas da gliclise e da fermentacdo (SACHS e HO, 1986).

A converséo do piruvato em etanol pela acéo da PDC e da éalcool desidrogenase (ADH),
é amarca classica da resposta ao alagamento (GRAVOT et al., 2016). Em Arabidopsis thaliana,
o0s genes ADH1, PDC1 e PDC2 tém sido relatados como importantes contra a falta de oxigénio
no solo (MITHRAN et al., 2014). O etileno é o responsavel pela deteccdo da hipoxia em plantas
pela sintese de fatores de transcri¢do utilizados na expressdo dos genes relacionados com a
fermentacdo (GIBBS et al., 2014).

A combinacdo exata de caracteristicas bioquimicas que permite que algumas espécies
possam tolerar ambientes anoxicos e hipoxicos por periodos longos nao estd completamente
compreendida. Sabe-se que nessa condicdo, ha expressdo de genes que codificam muitas das
proteinas de estresse anaerdbio, e desta forma a planta acaba se aclimatando a este tipo de
situacdo ambiental. Apds a aclimatagdo, a planta realiza a fermentacdo etanolica com maior

capacidade, produzindo ATP (adenosina trifosfato) para manter seu metabolismo ativo,
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controla o pH citosolico, armazena reservas para periodos prolongados, (LAKSHMANAN et
al., 2013; Ll et al., 2013), e aumenta a capacidade antioxidante intracelular (SINGAKI-WELLS
etal., 2014).

Em sementes de Brassica rapa, Park e Hasenstein (2016) analisaram a germinacéo sob
baixa concentracdo de oxigénio, e concluiram que em condicGes hipdxicas os aglcares sollveis
degradaram-se mais rapidamente e genes relacionados relacionadas a glicélise e via da
fermentacdo sdo induzidos para cima nessa condicdo. Estioko et al. (2014) avaliaram duas
variedade de arroz, uma tolerante e outra intolerante ao alagamento e reveralam que a variedade
de arroz tolerante (Khao Hlan On) aumentou a atividade da ADH e da PDC nas mudas durante
a inundag@o em comparacao com a variedade intolerante (IR 42), o que resultou em um maior
crescimento inicial.

Quando hé a presenca de algum tipo de estresse ambiental, as plantas podem também
diminuir seu crescimento e seu desenvolvimento (MELO et al., 2010). Por consequéncia, a
acumulacdo de fotoassimilados tende a baixar e ser menos translocados, especialmente para as
sementes em formacdo (BEWLEY et al., 2013).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Como ja exposto, o oxigénio é essencial para a maior taxa de producdo de energia
atraves da oxidagdo de compostos organicos (COMHAIR e ERZURUM, 2002). As sementes,
bem como qualquer organismo que necessite de Oz, produzem as chamadas “espécies reativas
de oxigénio (EROs)” (DAMASCENO et al., 2002), especialmente quando expostas a condi¢des
estressantes.

Contudo, as EROs tém outros papéis, como ser um sinalizador inicial a baixa
concentracdo de oxigénio no solo e até na prevencdo de danos oxidativos em nivel celular
(BLOKHINA e FAGERSTEDT, 2010). N&o obstante, a acumulacdo de EROs nas pontas das
raizes induziu a morte celular em condicGes de excesso de gua em Pisum sativum (CHENG et
al., 2013).

De acordo com Andrade et al. (2010), em situagdes fisioldgicas normais, 0s organismos
encontram-se em condi¢do de equilibrio entre a producdo de EROs e a presenca de
antioxidantes. No entanto, quando existir algum tipo de estresse ambiental, por exemplo
hipoxia, pode haver um desiquilibrio entre esses componentes, 0 que pode causar uma série de
alteracdes em nivel celular, como a lipoperoxidacdo (ANDRADE et al., 2010), e danos a
organelas celulares, acidos nucleicos e proteinas (VALKO et al., 2007). A lipoperoxidacao ou
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peroxidacgdo lipidica de membrana, causa varios problemas, como a perda de permeabilidade
seletiva e pode ser utilizada como marcador de estresse oxidativo (MONTEIRO et al., 2011).

As EROs sdo produzidas a partir do oxigénio, o qual é bastante reativo devido a seu
potencial redox (DOWNLING e SIMMONS, 2009). A instabilidade dessa molécula faz com
que sejam sintetizados as seguintes moléculas: o oxigénio singletto (O21); o radical superoxido
(02), o radical hidroxila (OH®) e o peroxido de hidrogénio (H202) (MAIA, 2006). O OH° € 0
radical livre mais reativo e danoso ao sistema bioldgico, o qual causa danos no local onde for
sintetizado, especialmente nas mitocondrias (ANDRADE et al., 2010).

Os antioxidantes previnem a oxidacdo do substrato, que podem ser &cidos graxos
insaturados presentes nas membranas celulares. Em condigdes normais, esses antioxidantes
convertem as EROs em agua e oxigénio para prevenir a grande producdo desses compostos
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Antioxidantes podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos. Aqueles s&o denominados
naturais, como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). O acido ascorbico, o tocoferol, e o acido a-lipoico sdo exemplos de
antioxidantes ndo enzimaticos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A SOD pertence ao grupo das metaloenzimas, a qual tem a fungéo de proteger as células
contra o radical superdxido. Essa enzima catalisa a rea¢do de dismutacdo do O2" e que tem como
produto 0 H20, e 0 O2 (ANDRADE JUNIOR et al., 2005). A CAT é uma metaloproteina que
esta envolvida na reacdo de decomposic¢do do H20, para formar H.0 e O (RAHMAN et al.,
2006).

Em sementes de Melanoxylon brauna Schott, Flores et al. (2014) avalaiaram a atividade
das enzimas superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase sob diferentes temperaturas
durante a germinacdo, sendo que foi observado maior atividade das enzimas SOD e CAT
guando as temperaturas foram menos ideias, indicando que essas enzimas sdo importantes no
controle de espécies reativas de oxigénio. Quando houve maior estresse salino, Pinheiro et al.
(2016) também relataram um aumento na presenca da SOD e CAT em sementes Cucumis

melo L. durante a germinagéo.

2.6 ALAGAMENTO X GERMINACAO E VIGOR

Os efeitos do oxigénio na germinagdo das sementes € pouco estudado e complexo. Além

disso, a maior parte das sementes necessita do oxigénio para completar seu processo
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germinativo, mas isso depende da espécie e do grau de dorméncia que seus propagulos
possuiam antes da germinacdo (BONACIN et al., 2006).

A germinacdo € caracterizada pelo padrédo trifasico de embebicdo para a maioria das
espécies que possuem sementes (MARCOS FILHO, 2015). A fase | tem inicio com reidratacdo
dos tecidos, sendo esse processo puramente fisico, devido a diferenca de potencial hidrico da
semente e do substrato. Nesta etapa ocorre o reparo de estruturas de membrana e dos acidos
nucleicos. Prodanovic et al. (2007) salientam que devido a rapida entrada de 4gua e oxigénio
pode haver um excesso de producdo de EROs nesse momento. A fase Il da germinagédo é
marcada pela estabilizacdo na absorcdo de &gua, sendo uma etapa preparatoria para a emissao
da radicula. Nessa fase ocorre a reorganizacao celular, sintese de novas proteinas, hidrolise e
inicio da mobilizacdo das reservas e a desintoxicacdo das EROs (WANG et al., 2015). Na fase
I11 ocorre novamente a entrada de agua na semente devido a producao interna de substancias
osmoticamente ativas responsaveis pela diminuicdo de potencial. Nesta etapa final, a
translocacéo de reservas é mais intensa e finaliza com formacédo de uma plantula.

Como anteriormente citado, a embebicdo ¢ um o primeiro evento fisiolégico da
germinacdo e para algumas espécies a agua em excesso, ocasionada pela inundagdo por
exemplo, pode induzir a dorméncia da semente (CORBINEAU e COME, 1995), bem como
causar sua inviabilidade (MOLLARD et al., 2007).

A maioria das sementes de plantas terrestres que possuem alta taxa de germinacgao no
solo, ndo germinam em um substrato com excesso de agua, uma vez que estas perdem
rapidamente a viabilidade sob tais condi¢cbes (PAROLIN, 2009). Dessa forma, a inundacao
pode influenciar negativamente na germinacéo de sementes e o desenvolvimento de plantulas,
porque estes eventos sdo ativados fisiologicamente sob um requerimento adequado de oxigénio
(KOZLOWSKI e PALLARDY, 1997). Ferreira et al. (2006) testaram o efeito do alagamento
na germinacdo de sementes de Himatanthus sucuuba (Spruce) e foi constatado germinacao
acima de 80%, ja que é uma espécie adaptada a essa condi¢do. Contudo, Dantas et al. (2000)
estudaram o efeito do alagamento nas sementes de Zea mays L. sob diferentes temperaturas e
constataram que a partir de trés dias de hipoxia a germinacdo decaiu em 40% e no sétimo dia
de submersdo ndo houve geminacao; ademais temperaturas abaixo de 20°C e acima de 25°C
também influenciaram na germinacdo e o vigor dessas sementes.

A germinacdo esta intimamente associada ao ambiente ao qual a planta esta adaptada,
sendo as sementes sensiveis a numerosos sinais de seu ambiente, como luz, temperatura,
umidade e oxigénio (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1989). Para Santos et al. (2007), a



31

germinacdo em si é considerada uma etapa critica no ciclo do vegetal, por estar associada a
varios fatores intrinsecos e extrinsecos.

O processo germinativo requer quantidades de agua e oxigénio balanceadas para que a
germinacdo ocorra com sucesso (DANTAS et al., 2000). No entanto, quando ha excesso de
agua no substrato a disponibilidade de oxigénio para o embrido diminui, dificultando a
germinacao, bem como o vigor em muitas espéecies (KOZLOWSKI e PALLARDY, 1997).

Sob o alagamento, a composic¢do, a quantidade e a mobilizacdo das reservas nas
sementes (lipidios, proteinas, acucares solUveis e amido) e as atividades das enzimas
relacionadas com a producdo de ATP sdo fundamentais para a germinacao e crescimento inicial
da plantula (DOLFERUS et al., 2003). As proteinas que sdo sintetizadas em resposta a
anaerobiose sdo chamados os polipéptidos anaerdbias. A maioria das proteinas conhecidas que
se acumulam nas plantas e nas sementes sob anoxia e hipoxia sdo enzimas que estdo
relacionadas com a degradacdo do amido e de sacarose, do ciclo da glicélise e da fermentagdo
de etanol (LIAO e LIN, 2001).

O efeito do alagamento ou da falta de oxigénio também esta relacionado a degradacéo
de reservas nas sementes. Segundo Dantas et al. (2002), trabalhando com milho, o efeito do
alagamento prejudicou a germinacao das sementes, porque a falta de oxigénio afetou a produgéo
de enzimas responsaveis pela degradacao do amido (principal fonte de energia) e a mobilizagédo

das reservas até o eixo embrionario.
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CAPITULO |

FENOLOGIA DE INDIVIDUOS DE Gymnanthes klotzschiana MULL.ARG.
DISTRIBUIDOS EM DUAS FORMACOES DO BIOMA MATA ATLANTICA COME
SEM INFLUENCIA DO ALAGAMENTO

RESUMO

Foi analisada a fenologia de individuos de Gymnanthes klotzschiana Mull.Arg em duas
formacdes florestais do Bioma Mata Atlantica no sul do Brasil por periodo de dois anos, com
0 objetivo de verificar o comportamento de cinco fenofases e suas relagcbes com o alagamento
e demais fatores ambientais. A area 1 estd localizada em Lages SC, na qual tem o efeito do
alagamento periddico e a area 2, localizada em Capdo Alto, SC sem o efeito do alagamento.
Em cada area foram selecionados 10 individuos e avaliadas as seguintes fenofases: queda e
brotamento de folhas, floracdo e producdo de frutos imaturos e maduros. Para cada evento
fenoldgico, foi determinado o indice de atividade e o de intensidade (Fournier), a sincronia no
periodo e a correlacdo com fatores climaticos. O comprimento do dia se correlacionou com
todas a fenofases e a precipitagdo total com nenhuma. A queda foliar nas duas areas caracterizou
a espécie como semi-decidua. Houve sincronia na queda foliar e no enfolhamento nas duas
areas durante os periodos de avaliacdo. A floracdo e a frutificacdo foram anuais, sendo que a
maior producdo de frutos ocorreu na area 1, indicando que as arvores de G. klotzschiana
preferem ambientes sujeitos ao alagamento periddico para se desenvolver e reproduzir.

Palavras Chaves: Fenofases. Fatores abioticos. Estresse ambiental.

Phenology of individuals of Gymnanthes klotzschiana Mull.Arg. Distributed in two

formations of the Atlantic Forest Biome with and without the influence of flooding

ABSTRACT

The phenology of Gymnanthes klotzschiana Mll.Arg individuals in two forest formations of
the Atlantic Forest Biome in southern Brazil was analyzed for a period of two years, with the
objective of verifying the behavior of five phenophases and their relationship with flooding and
other factors environmental impacts. Area 1 is located in Lages SC, which has the effect of

periodic flooding and area 2, located in Capao Alto, SC without the effect of flooding. In each
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area 10 individuals were selected and evaluated the following phenophases: leaf fall and bud,
flowering and production of immature and mature fruits. For each phenological event, the
activity index and the intensity index (Fournier), the synchrony in the period and the correlation
with climatic factors were determined. The length of the day correlated with all phenophases
and total precipitation with none. Leaf fall in both areas characterized the species as semi-
deciduous. There was synchronization in the foliar fall and the foliage in the two areas during
the evaluation periods. Flowering and fruiting were annual, and the highest fruit yield occurred
in area 1, indicating that G. klotzschiana trees prefer environments subject to periodic flooding
to develop and reproduce.

Keywords: Phenophases. Abiotic factors. Environmental stress.

1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica é um dos biomas com maior biodiversidade do mundo
(MITTERMEIER et al., 2005) e ao mesmo tempo um dos mais ameacados (MYERS et al.,
2000), restando apenas 12,4 % de sua cobertura original (Fundacdo SOS Mata Atlantica/INPE,
2017). A perda da biodiversidade é preocupante, j& que a extin¢do de espécies ocasiona a
diminuicdo de servigos ecossistémicos e prejuizos socioecondmicos (ANDRADE e
ROMEIRO, 2009).

De maneira resumida, a fenologia estuda a ocorréncia de eventos bioldgicos repetitivos,
como brotacdo foliar, floracdo e frutificacdo, esses correlacionados com os efeitos biodticos e
abidticas do meio (ROBERTS et al., 2015). Essa ciéncia gera dados que apoiam programas de
restauracdo/recomposicdo de areas degradadas e manejo de areas protegidas (REGO e
LAVARONTI, 2007; MUHANGUZI e IPULET, 2011), e atualmente esta sendo utilizada como
uma ferramenta para monitorar as mudancas climaticas (RICHARDSON et al., 2012;
MELAAS et al., 2016).

Durante o crescimento das plantas, fatores abioticos como temperatura, precipitacédo e
fotoperiodo sdo essenciais para o desencadeamento de eventos fenoldgicos (HAMANN, 2004;
TESFAYE et al., 2011), assim como o caracter genetico das espécies (POLLARD e BRIGGS,
1982). Né&o obstante, a umidade do solo pode ser a principal varidvel ambiental na influéncia
dos padrdes fenoldgicos de uma espécie (SINGH e SINGH, 1992), especialmente para aquelas
adapatadas a hipoxia.

As estacOes do ano sdo mais evidentes nas regides temperadas do que em regides

tropicais, o que evidencia maior sazonalidade na fenologia vegetativa e reprodutiva em regides
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mais frias (BIANCHINI et al, 2006; SINGH e KUSHWAHA, 2006). Chuvas sazonais
associadas a temperatura e fotoperiodo, podem gerar uma padrdo fenolégico sazonal em
especies florestais do sul do Brasil, como observado por Marques et al. (2004) e Bianchini et
al. (2006).

O branquilno (Gymnanthes Kklotzschiana) é uma espécie pioneira da familia
Euphorbiaceae (KLEIN, 1960), que ocorre nos dominios do Bioma Mata Atlantica e sua
dispersdo natural se estende desde o sul de Minas Gerais até o Rio grande do Sul (CARVALHO,
2003). Dentre as formacdes florestais em que o branquilho pode ser encontrado estdo a Floresta
Estacional Semidecidual e a Floresta Ombrofila Mista (IBGE, 2012). A preferéncia por solos
umidos e aluviais faz com que essa espécie ocorra com maior densidade em areas de matas
ciliares (SILVA et al., 2012).

Levando em consideracdo a plasticidade do branquilho em colonizar diversos
ambientes, a fragmentacdo florestal, bem como a necessidade de producdo de sementes de
qualidade visando semeadura direta ou a producdo de mudas, objetivou-se com este trabalho
avaliar os aspectos fenoldgicos vegetativos e reprodutivos da espécie G. klotzschiana e sua
relacdo com fatores climaticos em duas areas, uma sob efeito do alagamento periddico e outra

area sem a presenca do alagamento.

2 MATERIAL E METODOS

Para a coleta de dados foram analizadas duas areas. A primeira localizada no municipio
de Lages, SC (&rea 1), que esta a uma altitude de aproximadamente 890 metros (Lat: -
27.841221° e Long: 50.234878°). A éarea 2, localizada no municipio de Capéao Alto, SC, esta a
uma distancia aproximada de 65 km em linha reta da Area 1 e com altitude em torno de 930
metros (Lat: -28.196411° e Long: -50.752545°). De acordo Klein (1960) e IBGE (2012), a area
1 é caracterizada como Floresta Ombroéfila Mista Aluvial, e a area 2 como Floresta Ombrofila
Mista Montana em transi¢cdo com a Floresta Estacional Semidecidual Montana.

A area 1 se caracteriza por ser um ambiente propicio ao alagamento periddico, por estar
em local de baixada e acompanhar o curso do Rio Caveiras. Esse fragmento possui
aproximadamente 50 hectares, com predominancia de individuos de branquilho de varios portes
nos locais mais umidos. A area 2 esta inserida préxima ao Rio Pelotas, e acompanha um dos
“bracos” da area de alague da UHE Barra Grande, no entanto por estar em local ingreme ndo

sofre o efeito do alagamento. Considerando a Resolugdo Conama 04/1994, a area 1 se enquadra
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em vegetacdo secundaria em estagio avancado de regeneracdo, e a area 2, como vegetacao
secundaria em estagio médio, esta principalmente pela baixa ocorréncia de individuos arbéreos
emergentes.

O clima da regido de Lages e Capdo Alto é classificado segundo Kdppen (OMETO,
1981), como Cfb, sendo temperado propriamente dito, com temperatura média no més mais frio
abaixo de 18 °C (mesotérmico), com verdes frescos e temperatura média no més mais quente
abaixo de 22 °C, sem estacdo seca definida. Os dados meteoroldgicos foram obtidos da estagédo
meteoroldgica convencional de Lages, SC (INMET, 2016).

Em cada &rea de estudo foram acompanhados 10 individuos, estando dentro do nimero
sugerido por Fournier e Charpantier (1975). Apenas individuos acima de 20 cm de
circunferéncia a altura do peito (CAP) foram selecionados nas duas areas de estudo.

As observagoes foram mensais e se estenderam de maio de 2014 a maio de 2016. Foram
avaliadas as seguintes fenofases: (1) queda foliar: quando as folhas estavam com coloragao
amarelada e caiam facilmente com o vento ou pela trepidacdo provocada na arvore; (2)
enfolhamento: quando havia a presenca de folhas pequenas (< 1 cm de comprimento) de
coloracdo verde; (3) florescimento: inflorescéncias com flores fechadas e abertas ao mesmo
tempo; (4) fruto imaturo: quando os cépsulas estavam esverdeadas; (5) fruto maduro: quando
os frutos apresentavam coloracdo marrom-escura. A determinacdo dos padrdes de producdo e
queda de folhas seguiu a classificacdo proposta por Morellato et al. (1989), constituida por trés
categorias: decidua, semidecidua e perenifélia.

Os eventos fenolégicos foram analisados pelo indice de Atividade (método qualitativo),
o0 qual avalia a presenca ou auséncia da fenofase no individuo, bem como a sincronia entre 0s
individuos na populacdo em relagdo a cada fenofase; e pelo indice de intensidade de Fournier
(FOURNIER, 1974), cujo valores obtidos ficam dentro uma escala semi-quantitativa de cinco
categorias (0 a 4), com intervalo entre elas de 25%, desta forma permitindo estimar a
porcentagem de intensidade da fenofase em cada individuo. Para este método, em cada més é
feito a soma dos valores de intensidade por individuo e dividido pelo valor maximo possivel
(ndmero de individuos multiplicado por quatro). O valor final € multiplicado por 100 para
transforma-lo em percentual.

Para testar o tipo de distribuicdo dos dados foi realizado o teste de Shapiro e Wilks. O
sincronismo das fenofases entre periodos consecutivos de 12 meses foi testado por meio da
correlacdo de Spearman (ZAR, 1996) utilizando os dados do indice de atividade. As relaces
entre as diferentes varidveis climéticas e o indice de atividade de cada fenofase foram testadas

por meio da correlagdo de Spearman. Os dados climaticos (temperatura média maxima,
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temperatura média minima e precipitacdo total) foram obtidos mensalmente de maio/2014 a
maio/2016 do INMET (2016). O comprimento do dia foi calculado pela formula N=2hn/15, em
que N é o comprimento do dia, € hn o angulo do horario ao nascer do sol, que é determinado
por: hn = acos[-tan(e)tan(d)], onde @ ¢ a latitude do local e 6 ¢ a declinagdo solar. A declinag@o
solar ¢ calculada por 6=23,45sen[360/365(284 + NDA)] em que NDA é o nimero de dias do
ano. Para a andlise dos dados foi utilizado o programa BioEstat 5.0.

3 RESULTADOS

3.1 Lages (area 1)

A perda de folhas em G. klotzschiana apresentou sincronia ente os dois periodos
fenoldgicos acompanhados (Tabela 1), sendo que esse resultado é reforcado pelos picos de
atividade apresentados, os quais coincidiram entre junho e agosto de 2014 e de 2015 (Figura
4). Esta fenofase foi praticamente constante durante todo o periodo de estudo, pois se
concentrou entre maio/2014 e outubro/2014, fevereiro/2015 e janeiro/2016 e marco a maio de
2016. Os picos méximos de atividade (100%) foram de junho/2014 a agosto/2014, mar¢o/2015
a outubro/2015 e margo/2016 a maio/2016, enquanto que a intensidade méaxima (pico de
intensidade) ocorreu em setembro/2014 (80%), agosto/2015 (80%) e maio/2016 (47,5%)
(Figura 4). Desta forma, a queda mais expressiva das folhas pode ser notada em épocas mais
frias. A queda foliar apresentou correlacéo significativa (p < 0,0001) e negativa (rs = -0,7860)
com relacdo ao comprimento do dia, ou seja, a medida que os dias sdo mais longos a perda de
folhas se torna menos expressiva. Também essa fenofase demonstrou correlacdo negativa e
significativa com a temperatura maxima média (rs=-0,6308; p = 0,0007) e temperatura minima
média (rs = -0,6319; p = 0,0007), o que ficou evidente que houve influéncia da temperatura na

perda ou na manutencao das folhas (Figura 4 e Tabela 2).
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Tabela 1 - Correlacdo de Spearman considerando os indices de atividade em distintas fenofases
de Gymnanthes klotzschiana entre dois periodos consecutivos de amostragem
(maio/2014 e maio/2016) para a area 1 - Lages, SC

Fenofase rs p n
Queda foliar 0,6144 0,0335* 12
Enfolhamento 0,6904 0,0129* 12
Floracéo 0,4411 0,1511 12
Fruto imaturo 0,6030 0,0379* 12
Fruto maduro 0,6647 0,1830 12

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
* Valores significativos a 5% de probabilidade.

Houve correlacdo positiva no brotamento foliar entre os periodos consecutivos de
amostragem (Tabela 1), indicando que este fenbmeno tende a ocorrer em periodos especificos
do ano. Isso ficou evidente, pois o enfolhamento ocorreu entre setembro e margo no primeiro
periodo de avaliacdo (2014/2015) e de setembro a fevereiro no segundo (2015/2016), conforme
figura 4. Os picos de atividade foram observados em outubro/2014 (100%) e dezembro/2014
(100%) e de/ intensidade em outubro/2014 (35%). Em 2015, os valores mais elevados,
considerando o indice atividade, foram em setembro e outubro (100%) e 2016 em fevereiro
(90%). Entretanto, a intensidade maxima observada foi de 42,5% e 30%, em novembro/2015 e
fevereiro/2016, respectivamente (Figura 4). Nessa fenofase houve correlacdo positiva e
significativa para comprimento do dia (rs= 0,7240; p = < 0,0001), temperatura maxima média
(rs=0,4960; p = 0,0116) e temperatura minima média (rs= 0,4799; p = 0,0152), confirmando
que esses fatores climaticos influenciam na presencga ou auséncia de novas folhas (Figura 4;
Tabela 2). Os resultados demostram que a sintese de novas folhas ocorre, de forma mais intensa,
nas épocas mais quentes do ano e quanto maior sdo os comprimentos dos dias.

Com relacdo a presenga de botBes florais e antese nas inflorescéncias, ndo houve
correlacdo entre os dois periodos de estudo (Tabela 1), pois os picos de atividade ocorreram em
outubro/2014 (90%) e em dezembro/2015 e janeiro/2016, ambos com 100% de atividade
(Figura 4). Os maiores indices de intensidade foram registrados em outubro/2014 (25%) e
dezembro/2015 (47,5%) (Figura 4). A floragdo teve mais atividade e intensidade no segundo
ciclo, ou seja, quando houve periodos criticos de alagamentos seguidos nesta area. Os resultados
sugerem que a floracdo de G. klotzschiana tende a ocorrer no inicio da estagdo quente, pois essa
fenofase apresentou correlagdo positiva e significativa com a temperatura maxima média (rs =
0,5118; p = 0,0089), temperatura minima media (rs = 0,5645; p = 0, 0033) e comprimento do
dia (rs = 0,6510; p = 0, 0004) (Figura 4; Tabela 2).
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A correlacdo de frutos imaturos e maduros foi significativa apenas para a primeira
(Tabela 1), indicando que a producéo de frutos/sementes imaturas tende a ocorrer em intervalos
regulares durante os anos de avaliagdo, ja que esses eventos ficaram restritos aos meses de
novembro/2014 a marco/2015 e de novembro/2015 a fevereiro de 2016 (Figura 4); a nao
significancia para os frutos/sementes maduras pode ser explicado pela sua ocorréncia em marco
de 2015 e ndo em 2016 e a ocorréncia em fevereiro de 2016 e ndo em 2015. No entanto, a
frutificacdo incidiu em intervalos similares, entre dezembro/2014 e janeiro/2015 (primeiro
ciclo) e dezembro/2015 a fevereiro/2016 (ciclo seguinte) (Figura 4).

Os picos de atividade (frutos imaturos) foram de 60% em janeiro/2015 e 70% em
dezembro/2015; a intensidade maxima alcancada foi de 25% em janeiro/2015 e 22,5 em
dezembro do mesmo ano (Figura 4). A maior producdo de frutos maduros se concentrou nos
meses de janeiro de 2015 e 2016 (20% e 15%, respectivamente). O indice de atividade
alcancado foi de 60% para estes periodos anteriormente citados (Figura 4).

As fenofases reprodutivas (producdo de frutos imaturos e maduros) também
apresentaram correlacdo significativa e positiva com os fatores climéaticos comprimento do dia,
bem como com as temperaturas medias minima e maxima. Isso é um indicativo que esses
fatores abioticos foram sazonais e influenciaram diretamente no comportamento reprodutivo
dessa espécie, especialmente entre 0s meses mais quentes do ano. A precipitacdo total nao foi

significativa para nenhuma das fenofases avaliadas (Figura 4; Tabela 2).
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Figura 4 - Associacao de dados climaticos com fenologicos em Gymnanthes klotzschiana para
a érea 1 (Lages - SC) por meio de dois métodos de analise
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Tabela 2 - Correlacdo de Spearman considerando os indices de atividade em distintas fenofases
em Gymnanthes klotzschiana e os fatores climaticos no periodo de maio/2014 e
maio/2016 em Lages, SC

Atividade fenologica  Variavel climética rs p n
Comprimento do dia -0.7860 <0.0001* 24

Queda foliar Precipitagé(? total . -0.2322 0.2639 24
Temp. maxima média -0.6319 0.0007* 24

Temp. minima meédia -0.6308 0.0007* 24

Comprimento do dia 0.7240 <0.0001* 24

Precipitacéo total 0.3080 0.1341 24

Enfolhamento Temp. méxima media 0.4960 0.0116* 24
Temp. minima média 0.4799 0.0152* 24

Comprimento do dia 0.6510 0.0004* 24

Floragio Precipitagéo total 0.0669 0.7507 24
Temp. maxima média 0.5118 0.0089* 24

Temp. minima média 0.5645 0.0033* 24

Comprimento do dia 0.7701 <0.0001* 24

Fruto imaturo Precipitacdo total 0.1395 0.5060 24
Temp. maxima média 0.6967 0.0001* 24

Temp. minima média 0.7042 < 0.0001* 24

Comprimento do dia 0.6587 0.0003* 24

Fruto maduro Precipitagéo total 0.1100 0.6006 24
Temp. maxima média 0.7074 <0.0001* 24

Temp. minima média 0.6824 0.0002* 24

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
*Valores significativos a 5% de probabilidade

3.2 Capaéo Alto (area 2)

Nessa area, os dois ciclos apresentaram sincronia quanto a perda de folhas (Tabela 2),
sendo que essa etapa fenoldgica ocorreu predominantemente entre as estacdes mais frias (Figura
5). Isso demostra um comportamento distinto ao observado na area de Lages, especialmente
para ano de 2015, onde a perda de folhas foi continua (Figura 5). Os picos de atividade
ocorreram em junho-agosto de 2014 (100%) decaindo para 60% no més seguinte, enquanto que
0 maior pico de intensidade foi atingido em agosto (indice de Fournier = 72,5%). Em 2015, os
maiores indices de atividade foram observados de abril-julho (100%) e em 2016 em abril (80%)
e maio (80%); intensidades mais elevadas foram registradas em junho/2015 (70%). (Figura 5).
A queda foliar apresentou correlacdo negativa e significativa com o comprimento do dia (rs = -
0,8730; p = < 0,0001), temperatura maxima media (rs = -0,7791; p = < 0,0001) e temperatura

minima média (rs = -0,7814; p = < 0,0001), demonstrando que essa sazonalidade climética
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interferiu nessa fenofase, pois a menor incidéncia de radiagdo solar, bem como baixas de

temperaturas, influenciaram na perda de folhas (Figura 5; Tabela 4).

Tabela 3 - Correlagdo de Spearman considerando os indices de atividade em distintas fenofases
de Gymnanthes klotzschiana entre dois periodos consecutivos de amostragem
(maio/2014 e maio/2016) para &rea 2 - Capéo Alto, SC

Fenofase rs p n
Queda foliar 0,8798 0,0002* 12
Enfolhamento 0,7326 0,0067* 12
Floracéo 0,0705 0,8277 12
Fruto imaturo -0,2084 0,4236 12
Fruto maduro -0,2084 0,5157 12

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
* Valores significativos a 5% de probabilidade

A sintese de novas folhas demonstrou correlacdo entre os dois periodos de estudo
(Tabela 3), ja que os individuos avaliados apresentaram essa fenofase de agosto a mar¢o em
ambos os ciclos, predominando nas estacfes de primavera/verdo. Os picos de atividade e
intensidade coincidiram para 0s mesmos periodos, sendo que para outubro/2014 foi de 100% e
52,5%, respectivamente; enquanto que para setembro/2015 foram de 90% e 40% (Figura 5). O
comprimento do dia foi o Unico fator ambiental que apresentou correlacao significativa com o
enfolhamento (rs = 0,4613; p = 0,0202) (Figura 5 e Tabela 4).

Nenhuma fenofase reprodutiva apresentou correlacdo durante o intervalo de dois anos
de avaliacdo (Tabela 3). A floracdo no primeiro ciclo ocorreu num periodo curto, de outubro a
novembro, diferentemente do segundo, onde essa fenofase se estendeu de novembro a margo
2015/2016. Nessa fenofase, tanto os picos de atividade quanto de intensidade foram baixos e
coincidiram no tempo, sendo 30% para atividade e 7,5% para intensidade em novembro/2014
e 20% e 12,5% em dezembro/2015, respectivamente (Figura 5). A presenca de frutos imaturos
foi registrada de outubro a dezembro/2014 e no ciclo seguinte fevereiro-mar¢o/2016. Frutos
maduros tiveram sua producdo concentrada entre novembro-fevereiro 2014/2015 e apenas em
mar¢o/2016. Para ambos os estadios de maturacdo, o indice de atividade foi baixo, atingindo
nos frutos imaturos picos de 50% no primeiro ciclo (dezembro/2014) e 10% no segundo
(fevereiro e margo de 2016). Em frutos maduros a maior atividade alcangada foi de 30% em
janeiro/2015 e 10% em marco 2016 (Figura 5). Em relacéo aos picos de intensidade, em frutos
imaturos ocorreram em dezembro/2014 (15%) e fevereiro e margo de 2016 (5%), enquanto que
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para os frutos maduros, os maiores indices de Fournier foram encontrados em janeiro 2015
(12,5%) e marco/2016 (2,5%). Pelos resultados, ficou claro que os eventos fenoldgicos
reprodutivos, predominam em atividade e intensidade no veré&o.

A floracgéo se correlacionou positivamente com o comprimento do dia (rs = 0,5829; p =
0,0022) e com as temperaturas média maxima (rs = 0,4593; p = 0,0209) e minima (rs = 0,4955;
p =0,0117). Frutos imaturos tiveram correlacdo apenas com o comprimento do dia (rs = 0,4504;
p = 0,0238). Entretanto, frutos maduros nédo tiveram correlagcdo apenas com a precipitacao total
(Tabela 4). Isso demonstra que a variavel comprimento do dia teve maior influéncia na
expressdo dos eventos reprodutivos em G. klotzschiana, assim como as temperaturas, com

excecdo aos frutos imaturos (Figura 5; Tabela 4).



44

Figura 5 - Associacao de dados climaticos com fenologicos em Gymnanthes klotzschiana para
a &rea 2 (Capdo Alto — SC) por meio de dois métodos de andlise
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Tabela 4 - Correlacdo de Spearman considerando os indices de atividade em distintas fenofases
de Gymnanthes klotzschiana e os fatores climéaticos no periodo de maio/2014 e
maio/2016 em Capao Alto, SC

Atividade fenol6gica  Variavel climéatica I's p n

Comprimento do dia -0,8730 < 0,0001* 24

Queda foliar Precipitacéo total -0,2680 0,1952 24

Temp. maxima média -0,7791 < 0,0001* 24

Temp. minima média -0,7814 < 0,0001* 24

Comprimento do dia 0,4613 0,0202* 24

Precipitagéo total 0,1490 0,4771 24

Enfolhamento Temp. maxima média 0,3019 0,1423 24

Temp. minima média 0,2389 0,2501 24

Comprimento do dia 0,5829 0,0022* 24

x Precipitacéo total 0,0570 0,7866 24
Floracéo ‘- .-

Temp. maxima média 0,4593 0,0209* 24

Temp. minima média 0,4955 0,0117* 24

Comprimento do dia 0,4504 0,0238* 24

Fruto imaturo Precipitagéo total 0,1855 0,3746 24

Temp. maxima média 0,3446 0,0916 24

Temp. minima média 0,3105 0,1308 24

Comprimento do dia 0,4846 0,0140* 24

Fruto maduro Precipitacdo total 0,0965 0,6465 24

Temp. maxima média 0,4845 0,0141* 24

Temp. minima média 0,4028 0,0458* 24

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
* Valores significativos a 5% de probabilidade

4 DISCUSSAO

Nos periodos avaliados (ciclos 2014/2015 e 2015/2016) e nas duas areas, as fenofases
estudadas em G. klotzschiana apresentaram sempre o indice de atividade superior ao indice de
intensidade. A falta de coincidéncia entre os picos de atividade e intensidade foi mais evidente
nas fases vegetativas, porque nestas o incremento cumulativo é mais lento e gradual (BENCKE
e MORELLATO, 2002). Desta forma, ocorreu um maior nimero de individuos manifestando
uma determinada atividade fenoldgica, mas sempre com menor intensidade. As fenofases
apresentaram de uma forma geral, com excecédo da precipitacéo, correlagdes significativas com
os fatores abioticos, indicando que as variaveis climaticas tiveram um comportamento sazonal
em ambas as areas avaliadas e exerceram influéncia direta no padrdo fenoldgico da G.

klotzschiana. Morellato e Leitdo (1990) salientam que em ambientes pouco sazonais, fatores
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ambientais tem menor influéncia sobre as fenofases. Marques (2007) comenta que o sul do
Brasil ¢ um eco6tono entre o clima tropical e subtropical, o qual apresenta chuvas bem
distribuidas durante o ano. Desta forma, os padrdes fenoldgicos nessa regido estdo mais
relacionados com a temperatura e o fotoperiodo (MORELLATO et al., 2000). No entanto,
processos fisiologicos das plantas e pressGes seletivas também podem determinar a
periodicidade das fenofases (TALORA e MORELLATO, 2000).

O padrao de desfolhamento em G. klotzschiana caracterizou-se como semidecidua para
as duas areas avaliadas. Esse padrdo de perda de folhas ja tinha sido observado nessa espécie
por Athayde et al. (2009) em uma floresta ribeirinha, onde a perda de 50% das folhas nos
individuos avaliados ocorreu entre o periodo de junho e setembro. A queda foliar apresentou
sazonalidade, quando foi demonstrado que esse evento ocorre predominantemente com maior
atividade e intensidade no inverno; no entanto, no outono e na primavera acontece de maneira
mais branda. A sazonalidade para a queda foliar foi mais fortemente correlacionada com
temperaturas amenas e ao menor fotoperiodo, sugerindo que esses fatores podem funcionar
como gatilhos na perda de folhas em G. klotzschiana. Marchioretto et al. (2007) e Athayde et
al. (2009) também observaram em varias espécies arbdreas este cenario, onde a queda das folhas
ocorre quando ha baixas temperaturas e menor comprimento do dia. Marques et al. (2004)
observaram comportamento semelhante para uma area de Floresta Ombréfila Mista, no estado
do Parana. Entretanto, em florestas tropicais a queda de folhas esta frequentemente associada a
periodos de estiagem (BULLOCK e SOLIS-MAGALLANES, 1990), fato que ndo ocorreu na
regido de estudo porque as chuvas foram bem distribuidas, justificando a falta de correlacédo
com esta variavel climatica.

Mesmo que a precipitacdo ndo se correlacionou significativamente com a perda de
folhas, para a area 1 esse fator ambiental teve efeito na desfolha, pois quando comparado com
0 ano anterior (2014), o desfolhamento foi mais pronunciado devido a chuvas mais severas,
especialmente entre setembro e outubro, o que ocasionou alagamento quase que permanente até
dezembro, devido a sequéncia de chuvas nesses meses anteriores. Para area 2, por mais que as
chuvas foram intensas nos meses citados, a queda foliar ndo ocorreu, pois devido a declividade
local do terreno, a agua ndo acumulou no solo, desta forma tendo um baixo efeito dessa fenofase
no periodo em questdo. A queda foliar pela falta de oxigénio no solo é compreensivel, pois a
fotossintese necessitada de oxigénio para a producao de energia e outros compostos (TAIZ e
ZEIGER, 2013), e a perda das folhas poderia ser uma estratégia evolutiva dessa espécie para
crescer e reproduzir somente em condi¢Bes ambientais mais favoraveis (LARCHER, 2004;
JACKSON e COLMER, 2005).
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O brotamento ocorreu com maior intensidade ap6s o periodo de queda das folhas. A
emissdo de novas folhas foi sazonal durante os dois ciclos e ndo apresentou correlagdes
positivas significativas com a pluviosidade, pois a regido de estudo € caracterizada pela
presenca de chuvas bem distribuidas (LEITE, 2002). Alguns estudos fenoldgicos relatam que o
fotoperiodo e temperaturas mais elevadas podem induzir o brotamento (ZOCCHE e
ALEXANDRE, 2005; MARCHIORETTO et al., 2007), sendo que o surgimento de novas
folhas sinaliza a transicdo do inverno para a primavera e o inicio da estacdo de crescimento em
florestas temperadas (POLGAR e PRIMACK, 2011). O comprimento do dia foi a variavel
ambiental que mais teve influéncia no enfolhamento das arvores nas duas areas de avaliag&o,
pois isso tende a otimizar as taxas de producdo fotossintética (DaMATTA et al., 2007) e por
consequéncia o0 acumulo de reservas visando a producdo de sementes de maior qualidade
(SANTOS et al., 2012; MARCOS FILHO, 2015). Especificamente na area 1 (Lages, SC) em
dezembro de 2015, ndo houve emissao de novas folhas, mesmo num periodo com temperaturas
mais elevadas. Isso provavelmente esteve associado ao alagamento, onde as plantas de
branquilho preferiram florescer em vez de enfolhar.

Houve uma renovacéo intensa de folhas, ja que tanto a queda foliar como brotamento
ocorreram durante a maior parte dos estudos. 1sso provavelmente demonstra que o branquilho
é uma espécie importante no fornecimento de alimento para herbivoros (NUNES et al.,2008;
FARIAS e XAVIER, 2011; ARAUJO, 2013). Além disso, essa espécie também pode usar essa
estratégia para melhor germinacdo das sementes que caem no solo, pois nessa condicdo havera
menor restri¢cdo a entrada de radiacdo solar e por consequéncia a formacao de um banco de
plantulas mais acelerado, especialmente na area 1, j& que nesse ambiente as folhas ndo
permanecem no solo por muito tempo devido as cheias constantes.

O padrdo de florescimento pode ser considerado, de acordo com a classificacdo de
Newstrom et al. (1994), como regular ou sazonal, j& que sempre ocorreu no mesmo periodo nas
duas areas avaliadas (setembro — marco) e anual. Athayde et al. (2009) relataram a floracdo de
G. klotzschiana de agosto a outubro, em 75% dos individuos avaliados. Comportamento anual
na floracdo foi observado em outras espécies do Bioma Mata Atlantica, como em Guazuma
ulmifolia Lam (NUNES et al., 2005), Inga edulis Mart e Trema micrantha (L.) Blume
(PEREIRA et al., 2008). N&o houve correlacdo do florescimento com a precipitacdo, a qual
ocorreu em um periodo com menores indices pluviométricos. Esse comportamento pode estar
associado a maior protecdo dos 6rgéo reprodutivos e a eficiéncia de polinizadores, uma vez que
chuvas intensas podem danificar as pecas florais, afetando a produgdo de sementes (PEDRONI
etal., 2002; GUEDES et al., 2009; TONINI, 2013). O maior comprimento do dia e temperaturas
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mais elevadas séo determinantes na inducdo da floragdo (MARQUES et al., 2004; ZIPARRO e
MORELLATO, 2007), que no caso do branquilho se correlacionaram positivamente e
significativamente nas duas areas de estudo. Liebsch e Mikich (2009) e Cascaes et al. (2013)
em estudos realizados na Mata Atlantica e Roberts et al. (2015) que avaliaram uma floresta
temperada da Europa, apontaram um padrdo sazonal para a floragdo, em especial quando ha
uma transicdo de temperaturas frias para temperaturas mais altas. Esses fatores abioticos
também podem estar relacionados a presenca de polinizadores, dispersores e predadores, 0s
quais exercem influéncia direta no comportamento fenolégico (MORELLATO et al.,1989).

Na &rea de Lages, a qual esta sujeita ao alagamento periodico, as chuvas intensas em
setembro e outubro de 2015 (Figura 2) resultaram no alagamento da éarea até meados de
dezembro (periodo de florescimento), desta forma houve uma baixa producéo de flores nesse
periodo. Apds o alagamento da area, ocorreu uma maior producdo de flores quando comparado
ao ciclo anterior (janeiro e fevereiro de 2016), demostrando alta adaptabilidade dessa espécie a
essa condicgéo de falta de oxigénio. Essa maior producéo de novas flores pode estar atrelada a
urgéncia da espécie em deixar maior niumero de descendentes, pois a producdo de frutos
maduros, desde a floracdo, leva em torno de trés meses, o que coincidiria com o inicio da perda
de folhas, ou seja, com o menor metabolismo fisioldgico dos individuos de branquilho.

A producdo de frutos imaturos e maduros indicou que a espécie apresenta padréo de
frutificacdo anual (NEWSTROM et al., 1994), com uma maior producdo por individuo na area
de Lages, SC, ou seja, na presenca de um ambiente mais propicio ao alagamento, o que ressalta
a maior adaptabilidade dessa espécie neste tipo de habitat. Essas fenofases também demonstram
um padrao sazonal nos periodos avaliados, sendo que para dias mais longos e temperaturas mais
elevadas (especialmente para area 1) houve correlagdo positiva, no entanto ndo havendo relacéo
com as chuvas no periodo. Esse mesmo comportamento ja tinha sido observado em algumas
espécies arbdreas localizadas em uma floresta de Mata Atlantica do sul do Brasil
(MARCHIORETTO et al., 2007). Temperaturas altas, associadas a baixa precipitacdo, podem
ser fundamentais na dispersao das sementes. Como o branquilho é uma espécie autocérica, essa
condicdo climética poderia favorecer a abertura natural das cépsulas e por consequéncia a
dispersdo mais efetiva dos propéagulos. Arvores de branquilho podem ser um importante
instrumento de gestdo para sustentar a diversidade de frugivoros (BIANCHINI et al., 2015),
especialmente para area de Lages, onde a densidade relativa desta espécie € elevada. O
desenvolvimento sazonal na producéo de frutos e sementes, tem grande influéncia na avifauna,

uma vez que a competicao entre os dispersores depende dos recursos oferecidos pelas plantas
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(OBERMULLER et al., 2008), garantindo que esses animais permanecam dentro dos
fragmentos florestais.

Considerando ainda a producdo de frutos e sementes, os resultados demonstram uma
estratégia importante desenvolvida pela espécie como uma forma de disponibilizar para a ave-
fauna alimento por um maior intervalo de tempo, visto que as arvores permaneceram com frutos
maduros por um periodo de até dois meses em ambas as areas. Estudos fenoldgicos que incluam
a avaliacdo da disponibilidade de recursos para a avifauna, podem contribuir no entendimento
da relacdo animal-planta e sdo fundamentais para a conservacdo da biodiversidade (REYS et
al., 2005; PEREIRA et al., 2008; PATRICIO et al., 2014).

5 CONCLUSAO

O fotoperiodo foi a variavel climéatica de maior influéncia no comportamento fenoldgico
da G. klotzschiana nas duas &reas de estudo.

A perda de folhas nas duas areas caracterizou a espécie como sendo semidecidua.

A floracdo e a frutificacdo foram caracterizadas como anual nas duas areas de avaliacgéo.

A maior producdo de frutos imaturos e maduros ocorreu para a area mais propicia ao
alagamento (&rea 1), indicando que a G. klotzschiana prefere solos mais encharcados para se

desenvolver e se reproduzir.
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CAPITULO I

COMPORTAMENTO FISIOLOGICO E BIOQUIMICO NA GERMINACAO DE
SEMENTES DE Gymnanthes klotzschiana MULL.ARG. SUBMETIDAS A SUBMERSAO

RESUMO

Gymnanthes klotzschiana, conhecida popularmente como branquilho, € uma espécie arborea
importante na recomposicao de areas alteradas. Objetivou-se com este trabalho avaliar aspectos
fisicos e fisioldgicos de sementes colhidas em duas areas (uma sujeita a inundagdes periddicas
- area 1 e outra sem o efeito do alagamento - area 2), e bioquimicos de sementes oriundas de
uma area de G. klotzschiana, submetidas a hipoxia. Para cada tratamento, foram utilizadas
quatro repeticdes de 25 sementes, que foram submetidas a: um dia (T2), trés dias (T3), cinco
dias (T4), dez dias (T5) e 20 dias sob hipoxia (T6), além da testemunha (T1). Em ambas as
areas, todos os tratamentos apresentaram trés fases de germinacdo. As sementes da area 1
demonstraram 0s maiores valores de germinacdo e vigor. Apenas sementes de T1 e T2 ndo
diferiram entre as areas, sendo que a maxima germinacdo foi no T2 para area 1 que alcangou
90%. A menor germinacdo foi registrada no T6 (31%) para as sementes coletadas na area 2.
Houve aumento no teor de proteinas durante toda a germinagao, que alcangou 30 mg.g™* no T6.
As quantidades de acUcares solUveis e de amido aumentaram no primeiro momento, e no inicio
da fase Ill, diminuiram. O teor de lipidios na fase Ill da germinacdo diminuiuno Tleno T2 e
para o0 T3, T4, T5 e T6 aumentou, chegando a alcancar 470 mg.g™ no T6. Os resultados de
germinacao e vigor sugerem que as sementes colhidas da area nao sujeita ao alagamento natural
sd0 mais sensiveis a hipoxia a partir de trés dias de estresse. No inicio da germinacdo (fases I
e Il), as sementes de branquilho utilizam como fonte de energia e no metabolismo outros
carboidratos e ndo os agUcarares sollveis previamente disponiveis e o amido. Na fase llI,
acucares soluves e o amido séo as principais fontes de reservas para a formacdo de uma nova
plantula.

Palavras-chave: Estresse. Hipoxia. Amido. Lipidios. Branquilho.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL BEHAVIOR IN SEED GERMINATION
OF Gymnanthes klotzschiana MULL.ARG. SUBMERGED

ABSTRACT

Gymnanthes klotzschiana, popularly known as branquilho, is an important arboreal species in
the reconstruction of altered areas. The objective of this work was to evaluate the physical and
physiological aspects of seeds harvested in two areas (one subject to periodic flooding - area 1
and the other without the effect of flooding - area 2), and biochemical seeds from a G.
klotzschiana area submitted to hypoxia. For each treatment, four replicates of 25 seeds were
used, which were submitted to: one day (T2), three days (T3), five days (T4), ten days (T5) and
20 days under hypoxia (T6). Of the control (T1). In both areas, all treatments presented three
stages of germination. The seeds of area 1 showed the highest values of germination and vigor.
Only seeds of T1 and T2 did not differ between areas, and the maximum germination was in
T2 for area 1, which reached 90%. The lowest germination was recorded in the T6 (31%) for
the seeds collected in area 2. There was an increase in the protein content throughout the
germination, which reached 30 mg.g in the T6. The quantities of soluble sugars and starch
increased at the first moment, and at the beginning of phase Ill, decreased. Lipid content in
stage 111 germination decreased in T1 and T2 and for T3, T4, T5 and T6 increased, reaching
470 mg.gt in T6. The results of germination and vigor suggest that seeds harvested from the
area not subject to natural flooding are more sensitive to hypoxia after three days of stress. At
the beginning of germination (phases I and I1), the seeds of the branquilho use as energy source
and metabolism other carbohydrates and not the previously available soluble sugars and the
starch. In phase 111, solubles and starch are the main sources of reserves for the formation of a
new seedling.

Keywords: Stress. Hypoxia. Starch. Lipids. Branquilho

1 INTRODUCAO

Gymnanthes klotzschiana popularmente conhecida como Branquilho é uma espécie que
pertence a familia Euphorbiaceae, pioneira e pode ser encontrada na Mata Atlantica desde
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. O branguilho ocorre naturalmente em solos Umidos e
em solos aluviais (SILVA et al., 2012), sendo uma espécie tipica da Floresta Ombrofila Mista
Aluvial (CROCE, 1991). Essa espécie arborea pode ser utilizada na producdo de madeira
serrada e na geracdo de energia (CARVALHO, 2003) e suas raizes e folhas possuem
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propriedades terapéuticas (SMITH et al., 1988). Na restauracdo de areas degradadas, essa
espécie é considerada chave, especialmente em locais onde o efeito do alagamento € uma
constante.

A germinacdo nada mais € do que a retomada do crescimento do eixo embrionario apos
a semente se desligar fisiologicamente da planta mée e encontrar condi¢des favoraveis para se
desenvolver (BEWLEY et al., 2013). Durante o processo germinativo, normalmente as
sementes de diferentes espécies apresentam um padrao trifasico de embebicdo (CARVALHO
e NAKAGAWA, 2012). A primeira fase se caracteriza pela reativacdo do metabolismo pela
entrada intensa de &gua, inicio da producdo de energia, sintese de mMRNA e reparo de DNA
(&cido desoxirribonucleico), ativacdo de polissomos e sintese de proteinas a partir de mRNAs
pré-existentes. A fase seguinte se diferencia principalmente pela baixa entrada de agua na
semente, sendo caracterizada por um periodo de repouso fisioldgico. Nesta fase acontece a
sintese e duplicacdo do DNA, o inicio da mobilizac&o das reservas e alongamento das células
da radicula. Na terceira fase, ha a reentrada de 4gua de forma mais intensa, expansdo celular
gue com culmina com a emissdo da radicula e finaliza com a formacao de uma plantula normal
ou anormal devido a divisdes celulares sucessivas (MARCOS FILHO, 2015; WANG et al.,
2015).

O alagamento pode comprometer a germinacdo pela restricdo na disponibilidade de
oxigénio dissolvido no meio, assim como o desenvolvimento das plantas (KOZLOWSKI,
1997). No entanto, isso ira depender principalmente da espécie e também do tempo de
inundacdo (CRAWFORD e BRANDLE, 1996). Os ambientes tropicais e subtropicais sujeitos
a inundacdo variam muito em relacdo a duracdo, a frequéncia e a amplitude do alagamento
(MENEGUCCI, 2008; FERREIRA et al., 2009); desta forma, criando locais variados e com
distintas necessidades adaptativas para as espécies se desenvolverem. Além disso, nessa
condicdo de restricdo de oxigénio, pode haver diminuicdo da fotossintese liquida e por
consequéncia menor translocacdo de fotoassimilados até as sementes em desenvolvimento
(BEWLEY et al., 2013).

As sementes acumulam durante a maturacdo grandes quantidades de substancias de
reserva, especialmente carboidratos, proteinas e lipidios (CORTE et al., 2006). Ao longo a
germinacdo essas reservas sdo consumidas para geracdo de energia e na sintese de novos
compostos, 0s quais irdo participar da constituicdo de novas células e tecidos (BEWLEY e
BLACK, 1994). Quando a falta oxigénio incide durante o processo germinativo, pode haver
alteracOes na hidrolise destes compostos (MIRO e ISMAIL, 2013).
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Objetivou-se com este trabalho avaliar aspectos fisicos e fisioldgicos de sementes
colhidas em duas areas (uma sujeita a inundacbes periddicas e outra sem o efeito do
alagamento), e bioquimicos de sementes oriundas de uma area de G. klotzschiana, submetidas

a hipoxia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecdo de matrizes, colheita, extragédo e beneficiamento das sementes

Foram selecionadas matrizes adultas livres fitossanitarios aparentes e distancias minima
entre elas de 30 metros, conforme recomendacdes de Higa (2006). As sementes foram coletadas
de frutos maduros (coloracdo marron-escura) provenientes de duas areas. A primeira localizada
no municipio de Lages, SC (area 1) foram selecionadas 20 matrizes e estd a uma altitude de
aproximadamente 890 metros (Lat: -27.841221° e Long: 50.234878°). Na éarea 2 foram
selecionadas oito matrizes e esta localizada no municipio de Capdo Alto, SC a uma distancia
aproximada de 65 km em linha reta da Area 1 e com altitude em torno de 930 metros (Lat: -
28.196411° e Long: -50.752545°). De acordo Klein (1960) e IBGE (2012), a area 1 é
caracterizada como Floresta Ombroéfila Mista Aluvial, e a area 2 como Floresta Ombrofila Mista
Montana em transicdo com a Floresta Estacional Semidecidual Montana. A area 1 se caracteriza
por ser um ambiente propicio ao alagamento periddico, por estar em local de baixada e
acompanhar o curso do Rio Caveiras. Esse fragmento possui aproximadamente 50 hectares. A
area 2 esta inserida proxima ao Rio Pelotas, e acompanha um dos “bragos” da area de alague
da UHE Barra Grande, no entanto por estar em local ingreme néo sofre o efeito do alagamento.
O clima da regido de Lages e Capdo Alto ¢ classificado segundo Koppen (OMETO, 1981),
como Cfb, sendo temperado propriamente dito, com temperatura média no més mais frio abaixo
de 18 °C (mesotérmico) e temperatura média no més mais quente abaixo de 22 °C, sem estacao
seca definida.

Apbs a coleta, os frutos foram colocados em sacos plasticos e encaminhados ao
Laboratorio de Sementes da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) para extracdo
das sementes, a qual ocorreu de maneira espontanea a sombra sob lona preta. A separacao das
sementes dos restos frutos ocorreu com uso de peneiras e manualmente. Posteriormente as

sementes foram armazenadas em camera fria (10 °C e UR = 65%).
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2.2 Tratamentos de alagamentos

Para a simulagdo do estresse hidrico por alagamento, 100 sementes, divididas em 4
repeticdo, foram colocadas em copo pléastico com 60 mL de &gua destilada, a qual foi renovada
a cada 72 h. Foram utilizados seis tratamentos: um dia (T2), trés dias (T3), cinco dias (T4), dez
dias (T5) e vinte dias de alagamento (T6), além do tratamento testemunha, sem alagamento
(T1).

2.3 Obtencdo das curvas de embebicéo e pontos selecionados para as analises bioquimicas

As curvas de embebicdo foram realizadas para a selecdo de pontos, durante o0 processo
de germinacdo, em que seriam realizadas as analises bioquimicas e também para verificar o
comportamento na absorcao de agua nos diferentes tratamentos propostos.

Assim, para cada tratamento, as curvas foram obtidas por meio da seguinte férmula:

. P Inicial 100—Umidade Inicial . . .
Peso Final = 2o nictal x 100" Umidade Iniclal) ag nasqgens foram realizadas nas primeiras 24
100—-Umidade Final

horas a cada 6 horas, e posteriormente a cada 12 horas. Cada curva foi finalizada quando pelo
menos 40% das sementes de cada repeticdo apresentavam raiz primaria de trés milimetros. A
umidade inicial foi determinada de acordo com Brasil (2009), através de duas repeticdes de 29,
antes da simulacéo de hipoxia.

Para a quantificacdo dos componentes bioquimicos durante as trés fases de germinacéo
foram selecionadas sementes que estavam em diferentes pontos de umidade na curva de
embebicdo. Para a area 1 foram a 8,9 % (umidade inicial), 21% (fase 1), 30% (fase 1) e 45%
(fase 111) de umidade; na area 2 os pontos de umidade foram: 9,2% (umidade inicial), 21% (fase

1), 40% (fase I1) e 55% (fase Il1), ou seja, quatro pontos da curva de embebicao.

2.4 Analises fisicas (Determinacao da massa seca e umidade)

Foram determinados, segundo Brasil (2009), a massa seca (duas repeticbes de 50
sementes) e o teor de agua das sementes (duas repeti¢ces de 0,59 cada). Para a pesagem das
amostras utilizou-se balanca eletrénica com precisdo de 0,001g e na secagem, estufa a 60 °C
por 24h na determinacdo da massa seca e estufa a 105 °C por 24 h para obter o teor inicial de
agua das sementes. Apds o periodo de secagem, os recipientes foram acondicionados em

dessecador contendo silica gel por 10 minutos, até atingir temperatura ambiente.
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2.5 Analises fisiologicas (germinacao e vigor)

As sementes foram colocadas para germinar em caixas plasticas (11,0 x 11,0 x 3,5 cm)
sobre substrato papel mata borrdo, umedecido em 2,5 vezes 0 seu peso. A germinacdo foi
realizada em camara de crescimento tipo B.O.D (demanda bioquimica do oxigénio) contendo
quatro lampadas de 25 W, temperatura alternada (20/30 °C) e fotoperiodo de 12 horas
(SANTOS e AGUIAR, 1999). Foi considerado para somatorio da porcentagem final de
germinacdo somente sementes que geraram plantulas normais (BRASIL, 2009). Para
confirmacéo da normalidade das plantulas, as mesmas foram transplantadas para sacos plasticos
com substrato a base de casca de pinus, turfa e vermiculita e mantidas por 60 dias em estufa.
Apenas plantulas que ndo formaram radicula ou cotilédones foram classificadas como anormais
(danos ndo apresentados).

As sementes que ndo geraram plantulas normais foram classificadas como plantulas
anormais, sementes ndo germinadas, sementes vazias e sementes mortas. Para verificar a
viabilidade das sementes ndo germinadas, estas foram seccionadas longitudinalmente e imersas
em solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto tetrazélio a 0,1% por duas horas a 30 °C, de acordo com a
metodologia sugerida por Cosmo et al. (2010). Foram consideradas viaveis as sementes que
apresentaram coloracéo rosada no eixo hipocétilo-radicula e nos cotilédones.

O acompanhamento da germinacéo foi feito diariamente para se determinar o vigor, o
qual foi realizado pela Primeira Contagem - PC (cinco dias apés o final de cada tratamento) e
pelo Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG). Este teste foi avaliado ap6s as sementes
emitiram o primeiro par de cotilédones. O célculo para o vigor foi realizado segundo a formula
matematica proposta por Maguire (1962). Todas as analises fisioldgicos finalizaram aos 21 dias

apos o periodo de submerséo.

2.6 Analises bioquimicas

Foram determinados, em cada um dos pontos selecionados das curvas, proteinas

soluveis totais, agUcares soluveis totais, amido e lipidios.

2.7 Extracdo e determinacéao de proteinas solUveis totais

Para a extracdo, previamente as sementes de cada um dos pontos selecionados das

curvas de embebicdo dos seis tratamentos foram moidas na presenca de nitrogénio liquido. Em
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seqguida, foi colocado 1 g desse material em cadinho e adicionados 3 mL de tampé&o fosfato 100
mM (pH 7,5), PVPP a 4% (p/v) e maceradas até formar um “creme” de coloragdo marrom.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 3600 rpm em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi retirado e reservado em freezer a -80 °C. Para a quantificacao, foi
retirado 10 pL de cada amostra e diluidas em 390 uL de &gua destilada. As proteinas sollveis
totais foram determinadas em espectrofotometro UV/VIS Spectro800S, de acordo com o
método descrito por Bradford (1976) e os resultados expressos em mg.g™ de massa seca de

semente. Foram utilizadas duas repeticdes por ponto das curvas.

2.8 Extracdo e determinacao de agucares solUveis totais

Foram utilizadas duas repeticbes por ponto das curvas de embebicdo para cada
tratamento. Foram moidas 0,25 g de sementes por replica, previamente secas em estufa a 60 °C
por 48 h. Em seguida, as amostras foram colocadas em tubo tipo falcon e adicionado 25 mL de
etanol 80% (v/v), as quais permaneceram durante 30 minutos em banho maria a 60 °C e
posteriormente foram centrifugadas por sete minutos a 3000 g. O mesmo procedimento foi
repetido, no entanto com adicdo de 30 mL de etanol 80% (v/v). Os sobrenadantes foram
reservados e armazenados a 10 °C. Os agUcares solUveis totais foram determinados pelo método
da Antrona, Clegg (1956). Para isso, retirou-se 20 uLL da amostra extraida, a qual foi diluida em
980 uL de &gua destilada e adicionados 2 mL da solugcdo antrona em tubos de ensaio. Depois,
as amostras foram homogeneizadas em vortex por dois segundos e colocadas em banho maria
a 96 °C por trés minutos. As leituras das amostras (previamente resfriadas por cinco minutos
em gelo) foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS Spectro800S no comprimento de
onda de 620 nm. Os resultados foram expressos em mg.g* de semente de massa seca de

semente.

2.9 Extracédo e determinagdo de amido

Com o residuo das amostras que foram utilizadas para a determinacdo dos agucares
solUveis totais, foi feita a quantificacdo do amido de acordo com a metodologia desenvolvida
por McCready et al. (1950). O residuo foi ressuspenso em 2,5 mL de agua destilada e 3,2 mL
de &cido perclorico 52% (v/v) sob agitagdo por dois minutos em turbilhador. Em seguida, as

amostras ficaram em repouso por 30 minutos e posteriomente foram centrifugadas a 2000 rpm
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por dez minutos a temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido trés vezes. Os
sobrenadantes foram coletados e o volume final completado até 25 mL com agua destilada. Os
sobrenadantes foram diluidos 25 vezes. Para a quantificacdo do amido, foi utilizado o0 mesmo
método de quantificacio de aglicares sollveis totais. Os resultados foram expressos em mg.g*

de semente de massa seca de semente.

2.10 Extracao e determinacao de lipidios totais

Para a quantificacdo, foi utilizado o método de Soxhlet (1879). Inicialmente as sementes
foram moidas e secas a 60 °C por 48 horas. Foi utilizado aproximadamente 1,25 g por amostra

com duas repeticdes. O tempo de extracdo foi de 8 horas e como solvente foi utilizado éter de

BC-BV

n X 100. Em

petroleo. A quantificacdo foi expressa por meio da seguinte equacdo: L =

que: L: porcentagem de lipidios totais; BC: baldo com a amostra extraida; BV: baldo vazio;
MA: massa da amostra moida e seca. Os resultados foram expressos em mg.g™* de semente de
massa seca de semente.

As analises bioguimicas foram realizadas apenas para as sementes coletadas na area 1.

2.11 Anélise estatistica

Os dados inicialmente foram submetidos a analise de normalidade pelo Teste de Shapiro
Wilk. Em seguida foi realizada a analise fatorial (seis tratamentos x duas areas — 6 X 2) e 0s
valores gerados foram avaliados pelo Teste F e as médias pelo Teste de Scott-Knott (1974),
ambos a um nivel de significancia a = 0,05. A analise de regressao foi utilizada para ajustar as
curvas e também foram analisadas a um nivel de propabilidade de 95% de confianca e em
ambos os casos foi utilizado o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes recem coletadas da area 1 apresentaram umidade inicial de 8,9% e
germinacdo de 85%. As provenientes da area 2 tiveram 9,2% de umidade inicial e 84% de
germinagdo. Em ambos os locais de coleta a massa seca foi de 0,085g/50 sementes.

Para as duas areas de coleta, todos os tratamentos seguiram o padrdo trifasico de
germinacgdo. Considerando apenas as sementes coletadas na area 1, no inicio da fase | da

germinacéo, elas apresentaram 8,9% no teor de dgua. No comeco da fase Il, as sementes
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alcangaram em torno de 30% umidade, em aproximadamente 30 horas. Nesta fase houve uma
baixa absor¢do de agua e foi proporcionalmente mais prolongada para os tratamentos que
ficaram por um maior periodo expostos a restricdo de oxigénio. Nos T2 e T3, a fase Il iniciou
em aproximadamente 60 horas ap0s a retirada das sementes do alagamento controlado (emisséo
daradicula). O T4 iniciou a ultima fase em 40 horas depois do estresse e 0 T5 em 12 horas p6s-
alagamento. Para o T6, a fase Ill iniciou 100 horas apds a retirada das sementes da agua. A
testemunha entrou nesta fase da germinacéo, proximo de 70 horas ap0s o inicio da embebicéo.
As sementes iniciaram a ultima fase da germinacdo com um teor de agua proximo de 35%
(Figura 6).

As sementes coletadas na area 2 comegaram 0 processo germinativo com 9,2% de
umidade e iniciaram a fase seguinte apresentando em torno de 40%, a qual foi atingida em
aproximadamente 24 horas em todos os tratamentos. Assim como o lote da area 1, a fase Il foi
mais demorada a medida que o tempo de exposi¢do ao alagamento aumentava; no entanto para
0 T6, houve um aumento constante no teor de 4gua nessa fase. Parao T2, T3 e T4, a ltima fase
da germinacao iniciou por volta de 100 horas ap0s a retirada das sementes do estresse; 0 T5 e
T6 iniciaram a fase Il 60 horas pos-estresse e a testemunha 100 horas ap06s o inicio da
germinacdo. No comeco da fase |11 as sementes de todos os tratamentos apresentaram umidade
préxima de 45% (Figura 6).
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Figura 6 - Curvas de embebicdo durante a germinacéo de sementes de Gymnanthes klotzschiana
coletadas da area 1 (Lages — SC) e na area 2 (Capéo Alto - SC), quando submetidas
a diferentes periodos de alagamento
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017
Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

Esses resultados demostram que as sementes coletadas na area 1 (ambiente sujeito ao
alagamento periodico), germinam mais rapidamente e a0 mesmo tempo necessitam um menor
teor de &gua para iniciar e finalizar o processo germinativo, independente dos tratamentos
avaliados. Isso provavelmente € uma adaptagédo desenvolvida pela espécie contra o alagamento,

pois quanto mais rapida for a germinacgéo e formacao de uma plantula, maiores serdo as chances



61

em suportar a turbuléncia das aguas, bem como a restricdo de oxigénio. As sementes nessa
condi¢do de estresse, tendem a aumentar a atividade de algumas enzimas relacionadas a
respiracdo anaerdbia, como a alcool desidrogenase e a piruvato descarboxilase (MAGNESCHI
e PERATA, 2009). A reprogramacao metabdlica e molecular se torna fundamental para gerar
energia necessaria para uma rapida germinacao e alongamento das plantas em condicdes de
hipoxia/anoxia (NARSAI e WHELAN, 2013).

Com relagéo as etapas da germinacao, a fase | € um processo fisico, e independe da
viabilidade das sementes (MARCOS FILHO, 2015). Nessa etapa, a entrada de agua nas
sementes foi rapida em todos os tratamentos nos dois lotes avaliados, possivelmente devido a
grande diferenca de potencial hidrico entre a semente e o0 substrato. Essa acelerada entrada de
agua ndo prejudicou a germinacdo das sementes coletadas na area 1, bem como nas sementes
coletadas na area 2, visto que apresentaram germinacdo similar nos tratamentos testemunha
(Tabela 5).

Isso pode evidenciar uma capacidade positiva das sementes de G. klotzschiana em
reorganizar suas estruturas de membranas de forma eficiente. De acordo com Bewley et al.
(2013) sementes que suportam baixos teores de agua ao final do processo de maturacao
(ortodoxas) como o branquilho, apresentam acucares redutores e oligossacarideos que
interagem com as proteinas e com os grupos funcionais hidrofilicos nas membranas, mantendo
a compartimentalizacdo e funcionalidade celular. Apds a hidratacdo ou inicio da embebicéo,
ocorre a transicdo imediata da fase gel para a conformacao liquido-cristalino dos fosfolipidios
da membrana, e esses aclcares voltam para o citoplasma e hd menor perda de solutos. A
manutencdo da integridade celular, estd a associada com a capacidade das sementes em se
reorganizar de maneira mais eficiente e assim preservar sua qualidade fisiol6gica
(WEITBRECHT etal., 2011; VILLA-HERNANDEZ et al., 2013).

O maior teor de 4gua nas sementes coletadas na area 2 ao final da fase | e até o término
da germinacdo, pode ser explicado pela menor restricdo a entrada de agua pelo tegumento da
semente e/ou pela mudanca na sua composi¢do quimica, que € alterada por fatores genéticos e
ambientais (GALLARDO et al., 2008). Durante a maturacdo, o ambiente exerce influéncia
direta no tipo de reservas que serdo formadas e acumuladas nos tecidos de armazenamento
(COPELAND e MCDONALD, 2001). Como as sementes foram coletadas em locais com
caracteristicas ambientais distintas, especialmente quanto a presenca de alagamentos
periodicos, é possivel que houve mudangas na composi¢do bioquimica do endosperma nas
sementes de branquilho. Bradford (1994) salienta que o conteudo de proteinas nas sementes

pode ser alterado pela disponibilidade de agua no solo.
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A estabilidade na absorgdo de agua na fase Il é comum nas espécies que apresentam
geminacao com trés fases bem definidas (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012). Foi observado
que as sementes que ficaram por um maior periodo sob restri¢cao na disponibilidade de oxigénio
estenderam essa fase proporcionalmente. O comportamento distinto para o T6 das sementes
oriundas da area 2, que teve absor¢do continua de agua (especialmente a partir do décimo dia
de imersdo em &gua), pode estar atrelado ao efeito do estresse e de seu vigor. Esse foi 0
tratamento com a maior porcentagem de sementes mortas e que obteve a menor germinagdo
(Tabela 5). Neste caso, a morte de algumas sementes poderia ter iniciado pela peroxidacao
lipidica causada por radicais livres (SEVCIKOVA et al., 2011; PALERMO et al., 2015), o que
possivelmente ocasionou a perda de turgéncia das células pela morte induzida. As membranas
bioldgicas sdo barreira semipermeaveis e a manutencdo de suas funcGes depende de sua
integridade (KRAFFE et al., 2007, PERNET et al., 2007).

O inicio da protrusdo radicular (Fase I11) é um processo basicamente fisico (BEWLEY
et al. 2013) e a entrada de agua € essencial para haver a expansdo celular. Posteriormente a
maior absorcao de agua se justifica pela necessidade do transporte de compostos previamente
hidrolisados até o eixo embrionario, 0s quais sdo necessarios na formacéo de uma nova plantula.

Os tratamentos testemunhas tiveram comportamentos distintos com relagéo a fase IlI,
visto que as sementes da area 1 iniciaram essa fase 30 horas antes. Isso é um indicio da maior
qualidade das sementes desse lote. De uma maneira geral, considerando todos os tratamentos,
as sementes coletadas da area 1 chegaram a fase Il antes das sementes oriundas da area 2. O
vigor das sementes envolve a biossintese de energia e de compostos metabdlicos, associados a
atividade celular e integridade de membranas (AOSA, 2003) que sdo fundamentais na
tolerancia aos estresses ambientais durante a germinagdo (XIAOLIN et al., 2017).

A germinacao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos na mesma area
e entre as areas. Para a area 1, apenas o tratamento T6 foi inferior aos demais (45%), sendo que
0 T2 obteve o maior indice (90%). Para a area 2, os tratamentos T1 e T2 foram superiores, com
84% e 81% de germinacéo, respectivamente; o T3, T4 e o T5 foram estatisticamente iguais e
superiores ao T6, que obteve 31% de germinagdo. Considerando o mesmo tratamento entre as
areas, apenas a testemunha e o T2 ndo diferiram estatisticamente (Tabela 5).

Os tratamentos avaliados nas duas areas de coleta também apresentaram resultados
distintos quanto ao vigor das sementes. A PC (primeira contagem) de germinagdo para as
sementes da area 1 foi significativamente maior para os tratamentos T1 (80%), T2 (86%), T3
(80%) e T4 (75%) de estresse por hipoxia; o T5 se diferenciou destes (66%) e foi maior que o

T6 (5%). Para as sementes da area 2, apenas o tratamento com 20 dias de alagamento controlado
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(T6) foi distinto aos demais, sendo que ndo houve germinacdo até o quinto dia pds-estresse.
Quando foi comparado a PC nos mesmos tratamentos com relacdo as areas, todos 0s
tratamentos da area 1 foram superiores ao da area 2. Entre 0 T1 e T5 houve uma diferenca
média na PC de 67% e no T6 de 5% (Tabela 5).

O IVG das sementes oriundas da area 1 demostrou o menor valor para o T6 (0,77). Na
area 2, esse teste apresentou valores superiores parao T1 (1,61) e 0 T2 (1,62), e 0 menor indice
encontrado foi para o T6 (0,58). Quando foi comparado o IVG entre 0s mesmos tratamentos
em relacdo as areas, observou-se que apenas o T6 demostrou valores que ndo diferiram
estatisticamente (Tabela 5). Esses resultados sugerem, especialmente quanto a germinacéo e a
primeira contagem que as sementes coletadas da area 1 sdo mais tolerantes ao alagamento por
serem adaptadas a essa condi¢cdo. No entanto, as sementes da area 2 possuem também uma certa

tolerancia, especialmente quanto aos resultados de germinacao.

Tabela 5 - Germinacdo, primeira contagem e IVG em sementes de Gymnanthes klotzschiana
coletadas em duas areas

Germinacao PC IVG
Tratamentos

area 1 area 2 area 1 area 2 area 1 area 2
Qpm-mmmmmmmmmmmmmmmmmememeeee e adimensional-----
T1 85aA 84aA 80aA 12aB 2,26aA 1,61aB
T2 90aA 81aA 86aA 19aB 2,783A 1,62aB
T3 84aA 66bB 80aA 7aB 2,71aA 1,19bB
T4 78aA 63bB 75aA 5aB 2,68aA 1,14bB
T5 70aA 63bA 66bA 10aB 2,68aA 1,32bB
T6 45bA 31cB 5cA ObA 0,77bA 0,58cA

CV (%) 13,5 21,7 13,7

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

* Letras minGsculas comparam na mesma coluna e letras mailsculas na mesma linha; médias seguidas de letras
distintas diferem significativamente pelo Teste de Scott-Knott (0=0,05). PC: primeira contagem; IVG: indice de
velocidade de germinacdo. Area 1: local sujeito ao alagamento; Area 2: local ndo sujeito ao alagamento;
Tratamentos com o ndmero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

Quando nédo houve o efeito do estresse, a germinacao foi similar nas duas areas, contudo
mais lenta para as sementes da area 2. Os maiores valores de germinacdo, PC e IVG para 0s
tratamentos T2, T3, T4 e T5 (area 1), apontaram que as sementes toleram ao alagamento por
até 240 horas sem qualquer dano significativo ao seu metabolismo, fato ndo evidenciado para
as sementes da area 2, que perderam o poder germinativo e o vigor a medida que o alagamento

foi mais intenso. Sementes com maior vigor possuem maior resisténcia a estresses ambientais,
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fato que ocorreu nas sementes coletadas na &rea 1, pois em uma provavel condicao de restricdo
de oxigénio futura, essas sementes necessitam germinar rapidamente apds serem dispersas. A
maior tolerancia ao alagamento ou a falta de oxigénio na germinacdo é regulado geneticamente
(ISMAIL e MACKILL, 2013; COLMER et al., 2013). Sabe-que os genes pdcl, pdc2, adhl e
aldhl sdo importantes nessa condi¢cdo de submersdo completa das sementes (KLOK et al.,
2002), que incluem a capacidade de iniciar e manter o catabolismo de carboidratos necessario
para a respiracdo anaerObia e assim sustentar o fornecimento e manutencdo de energia
(BAILEY-SERRES et al., 2012; COLMER et al., 2013; KIRK et al.,2013).

Ao analisar o T2 de ambas as &reas, observou-se que o periodo da aplicacdo do estresse
nas sementes ocorreu principalmente durante fase | da germinagéo e por consequéncia o efeito
desse fator adverso foi baixo ou nulo, visto que esta fase tem a funcéo principal de apenas
reativar 0 metabolismo da semente (BEWLEY et al, 2013). Os tratamentos T3, T4 e T5
avaliados com as sementes da area 1, também tiveram um baixo efeito da hipoxia, pois essas
sementes ficaram sob restricdo de oxigénio durante a fase Il, etapa da germinagdo em que o
metabolismo das sementes € baixo, se restringindo basicamente a hidrolise das reservas e
combate a radicais livres (WANG et al., 2015). Deste modo, 0 tempo em que as sementes desses
tratamentos ficaram sob hipoxia, possivelmente, ndo foi suficiente para causar danos nas
membranas celulares e organelas e desta forma a atividade metabdlica se manteve normalizada.
No entanto, esses danos podem ter ocorrido nas sementes desses mesmos tratamentos oriundas
da area 2 e principalmente nos tratamentos T6 das duas areas, onde houve os menores indices
de germinacéo e vigor.

A manutencdo da integridade celular durante todo o periodo de estresse em que as
sementes da area 1 foram expostas, possivelmente esta relacionada ao momento em que esse
efeito adverso estava presente durante a germinacéo e a capacidade das sementes em combater
essa condicdo adversa. Como a Fase Il é uma etapa preparatéria da germinacdo (BEWLEY et
al. 2013), a falta de oxigénio apenas atrasou esse processo. A manutencdo da qualidade das
sementes durante esse periodo, provavelmente, esta ligada a sintese de compostos
antioxidantes. O O,", OH° e O,! sdo exemplos de radicas livres que causam os maiores danos
oxidativos das estruturas a nivel celular (MITTLER, 2011; LOPEZ et al., 2011; SHARMA et
al., 2012). Enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT sdo importantes na neutralizacdo desses
compostos deletérios (IANNONE et al, 2012; LUO et al., 2013) e provavelmente agiram para
manter a qualidade fisioldgica das sementes.

Barddal (2006) também simulou a estresse pelo alagamento em sementes de Sebastiania

commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & Downs e obteve 93% de germinacdo para o tratamento
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controle e 91 e 87% de germinacdo para as sementes que ficaram por trés e sete dias em
submersdo, respectivamente; quando o estresse pelo alagamento foi de 14 e 28 dias, a
germinacdo foi de 79% e 59%, respectivamente. Nota-se que os resultados de germinacgéo
obtidos por esse autor foram similares aos encontrados nesse trabalho.

A tabela 6 demonstra a percentagem de outras categorias de sementes de G. klotzschiana
que ndo geraram plantulas normais e a viabilidade das sementes daquelas que ndo germinaram.
A formacao de plantulas anormais foi baixa, a qual variou de 0 a 9% para as duas areas, sendo
0 maximo registrado para 0 T5 — area 1 e 0 T3 — area 2, sugerindo um baixo efeito do
alagamento nessa variavel. O nimero de sementes mortas (SM) tiveram destaque para 0s
tratamentos em que as sementes ficaram por até vinte dias sob estresse (T6). Nesse tratamento
0 numero de sementes ndo germinadas representou 24% e as SM 22% para a area 1. Na area 2,
0 T6 apresentou 22% de SNG e 37% de SM. A quantidade de sementes vazias foi similar em
todos os tratamentos em ambas as area, sendo que o valor méximo foi de 13%.

Para as sementes ndo germinadas foi realizado o teste de tetrazolio para verificar a
viabilidade destas. Novamente o destaque fica para o T6 de ambas as areas, 0s quais para todas
as sementes que nao germinaram (22% e 37%, respectivamente), nenhuma estava viavel
(Tabela 6). Para o restante dos tratamentos, a viabilidade ficou entre 0 e 4% do total da
germinacdo, desta forma o nimero de sementes dormentes apresentou pouca influéncia na
distingdo dos tratamentos e dos lotes.

Tabela 6 - Porcentagem de plantulas anormais (PA), sementes mortas (SM), sementes vazias
(SV), sementes ndo germinadas (SNG), e sementes viaveis (SVIA) de Gymnanthes
klotzschiana colhidas em duas areas e submetidas a seis periodos de alagamento

Tratamentos PA SM SV SNG SVIA
areal area2 areal area2 areal area?2 areal area?2 areal area?2

.................... - --00--—--- .

T1 0 0 1 2 5 4 9 10 1 4

T2 4 1 0 4 5 8 1 6 0 1

T3 2 9 3 3 6 5 5 17 2 2

T4 0 7 2 11 13 6 7 13 1 0

T5 9 5 1 18 8 7 12 7 2 0

T6 0 3 22 37 9 7 24 22 0 0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

*Valores em percentagem; Area 1: local sujeito ao alagamento; Area 2: local ndo sujeito ao alagamento;
Tratamentos com o numero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.
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De forma geral em ambas as reas avaliadas, 0 niUmero de sementes ndo germinadas e
de sementes mortas aumentaram a medida que o estresse foi mais acentuado, especialmente
para 0 T6. As sementes nessa condicdo de restricdo de oxigénio podem limitar divisbes e
alongamento celular pela escassez de energia (TAKAHASHI et al., 2011), assim como sofrer
danos pela presenca de EROs (ANDRADE et al., 2010) e/ou acumulo de substancias toxicas,
como a presenca de acetaldeido (ZHANG et al., 1994; RAHMAN et al., 2001).

Quando ha algum estresse ambiental, as sementes eventualmente entram em dorméncia
(FINCH-SAVAGE e LEUBNER-METZGER, 2006), pelo menos até que as condi¢cdes do meio
se tornem favoraveis (HUANG et al., 2010). No entanto, para as sementes desta espécie, 0
estresse pela falta de oxigénio, especialmente para um periodo superior a dez dias, representou
a perda de viabilidade para a maioria das sementes que ndo germinaram.

O estresse por hipoxia influencia a germinacdo das sementes (FERREIRA et al., 2009;
GONCALVES et al., 2012) e dependendo da intensidade da inundacgdo os propagulos podem
perder a sua viabilidade (CRAWFORD e BRANDLE, 1996; MEDINA et al., 2009) e/ou o
desenvolvimento de plantulas pode ser comprometido (PISICCHIO et al., 2010).

Espécies adaptadas a ambientes periodicamente inundados, como a G. klotzschiana
desenvolvem estratégias que as permitam se estabelecer e sobreviver em baixas concentraces
de oxigénio (JACKSON e RAM, 2003). As sementes dessas espécies necessitam aproveitar 0s
curtos e imprevisiveis periodos em que o nivel de agua recua para a germinacdo ou
desenvolvimento da planta se concretizar (MARQUES e JOLY, 2000). Isso foi comprovado,
especialmente para as sementes coletadas na area sujeita ao alagamento recorrente, quando o
vigor da sementes foi maior.

No alagamento, existem espécies que paralisam o seu crescimento, reduzindo o
consumo de energia, sendo este retomado ao final do periodo de estresse (PAROLIN, 2009;
FERREIRA et al., 2009; MEDRI et al., 2012). Isso foi observado durante a fase Il de
geminacdo, pois quando as sementes estavam submersas, elas ndo absorveram agua de forma
expressiva. Em até 100 horas pds-estresse as sementes de todos os tratamentos voltaram a
embeber normalmente e o metabolismo de germinacdo foi reativado (Figura 6).

Com relagdo a disponibilidade de proteinas soluveis totais nas sementes, todos 0s
tratamentos apresentaram 0 mesmo comportamento durante 0 processo germinativo.
Independente da presenca ou auséncia do efeito do alagamento, houve um aumento no teor de
proteinas logo apos o inicio do processo de embebicdo, o qual se intensificou apos as sementes
alcangarem 21% no teor de &gua (final da fase 1). O maior teor alcangado foi no T3 com 27

mg.g* (Figura 7).
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Figura 7 - Disponibilidade de proteinas solUveis totais durante a germinacdo de sementes
Gymnanthes klotzschiana, submetidas a diferentes periodos de alagamento
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O aumento de proteinas solUveis no decorrer da germinacdo é compreensivel, visto que

a sintese de novas proteinas ocorre devido a presenca do mRNA pré-existente, o qual foi

acumulado no final do processo de maturagdo (BEWLEY et al., 2013). Entretanto, as proteinas

sdo hidrolisadas (especialmente as duas primeiras fases da germinagdo) por proteases,

diponibilizando aminoacidos e peptideos necessarios a germinacdo (CARVALHO E
NAKAGAWA, 2012).

Enzimas hidroliticas sdo produzidas (notadamente durante a fase 1l) para possibilitar a

mobilizacdo das reservas até o embrido (DANTAS et al., 2000), as quais fornecem energia e
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esqueletos carbonicos para a formagdo de uma nova pléantula. Lima et al. (2008) comentaram
que 0 acumulo de proteinas durante a germinacdo é essencial para fornecimento de nitrogénio
e formacao de novas proteinas, que por sua vez irdo participar na formacgéo de novos tecidos.
No final do processo de germinacdo, o maior acumulo de proteinas sollveis totais para 0s
tratamentos sob estresse, podem também estar relacionadas a sintese de enzimas antioxidantes.

Os tratamentos apresentaram comportamento similar quanto a presenca de agUcares
solGveis totais no decorrer da germinacdo. Nos tratamentos um e dois ocorreu um aumento de
acucares até as sementes atingirem em torno de 30% de umidade (fase 1I), no entanto houve
uma estabilizacdo na disponibilidade de carboidratos no T3, T4, T5 e T6 durante a transi¢do
entre as fases | e Il da germinagdo. Quando as sementes entraram na fase Ill, em todos os
tratamentos houve diminuicdo desse composto. Esta reducdo foi gradativa, ou seja, a medida
que o estresse pelo alagamento se intensificava, ocorria uma maior reducéo na disponibilidade
de agUcares sollveis totais, 0s quais dimunuiram em até 50% ao final da germinag&o, quando

comparado ao T1 (Figura 8).
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Figura 8 - Disponibildade de acuUcares soluveis totais durante a germinacdo de sementes
Gymnanthes klotzschiana, submetidas a diferentes periodos de alagamento
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017
Tratamentos com o numero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

Esse aumento inicial de acgUcares sollveis totais provavelmente ndo foi devido a
hidrélise do amido (Figura 9), nem a de lipidios (Figura 10). O incremento desse composto
poderia ser explicado pela possivel quebra de polissacarideos de reserva de parede celular
(PRPC), os quais podem ser o0s principais carboidratos de reserva em uma semente, devido
principalmente ao seu valor energético (TOZZI, 2010; BEWLEY et a., 2013). Desta forma,
provavelmente a utilizag@o de aclcares soltveis foi menor que o0 acimulo desse composto.

De acordo com Buckeridge e Dietrich (1996), durante o processo de embebicdo pelas

sementes 0s PRPC exercem uma funcdo importante, sendo que as reservas de rafinose séo
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degradadas em sacarose. A rafinose e a sacarose podem estar presente em toda a semente,
provavelmente se apresentado como reservas locais, por serem pouco moveis (Reid, 1971).
Esses compostos sdo reservas de carbono e energia e importantes para processos de
reorganizacdo celular dos tecidos antes do inicio da mobilizacdo de outras reservas
(BUCKERIDGE et al., 2000).

A utilizacdo de polissacarideos de parede celular € mais conveniente para o metabolismo
das sementes durante a germinacao, ja que ndo apresentam radicas livres em suas moléculas
(BUCKERIDGE et al., 2000). Outra vantagem da presenca desse componente de reserva, seria
sua baixa atividade osmdtica, uma vez que sdo pouco sollveis em agua e altamente
compactados na parece celular (BUCKERIDGE et al., 2000). Assim, nessa condi¢do de
alagamento ndo iriam contribuir na diminuicdo do potencial hidrico interno das sementes e
assim poderiam ajudar na preservacdo da integridade de membranas.

Outra hip6tese que poderia explicar o aumento de agucares seria a gliconeogénese. Miro
e Ismail (2013) sugeriram uma via alternativa para converter do acetaldeido em acetil-CoA sob
hipoxia, com o envolvimento das enzimas mALDH (Aldeido Desidrogenase) e acetil-CoA
sintase (ACS). O acetil-CoA ¢ sintetizado nos glioxissomos e entra no ciclo do glioxilato, o
qual fornece os intermediarios necessarios a sintese de glicose/sacarose como fumarato, malato
e oxaloacetato a partir do succinato (LU et al., 2005).

A estabilizacdo no consumo de aglcares para 0s tratamentos mais severos quanto a
disponibilidade de oxigénio é compreensivel, visto que nessa condicdo de estresse € a0 mesmo
tempo as sementes estando na fase Il da germinacdo, elas diminuiram seu metabolismo
germinativo. Apds a retirada das sementes do alagamento simulado, houve a retomada da
germinacdo, sendo que o decréscimo na quantidade de aguUcares pode estar relacionado a
necessidade de maior producdo de energia e esqueletos carbbnicos para a germinacdo ser
finalizada (PRITCHARD et al., 2002). Magneschi e Perata (2009) salientam que a continuacéo
do metabolismo dos carboidratos é essencial para a germinacdo e para o estabelecimento de
plantulas sob submersdo. As sementes com grandes reservas de carboidratos possuem vantagem
adaptativa quando o oxigénio é limitante (ELLA et al., 2011).

Nos tratamentos sob estresse a partir de trés dias, esse progressivo consumo pode ser
explicado tanto pela necessidade de energia, formacédo de outros compostos e proteinas (Figura
7), como pela maior sintese de lipidios (Figura 10), sugerindo a influéncia da hipoxia no
acumulo de triglicerideos, visando o estabelecimento da planta no ambiente.

Apenas 0 T1 demonstrou comportamento diferenciado com relagdo a mobiliza¢do do

amido, que cresceu linearmente ao longo da germinagéo, iniciado com 0,2 mg.g e ao final se
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obteve um valor proximo de 0,5 mg.gt. Nos demais tratamentos, houve uma tendéncia ao
aumento da quantidade de amido até atingirem a fase Il da germinag&o, sendo que a partir do
T3 esse valor ultrapassou 1 mg.g™. (Figura 9). Posteriormente ao estresse, 0 amido declinou e
como aconteceu com 0s agucares, os tratamentos que foram submetidos ao estresse mais intenso

demostraram os menores valores para esse polissacarideo de reserva.

Figura 9 - Mobilizacdo de amido durante a germinagéo de sementes Gymnanthes klotzschiana,
submetidas a diferentes periodos de alagamento
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017
Tratamentos com o numero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

O aumento continuo do amido no tratamento testemunha, sugere que esta espécie apenas
utiliza essa reserva com mais intensidade, quando o alagamento esta presente em seu habitat,

possivelmente conservando-o para uma possivel situacdo hipdxica futura. Contudo, isso néo
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significa que a sementes ndo estejam utilizando essa reserva, porque a sintese pode ser maior
que o consumo. Quando as sementes foram expostas a um maior tempo de restricdo na
disponibilidade de oxigénio durante as duas primeiras fases da germinacdo maior foi a sintese
e Seu consumo apos a retirada das sementes do efeito da hipoxia (fase I11). Isso demonstra que
0 estresse por hipoxia influéncia tanto no acimulo desse composto (fase I e 1), quanto na
utilizacdo dessa reserva. O consumo provavelmente esta relacionado as mesma razées
anteriormente elencadas para a utilizacdo dos agucares solUveis totais.

Quando ha disponibilidade de agucares (Figura 8), a glucose pode ser polimerizada em
amido (HELDT, 2005), bem como a sacarose pode ser fonte inicial para a producdo desse
polissacarideo (BEWLEY et al., 2013). Miro e Ismail (2013) relataram que o metabolismo de
carboidratos é fortemente inibido quando o oxigénio é limitante, especialmente as etapas
envolvidas na degradacdo do amido em agucares simples para uso na glicolise, principalmente
porgue a maioria das enzimas envolvidas sdo menos ativas sob baixo oxigénio. Quando o efeito
da hipoxia foi retirado, houve um consumo crescente do amido, provavelmente porque o ciclo
do &cido citrico ficou mais ativo, ja que esse ciclo é inibido pela falta de oxigénio, o qual atua
como um aceitador terminal de elétrons na ultima fase da respiragdo aerobia (MIRO e ISMAIL,
2013).

Em sementes de arroz sob hipoxia, as reservas de amido podem manter o metabolismo
ativo nas sementes, uma vez que a enzima a-amilase quebra o amido, o qual fornece grande
quantidade de substrato para a rota fermentativa (PERATA et al., 1992), o que provavelmente
n&o ocorreu nas sementes de branquilho. Segundo Borek et al. (2006), a presenca de altos teores
de acUcares soluveis em tecidos embrionarios influenciou a degradacdo do amido em Lupinus
luteus L. durante a germinacdo. No entanto, em sementes de Apuleia leiocarpa (Vogel)
J.F.Macbr. os teores de amido nos embrifes ndo diferiram durante o periodo de embebicao
(PONTES et al., 2002).

Nas variedades de arroz tolerantes ao alagamento, o catabolismo do amido é essencial
para disponibilizar agUcares sollveis para a glicolise e assim a germinacéo ser finalizada com
sucesso (LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007; ISMAIL et al., 2009). De acordo com
Miro e Ismail (2013) duas enzimas s&o fundamentais nesse processo, as a-amilases para a
quebra do amido e a sacarose sintase no inicio da glicélise, pois para a sintese da glicose-1-P,
a reacdo utiliza o PP; (pirofosfato) em vez de ATP. Entretanto, os resultados sugerem que o
amido ndo é a principal fonte de carboidratos sultveis no inicio da germinagéo do branquilho,
sendo que essa espécie utiliza outra fontes para geracédo de energia até a fase 11, provavelmente

PRPC e os lipidios (exclusivo da fase Il).
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Em relacdo a presenca de lipidios durante a germinagdo, esse componente de reserva se
comportou de maneira diferenciada para os distintos periodos de alagamento avaliados. No
entanto, até as sementes atingirem 21% no teor de agua, os valores foram similares nos
tratamentos testados, aumentado em até 30 mg.g* aproximadamente. Nos tratamentos T1 e T2,
os lipidios, até atingirem fase 11, tiveram um leve aumento e nos demais tratamentos diminuiram
esse componente. A ultima fase da germinacdo apresentou um decréscimo na quantidade de
lipidios parao T1e o T2. Entretanto, nos demais tratamentos houve aumento no teor de lipidios
durante a fase final de germinacdo, o qual foi maior a medida que o estresse se intensificava. O
T6 apresentou em torno de 470 mg.g™* de lipidios ao final do processo germinativo, sendo o

maior valor quantificado (Figura 10).

Figura 10 - Disponibilidade de lipidios totais durante a germinacdo de sementes Gymnanthes
klotzschiana, submetidas a diferentes periodos de alagamento
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017
Tratamentos com o ndmero de dias sob alagamento controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3:
trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.



74

O aumento inicial na quantidade de lipidios ndo dependeu do estresse, visto que em
todos os tratamentos até as sementes atingirem 21% (final da fase 1), esse componente teve um
incremento similar. Esse comportamento pode ter sido causado pela mesma razdo que
aumentou o teor de amido, ou seja, pela grande disponibilidade de acucares solUveis livres nas
sementes, desta forma houve a sintese desse composto para ser utilizado nas proximas etapas.

O precursor de todos os acidos graxos € o acetil-CoA o qual € derivado da sacarose que
se encontra disponivel no citosol (BEWLEY e BLACK, 2013). Esse aumento dos lipidios
também foi verificado nos tratamentos controle (T1) e sob um dia de estresse (T2) durante a
fase 1l da germinacéo, indicando que as sementes dessa espécie apenas utilizam essa reserva
em situacdo de maior restricdo de O2, 0 que ocorreu nos tratamentos com maior tempo de
alagamento (fase Il), ou seja, a partir de trés dias de restricdo de oxigénio. Contudo, essa
diminuicao no contetdo dos lipidios pode estar relacionada a peroxidacao lipidica.

A utilizacdo das reservas lipidica na fase 11l no T1 e no T2 indica que as sementes
utilizaram essas reservas para uma germinagao mais rapida, visto que sdo compostos com valor
energético alto (TAIZ e ZEIGER, 2013). O incremento no teor de lipidios para os tratamentos
T3, T4, T5e T6, na tltima fase de geminacdo, teve influéncia do estresse pela falta de oxigénio.
Edwards et al. (2012) relataram durante a germinacdo em arroz sob anoxia e hipoxia que
ocorreu a mudanca do metabolismo de oxidacao dos lipidios para a sua biossintese, uma vez
que uma grande propor¢do do ATP gerado foi alocada para manter a integridade das
membranas. Além disso, os lipidios de membrana podem funcionar como precursores de
compostos sinalizadores, 0s quais sao importantes para perceber alguma alteracdo ambiental
adversa (TAIZ e ZEIGER, 2013). Contudo, essa sintese a partir do inicio da fase 111 pode estar
relacionada a formacédo de novas células e tecidos.

4 CONCLUSAO

Em ambas as areas e em todos os tratamentos, as sementes de Gymnanthes klotzschiana
demonstram o padrdo trifasico de germinacéo.

Houve aumento continuo no conteudo de proteinas soltveis totais ao longo de toda
germinagao de todos os tratamentos.

Até a fase Il da germinacdo as sementes aumentaram a disponibilidade de agucares
solGveis totais e na ultima fase houve o consumo desse componente de reserva. Esse

comportamento ocorreu em todos 0s tratamentos.
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O amido foi utilizado com maior intensidade apenas na Ultima fase da germinacdo
quando as sementes foram expostas ao estresse pelo alagamento. O seu crescente aumento até
a fase 11 pode ser explicado pela maior disponibilidade de agucares solUveis totais.

Houve aumento no no teor de lipidios até o inicio da fase Il da germinagdo. Durante a
fase 111 da germinacéo, ocorreu a sintese de lipidios nos tratamentos a partir de trés dias de
estresse, demonstrando a influéncia do alagamento na disponibilidade desse componente.

Diante desses resultados incomuns, especialmente quanto ao comportamento dos
acucares sollveis totais e dos lipidios totais, sugere-se estudos posteriores para tentar elucidar

melhor os resultados deste trabalho.



76



77

CAPITULO Il

ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE E DO CICLO RESPIRATORIO EM
SEMENTES DE Gymnanthes klotzschiana MULL.ARG. SUBMETIDAS A SUBMERSAO

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho verificar a presenca do peréxido de hidrogénio, alteracdes
enzimaticas associadas a respiracdo celular, a presenca de antioxidantes enzimaticos, e a
peroxidagdo lipidica em sementes de Gymnanthes klotzschiana, colhidas em duas areas e
submetidas a diferentes periodo de simulacdo do estresse pelo alagamento. Foram avaliadas as
enzimas alcool desidrogenase - ADH, malato desidrogenase - MDH, superoxido dismutase -
SOD e catalase - CAT. Esses parametros foram avaliados em quatro pontos da curva de
embebicdo de sementes submetidas ao alagamento controlado por T1: controle; T2: um dia; T3:
trés dias; T4: cinco dias; T5: dez dias; e T6: vinte dias. O aumento do estresse pelo alagamento
diminuiu a expressdo da enzima ADH nas sementes da area 2, no entanto a MDH foi similar
em ambas. A SOD apresentou um padrdo similar nestas areas em todos os pontos da curva e
nos tratamentos avaliados, contudo a CAT foi expressa apenas no ultimo ponto da curva nas
sementes da area 2. Por fim, os indices de H.O2 e MDA foram mais elevados durante a
germinacdo nas sementes da area 2, em praticamente todos os pontos da curva e tratamentos
propostos. Esses resultados indicam que as sementes da area 1 sdo mais adaptadas a hipoxia,
pois utilizam o piruvato de maneira mais eficiente e sdo mais efetivas no controle das espécies
reativas de oxigénio — EROs.

Palavras chaves: Curva de embebicdo. Hipoxia. Estresse.

ANTIOXIDANT ENZYMATIC ACTIVITY AND RESPIRATORY CYCLE IN SEEDS OF
Gymnanthes klotzschiana MULL.ARG. SUBMERGED

ABSTRACT

The objective of this work was to verify the presence of hydrogen peroxide, enzymatic changes
associated with cellular respiration, the presence of enzymatic antioxidants, and lipid
peroxidation in Gymnanthes klotzschiana seeds, harvested in two areas and submitted to

different periods of stress simulation by the flood. The enzymes alcohol dehydrogenase - ADH,
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malate dehydrogenase - MDH, superoxide dismutase - SOD and catalase - CAT were evaluated.
These parameters were evaluated in four points of the seed imbibition curve submitted to flood
control by T1: control; T2: one day; T3: three days; T4: five days; T5: ten days; and T6: twenty
days. Increased stress from flooding decreased the expression of the ADH enzyme in the seeds
of area 2, but MDH was similar in both. SOD presented a similar pattern in these areas at all
points of the curve and in the evaluated treatments, however the CAT was only expressed at the
last point of the curve in the seeds of area 2. Finally, the H20, and MDA indexes were higher
during the Germination in the seeds of area 2, at practically all the points of the curve and
proposed treatments. These results indicate that the seeds of area 1 are more adapted to hypoxia,
since they use pyruvate more efficiently and are more effective in controlling the reactive
oxygen species (ROS).

Keywords: Imbibition curve. Hypoxia. Stress.

1 INTRODUCAO

O branquilho (Gymnanthes klotzschiana) € uma espécie que ocorre nos dominios do
Bioma Mata Atlantica podendo ser encontrado em diferentes formagdes florestais, como na
Floresta Estacional Semidecidual e na Floresta Ombrdéfila Mista (IBGE, 2012). A preferéncia
por solos umidos e aluviais faz com que essa espécie ocorra com maior densidade em areas de
matas ciliares (SILVA et al., 2012).

A partir da segunda metade do século 20, houve um aumento significativo no nimero e
na intensidade das inundagdes, afetando o desenvolvimento das plantas (BAILEY-SERRES et
al., 2012) devido, principalmente, a restricdo na difusdo de gases para dentro e para fora das
células vegetais (CHENG et al., 2016). Somado a isso, 0 alagamento é uma situagcdo comum e
ocorre corriqueiramente em locais de baixada proximos ou ndo a cursos de area. As inundacdes
podem influenciar negativamente na germinacdo de sementes e no desenvolvimento de
plantulas, ja que estes eventos sdo ativados fisiologicamente sob um requerimento adequado de
oxigénio (KOZLOWSKI e PALLARDY, 1997).

Inundacdes restringem a disponibilidade de Oz no solo, diminuindo a energia produzida
pelas plantas, ja que a sintese de ATP é menos eficiente durante a respiragdo anaerobia
(BAILEY-SERRES et al., 2012). A glicolise é a Unica etapa da respiracdo que ndo requer
oxigénio, desta forma necessitando um alto fluxo glicolitico para manter a integridade e
funcionalidade celular (KATO-NOGUCHI, 2006). Uma maior taxa de glicolise pode ser

sustentada pela regeneracdo NAD" realizada via fermentacédo do piruvato a etanol (LIMA et al.,
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2008) e/ou atraves da sintese de outro &cido orgéanico, o malato (BASAGLIA, 1989). Para a
rota fermentativa ocorrer ha necessita da atividade da enzima ADH e para a producdo do malato,
da enzima malato desidrogenase — MDH (TAIZ e ZEIGER, 2013).

As EROs podem danificar os componentes celulares durante a falta de oxigénio
intracelular (BAXTER-BURRELL et al., 2002; FUKAO et al., 2006). Contudo, o perdxido de
hidrogénio pode atuar na deteccdo precoce da hipoxia, servindo como um sinal eficaz na
inducdo de respostas adaptativas (BLOKHINA e FAGERSTEDT, 2010). Em plantas, algumas
enzimas podem usar os produtos da fermentacdo, como o acetaldeido, para sintetizar o H20>
(HARRISON, 2002). O radical superoxido, o radical hidroxila sdo outros exemplos de EROs
(RAHMAN et al., 2006), os quais podem ser neutralizadas por compostos enzimaticos
antioxidantes como a superoxido dismutase e a catalase (DOLATABADIAN e
MODARRESSANAVY, 2008; GLEASON, 2012).

Levando em consideracdo que a acao do oxigénio na germinacdo das sementes é pouco
estudada e a0 mesmo tempo essa molécula € essencial para a maioria das sementes completarem
0 processo germinativo, objetivou-se com esse trabalho verificar alteracfes enzimaticas
associadas a respiracdo celular, a presenca de antioxidantes enzimaticos, a atividade do
peroxido de hidrogénio e a peroxidagdo lipidica em sementes de G. klotzschiana, colhidas em
duas areas e submetidas a diferentes periodo de simulagdo do estresse pelo alagamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selegéo de matrizes, colheita, extragéo e beneficiamento das sementes

Foram selecionadas matrizes adultas livres fitossanitarios aparentes e distancias minima
entre elas de 30 metros, conforme recomendacdes de Higa (2006). As sementes foram coletadas
de frutos maduros (coloracdo marron-escura) provenientes de duas areas. A primeira localizada
no municipio de Lages, SC (area 1) foram selecionadas 20 matrizes e estd a uma altitude de
aproximadamente 890 metros (Lat: -27.841221° e Long: 50.234878°). Na éarea 2 foram
selecionadas oito matrizes e esta localizada no municipio de Capéo Alto, SC a uma distancia
aproximada de 65 km em linha reta da Area 1 e com altitude em torno de 930 metros (Lat: -
28.196411° e Long: -50.752545°). De acordo Klein (1960) e IBGE (2012), a area 1 é
caracterizada como Floresta Ombroéfila Mista Aluvial, e a &rea 2 como Floresta Ombroéfila Mista
Montana em transi¢do com a Floresta Estacional Semidecidual Montana. A area 1 se caracteriza

por ser um ambiente propicio ao alagamento periodico, por estar em local de baixada e
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acompanhar o curso do Rio Caveiras. Esse fragmento possui aproximadamente 50 hectares. A
area 2 esta inserida préxima ao Rio Pelotas, e acompanha um dos “bragos” da area de alague
da UHE Barra Grande, no entanto por estar em local ingreme néo sofre o efeito do alagamento.

Apdbs a coleta, os frutos foram colocados em sacos plasticos e encaminhados ao
Laboratdrio de Sementes da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) para extragdo
das sementes, a qual ocorreu de maneira espontanea a sombra sob lona preta. A separacao das
sementes dos restos frutos ocorreu com uso de peneiras e manualmente. Posteriormente as

sementes foram armazenadas em camera fria (10 °C e UR = 65%).

2.2 Tratamentos de alagamentos

Para a simulacdo do estresse hidrico por alagamento, 100 sementes, divididas em 4
repeticao, foram colocadas em copo plastico com 60 ml de &gua destilada, a qual foi renovada
a cada 72 h. Foram utilizados seis tratamentos: um dia (T2), trés dias (T3), cinco dias (T4), dez
dias (T5) e vinte dias de alagamento (T6), além do tratamento testemunha, sem alagamento
(T2).

2.3 Obtencao das curvas de embebicéo e pontos selecionados para as analises enzimaticas
e bioquimicas

As curvas de embebicao foram realizadas para a selecdo de pontos, durante o0 processo
de germinacdo, em que seriam realizadas as andlises bioquimicas e também para verificar o
comportamento na absorcao de agua nos diferentes tratamentos propostos.

Assim, para cada tratamento, as curvas foram obtidas por meio da seguinte formula:

. P Inicial 100—Umidade Inicial . . .
Peso Final = Zesenictalx 100-Umidade Iniclal) & ¢ nesagens foram realizadas nas primeiras 24
100-Umidade Final

horas a cada 6 horas, e posteriormente a cada 12 horas. Cada curva foi finalizada quando pelo

menos 40% das sementes de cada repeticdo apresentavam radicula de trés milimetros. A
umidade inicial foi determinada de acordo com Brasil (2009), através de duas repeti¢des de 2g.

Para as avaliagOes durante as trés fases de germinacao foram selecionadas sementes que
estavam em diferentes pontos de umidade na curva de embebicdo. Para a area 1 foram a 8,9 %
(umidade inicial), 21% (fase 1), 30% (fase Il) e 45% (fase I1l) de umidade; na area 2 os pontos
de umidade foram: 9,2% (umidade inicial), 21% (fase I), 40% (fase 1) e 55% (fase Il1), ou seja,
quatro pontos da curva de embebicé&o.
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Ap0s a aplicacdo dos tratamentos e em cada ponto da curva de embebicdo selecionado,
em sementes de ambas as areas, foram realizadas as determinacgdes de atividade enzimética

respeiratoria e antioxidante, bem como do perdéxido de hidrogénio e da peroxidacao lipidica.

2.4 Expressdo enzimatica — preparacao das amostras

Para a avaliacdo de isoenzimas, previamente as sementes foram moidas em cadinho na
presenca de nitrogénio liquido. Foram utilizados 100 mg de sementes ja processadas por
amostra e adicionados em cada amostra 250 pLL do tampéo de extra¢do (Tris HCL 0,2M, pH
8,0 + 0,1% de B-mercaptoetanol). Posteriormente, o material foi homogeneizado em vortex por
cinco segundos e deixado em geladeira Over-Night. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm/4 °C por 30 minutos e os sobrenadantes reservados (ALFENAS,
2006).

2.5 Preparacao do gel para as enzimas — Nativa Page

O gel separador foi produzido com 87 mL de agua destilada, 13,5 mL de Tris HCL 3,778
M (pH 8,9), 33 mL de acrilamida 30%, 450 uL de APS 10% e 180 uL de TEMED. O
concentrador foi preparado com 36,45 mL de agua destilada, 4,5 mL de Tris HCL 0,6173 M
(pH 6,8), 6,75 mL de acrilamida 30%, 150 uL de APS 10% e 90 uL de TEMED. O APS e o
TEMED foram adicionados a solu¢cdo no mesmo momento, apds a mistura dos demais
reagentes.

2.6 Corrida eletroforética

A corrida foi processada em géis de poliacrilamida (Nativa-Page) a 7,5% para o gel
separador) e a 4,5% para o gel concentrador. O tampdo do tanque utilizado para o sistema
gel/eletrodo foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 ul da amostra extraida em cada pogo
do gel e as corridas foram realizadas a 160 V por aproximadamente cinco horas em geladeira a
12 °C. O tampédo do tanque foi preparado com 63,2 g de Tris Base (PM 121,14), 39,9 g de
glicina e 600 mL de &gua destilada e colocada para dissolver sob agitagdo. Em seguida,
completou o volume para 900 mL. Em um recipiente a parte foi colocado 10 g de SDS em 100

mL de agua. Por fim, misturou-se as soluc¢des obtendo um volume final de 1 L.
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2.7 Revelacéo das enzimas

A solucéo de revelacdo para ADH foi preparada (nessa sequéncia) com 20 mL de etanol
95%, 20 mg de B-NAD + NA2, 20 mg de MTT, 2 mg de PMS e 100 mL de Tris-HCL 0,2 M
(pH 8,0) (o etanol foi inserido na solugcdo no momento da revelacdo). Apos a retirada do gel da
placa, este foi colocado em uma tigela de vidro e adicionada a solugéo (para todas as enzimas
esse procedimento). Posteriormente foi incubado o gel no escuro a 30-37 °C por 12 horas para
0 aparecimento das bandas, conforme Alfenas (2006).

Para a MDH, a solucéo foi composta de 2,8 mL de DL malato 10%, 15 mg de B-NAD,
67,2 mL de Tris-HCL 0,1 M (pH 8,5), 20 mg de MTT, 20 mg de PMS 1%; previamente foi
dissolvido o B-NAD no malato e depois os demais componentes. O gel foi incubado no escuro
a 30-37 °C por aproximadamente cinco minutos, até o aparecimento das bandas (ALFENAS,
2006).

A solucdo para revelar a SOD consistiu de 4 mg de riboflavina, 300 mg de EDTA, 20
mg de MTT e 100 mL de Tris-HCL 0,05 M (pH 8,0) (foi dissolvido a riboflavinae o EDTA na
solucdo tampéo). A solucdo foi colocada sobre o gel a 30-37 °C e a revelagdo ocorreu na
presenca de luz branca em aproximadamente cinco minutos, conforme Alfenas (2006).

A CAT foi revelada através da solucdo composta por 2 g de ferrocianato de potassio e
2 g de cloreto de ferro, sendo que foram dissolvidos esses reagentes em 200 mL de agua
destilada (primeiro o ferrocianato de potassio). Em seguida essa solucédo foi agitada e filtrada
em papel germitest. Apos a retirada do gel da placa, foi adicionado uma solu¢do de H202 0,01%
e colocado sobre agitacdo durante cinco minutos. Em seguida o gel foi lavado em agua corrente
e adicionado a solucdo de revelacdo previamente filtrada. O gel foi incubado a 35 °C por
aproximadamente cinco minutos para o aparecimento das bandas (ALFENAS, 2006).

2.8 Quantificacdo dos pixels das enzimas

Para a quantificacdo das enzimas reveladas foi utilizado o programa Imagel®,
desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services Branch, National Institute of Mental
Health (RASBAND, 2017) e os resultados foram expressos em pixels/10%,
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2.9 Teores de Peroxido de hidrogénio

A quantificacdo do perdxido de hidrogénio foi realizada de acordo com Alexieva et al.
(2001). Foram utilizadas duas repeti¢des de 0,2 g em cada ponto da curva de embebicéo para
0s seis tratamentos propostos. Incialmente as amostras foram trituradas e maceradas em
nitrogénio liquido, em seguida foi adicionado 2 mL do tampdo de extracdo (&cido
tricloroacético a 0,1%). Para a extracdo o material preparado foi centrifugado a 10000 rpm por
10 minutos. Para a quantificagdo utilizou-se 200 pL do sobrenadante acrescido de 800 pL de
iodeto de potéssio e 200 uL de tampéo fosfato (0,1M pH 7,5), onde ficaram no gelo por uma
hora. Posteriormente as amostras ficaram em temperatura ambiente por 15 minutos e para as
leituras utilizou espectrofotdmetro UV/VIS Spectro800S a 390 nm. Os resultados foram

expressos em pg.g massa fresca.

2.10 Peroxidacao lipidica

O malondialdeido (MDA) foi quantificado conforme procedimento desenvolvido por
Heath e Packer (1968). Utilizou-se 0,2 g de sementes em cada ponto da curva de embebicédo
para cada tratamento proposto. A extracdo da amostra seguiu 0 mesmo procedimento para a
quantificacdo do peroxido de hidrogénio. O MDA foi quantificado utilizando 50 pL do
sobrenadante, adicionando mais 1 mL de &cido tricloroacético 20% e &cido tiobarbiturico a
0,5%, e posteriormente foram incubados por 30 minutos a 95 °C. A reacdo quimica foi
paralisada em gelo por 10 minutos e em seguida ficaram em repouso por 15 minutos. As leituras
foram feitas em espectrofotdometro UV/VIS Spectro800S a 600 e 535 nm. Os resultados foram

apresentados em pmol.g* de peso fresco.

2.11 Andlise estatistica

Os dados inicialmente foram submetidos a analise de normalidade pelo Teste de
Shapiro Wilk. Em seguida foi realizada a analise fatorial 6 x 4 x 2 (seis tratamentos, quatro
pontos na curva de embebicéo e duas areas de coleta) e os valores gerados foram avaliados pelo
Teste F e as médias pelo Teste Scheffé (1959) a 0,1% de probabilidade utilizado o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Processo respiratério sob restricdo de oxigénio durante a germinacao

Com relacdo a expressdo da ADH, verificou-se a presenca em todos os pontos da curva
de embebicao de todos os tratamentos para as sementes coletadas na area 1. No entanto, para a
area 2 essa enzima foi expressa apenas nos pontos 1 e 2 da curva (Figura 11). Os indices de
expressdo para ambas as areas foram estatisticamente iguais antes do inicio da germinacéo
(proximo de 50.000 pixels), mas significativamente superior para as sementes oriundas da area
1, quando atingiram 21% de umidade (P2), com exce¢do do tratamento testemunha (T1). De
forma geral, a atividade dessa enzima diminuiu ao longo da germinacéo, sendo que 0s menores
indices foram observados quando as sementes foram retiradas do alagamento controlado (P4),
como demonstra na figura 12. O piruvato gerado durante a glicolise pode ser convertido em
acetaldeido pela enzima PDC. O acetaldeido pode ser metabolizado por duas vias, uma delas
em etanol pela enzima ADH (CASTRO et al., 2005; MIRO e ISMAIL, 2013).
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Figura 11 - Expressdo da enzima alcool desidrogenase (ADH) em sementes de Gymnanthes
klotzschiana coletadas em Lages, SC (area 1) e Capdo Alto (area 2), quando
submetidas ao efeito de diferentes periodos de estresse pelo alagamento em quatro
pontos da curva de embebicéo

TT/P1 T1/P2 DT/P2 T1/P3 T2/P3 DT/P3 TL1/P4 T2/P4 T3/P4 TA4/P4 T5/P4 T6/P4

Ty |

Area 1

TT/P1  T1/P2 DT/P2

Area 2

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

TT: todos os tratamentos; DT: demais tratamentos avaliados; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento
controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte
dias; P: pontos na curva de embebicdo com relacdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo
embebidas; P2: 21% - fase I; Ps: 30% - fase I1; Ps: 45% - Fase Il1; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase I; Ps: 40% - fase Il; P4: 55 - fase IlI.
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Figura 12 - indices quantitativos da enzima alcool desidrogenase (ADH) durante a germinacao
de Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
duas areas de coleta de sementes
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (0=0,1)

P: pontos na curva de embebicao com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase |; Ps: 30% - fase Il; Pa: 45% - Fase I11; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P2: 21% - fase
I; P3: 40% - fase Il; P4 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

A expresdo da ADH nos dois primeiros pontos da curva de embebicdo pode estar
relacionada a baixa permeabilidade natural para a entrada de oxigénio e sua difusdo lenta para
os demais tecidos da semente. De acordo com YU et al. (2014), no inicio da germinagéo a
energia € fornecida principalmente pela respiragcdo anaerobia, logo apos a atividade respiratoria
normaliza, a medida que o ocorre o consumo do oxigénio. A enzima ADH tende a estar presente

durante a germinacdo, principalmente no inicio (BEWLEY et al., 2013), sendo também
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importante na eliminacdo deletéria do acetaldeido. Somado a isso, durante as primeiras horas
da germinacao apds a embebicdo, as mitocéndrias ndo estdo completamente desenvolvidas e a
piruvato desidrogenase (PDH) e as enzimas do ciclo de acido tricarboxilico ndo estdo ativas
(HOWELL et al., 2006), desta modo juntificando a rota fermentativa no inicio do processo
germinativo, pelo menos até as sementes atingirem 21% de umidade (P2).

Albuquerque et al. (2009) avaliaram o perfil isoenzimético de &lcool desidrogenase
durante a embebicdo de sementes de Bowdichia virgilioides Kunth, em condicdes ideais de
germinacdo e verificaram alta atividade da enzima no inicio e posterior diminuicao nas fases
finais do processo germinativo. Conley et al. (1999) também observaram uma grande
diminuicdo na atividade dessa enzima em sementes de uma linhagem selvagem de Arabidopsis
durante a germinacdo, principalmente a partir do quinto dia de embebicao.

A menor presenca dessa enzima ao final da primeira fase, e a ndo expressao na fase Il e
I11 da germinacdo no tratamento testemunha e quando as sementes da area 2 foram expostas ao
alagamento controlado, pode revelar uma menor adaptabilidade a restricdo de oxigénio para as
sementes dessa area. Esse fato ndo foi evidenciado nas sementes da area 1, pois a atividade da
ADH foi constante nas trés fases da germinacéo, idenpendente do efeito do alagamento. Gravot
et al. (2016) comentam que a fermentacgdo é a marca classica contra as inundacdes, pois permite
que as células vegetais evitem a acumulacgdo tdxica do acetaldeido, bem como sustentem fluxos
glicoliticos que satisfacam necessidades energéticas e metabolicas minimas para lidar com a
hipoxia.

Em condi¢des de baixa disponiliblidade de Oz, o pH citoplasmético também pode ser
alterado, o que pode causar a morte celular. A reducdo do pH do citosol tem sido associada a
via de fermentacdo do &cido lactico, em que o lactato é produzido a partir do piruvato através
da atividade da lactato desidrogenase (MIRO e ISMAIL, 2013). Roberts et al. (1992)
trabalharam com coledptilos andxicos em arroz e concluiram que a diminuicdo do pH ativa a
rota fermentativa do etanol. No entanto, a proporcdo de succinato e lactato foi considerada
relevante para a acidose do citoplasma e poderia diferenciar entre espécies tolerantes e ndo
tolerantes dependendo da sua capacidade de produzir mais succinato do que o lactato para
sobreviver a hipoxia (FAN et al., 2003; FELLE, 2005; KULICHIKHIN et al., 2009).

De acordo com van Dongen et al. (2004), as sementes do cereais como 0 milho e o arroz
apresentam tecidos hipoxicos ou andxicos, onde a respiracdo e, portanto, a producao de energia
se tornam limitantes durante a germinagdo sob condi¢Oes normais. Howell et al. (2009)
observaram a transcricdo de enzimas em sementes de arroz em germinagéo, e concluiram que

tanto a respiracdo como a fermentacdo alcodlica sdo induzidas, supostamente para regular a
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respiracdo e evitar anoxia interna, o que colocaria em risco o crescimento do embrido
(ZABALZA et al., 2009). Em mutantes rad deficientes no gene adhl ocorre 0 acimulo do
piruvato, o que poderia acelerar a respiracao e levar as sementes a anoxia, causando danos
irreparaveis as células (HOWELL et al., 2006). Isso poderia explicar de forma satisfatoria a
atividade da enzima ADH durante todas as fases da germinacdo nas sementes coletada na area
1. Néo obstante, as sementes dessa area podem sofrer restricdo de Oz a qualquer momento
durante a germinacéo, desta forma a fermentacdo supriria a necessidade energética momentanea
para as sementes.

A manutencdo da producdo minima de energia sob baixos niveis de O celular s6 é
alcancada pela atuagdo conjunta dos genes pdcl, pdc2, adhl e aldhl (KLOK et al., 2002). A
expressao de ADH é sensivel as concentrac@es de oxigénio (van DONGEN et al., 2009). Ismail
et al. (2009) avaliaram sementes de duas variedades de arroz, uma tolerante (Khao Hlan On) e
outra intolerante (IR42) ao alagamento, onde foi demostrado que a enzima ADH obteve uma
atividade 100 vezes maior que a ALDH e cerca de 10 vezes a de PDC no genotipo tolerante.
Em Arabidopsis thaliana, adhl, pdcl e pdc2 tém sido relatados como importantes
intervenientes nas respostas contra as inundacdes (ISMOND et al., 2003; MITHRAN et al.,
2014). Outros estudos com mutacdes (CONLEY et al., 1999, TOUGOU et al., 2012) sugerem
que a falta de adh1 cria uma deficiéncia energética que afeta o processo germinativo, induzindo
respostas semelhantes a germinacdo sob imersdo. Takahashi et al. (2011) concluiram que a
escassez de energia no mutante rad germinado sob submersdo completa afetou tanto a diviséo
celular quanto a extenséo celular.

A producdo de etanol parece estar regulada para evitar o acimulo de produtos toxicos e
também para coordenar a sintese e o consumo de energia (GIBBS e GREENWAY, 2003).
Contudo, a diminui¢do do acetaldeido através da via da ADH e da ALDH pode balancear a
atividade da ADH na direcdo oposta para gerar o acetaldeido a partir do etanol, cuja reposicao
pode regular a atividade de PDC. Deste modo, a ADH pode indiretamente regular a ativade da
PDH durante a submersao pela quantidade de acetaldeido existente (MIRO e ISMAIL, 2013).

A expressdo da MDH foi verificada nos quatro pontos da curva de embebicéo de todos
0s tratamentos e nas duas areas (Figura 13). Nas sementes oriundas da area 1, a atividade da
MDH foi maior antes do inicio da germinacdo (=170.000 pixels), quando o teor foi
significativamente superior ao alcangado pelas sementes da area 2 (=65.000 pixels). Ao final
da fase | da germinacgéo (P2), a presenca dessa enzima foi similar na maioria dos tratamentos
(=100.000 pixels), com excecdo da testemunha, quando a MDH foi maior para nas sementes

coletadas na area 2. Durante a fase 1l (P3), ou seja, quando as sementes apresentam um menor
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metabolismo, a expreséo da MDH foi parecida no T1 e T2, mas superior nos demais tratamentos
para a area 2. Quando as sementes foram reoxigenadas (P4) a maior a expressdo da MDH foi
percebida nas sementes da area 1 (Figura 14). A MDH, dentre outras funcdes nas plantas, € uma
enzima ativa durante o processo de respiracdo celular aerobia, regenerando uma molécula de
oxalacetato (OAA) a partir da oxidacdo de uma molécula de malato e usando NAD* como
aceitador de elétrons durante o ciclo do acido citrico (CAC) (WEEDEN e WENDEL, 1990;
VENUGOPAL e REDDY, 1992; REDDY, 2012).

Figura 13 - Expressdo da enzima malato desidrogenase (MDH) em sementes de Gymnanthes
klotzschiana coletadas em Lages, SC (&rea 1) e Capdo Alto (area 2), quando
submetidas ao efeito de diferentes periodos de estresse pelo alagamento em quatro
pontos da curva de embebicao

TT/P1  T1/P2 DT/P2 T1/P3 T2/P3 DT/P3 T1/P4 T2/P4 T3/P4 T4/P4 T5/P4 T6/P4

P s i s e o

Areal

TT/P1  T1/P2 DT/P2 T1/P3 DT/P3  T1/P4 T2/P4 T3/P4  T4/P4 T5/P4  T6/P4

P

700 w9y

Area 2

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

TT: todos os tratamentos; DT: demais tratamentos avaliados; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento
controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte
dias; P: pontos na curva de embebicdo com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo
embebidas; P2: 21% - fase I; Ps: 30% - fase I1; P4: 45% - Fase Il1; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas;
P,: 21% - fase I; Ps: 40% - fase Il; P4: 55 - fase Ill.
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Figura 14 - indices quantitativos da enzima malato desidrogenase (MDH) durante a germinacao
de Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
duas areas de coleta de sementes
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (0=0,1) cada tratamento

P: pontos na curva de embebicao com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase |; Ps: 30% - fase Il; Pa: 45% - Fase I11; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P2: 21% - fase
I; P3: 40% - fase Il; Ps: 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

Importante salientar que a MDH pode ser citosolica ou mitocondrial, sendo a primeira
importante na gliconeogénese, lipogénese e na conversdo do OAA em malato procedente do
fosfoenolpiruvato; a segunda atua no CAC, dentre outras fungdes metabolicas (BASAGLIA,
1989; TAIZ e ZEIGER, 2013).
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Foi constado antes e no inicio da germinacdo, nas sementes de ambas as areas, que a
MDH foi expressa de maneira distinta, sobretudo no P1. Contudo, provavelmente essa enzima
ndo se encontrava ativa ou nao estava relacionada diretamente com a geracdo de energia pela
rota aerdbia, ja que ¢ a respiracdo anaerobia que predomina na fase I. Desta forma, a expressao
da MDH inicialmente poderia estar apenas relacionada ao acimulo de malato, o qual pode ser
armazenado no vacuolo para posterior utilizagdo no CAC através da acdo da enzima malica, a
qual descaboxila 0 malato a piruvato (TAIZ e ZEIGER, 2013).

No ponto 3 as sementes da area 2 ndo apresentaram expressdo da ADH. Desta forma, a
Unica saida para a diminuicdo do acumulo de piruvato, além a prévia transformacdo do
fosfoenolpiruvato em malato, poderia ser ativacdo de uma rota alternativa, onde envolveria a
conversdo do piruvato em acetil-CoA pela acdo das enzimas PDC, mALDH e ACS na privacgédo
do oxigénio. Entretanto, a expressao da MDH envolvida diretamente no ciclo do acido citrico
ndo pode ser descartada, ja que houve a troca de &gua a cada trés dias e uma possivel
reoxigenacdo no meio.

A via mais favoravel no metabolismo anaerébio é provavelmente a producao de acetato
para remover o acetaldeido toxico e reciclar carbono para uso em outras vias, tais como o ciclo
do glioxilato (MIRO e ISMAIL, 2013). Nessa situacédo, 0 acetato poderia entdo acumular ou
ser convertido em intermediarios do ciclo &cido citrico, como o malato ou citrato
(YAMASHITA e FUJIWARA, 1966). Sob condicfes aerdbias, o piruvato é transformado em
acetil-CoA pela PDH. Contudo, essa enzima ndo é funcional em condicdes anaerdbicas por
causa do acimulo de NADH, impedindo a producéo directa de acetil-CoA a partir de piruvato.
Assim, sugeriu-se uma via alternativa para envolver a conversdo de piruvato em acetil-CoA
(VIGEOLAS et al., 2003; HOWELL et al., 2009).

Alguns estudos relacionaram o aumento da atividade da ALDH a tolerancia a submerséo
no arroz. Tais estudos relataram que a familia de mALDH mitocondrial teve 0 aumento mais
significativo na atividade em variedades capazes de germinar sob condigdes anaerébias
(NAKAZONO et al., 2000; TSUJI et al., 2003). Meguro et al. (2006) concluiram que o gene
ALDH2a é mais responsivo a anaerobiose e, portanto, poderia desempenhar um papel
importante na desintoxicagdo do acetaldeido. Lasanthi-Kudahettige et al. (2007) descobriram
que o ALDH2a foi regulado para cima por 11 vezes e o ALDH2b foi regulado para baixo por
22 vezes em sementes de arroz sujeitas a anoxia desde a embebicéo.

Quando o acetil-CoA entra no ciclo do glioxilato em condigdo anaerobias, o isocitrato
é convertido em glioxilato pela enzima isocitrato liase e o glioxilato para malato pela enzima

malato sintase. Esse ciclo em comparacdo com o ciclo do acido citrico tem menor perda de
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carbono, porque tem duas etapas a menos (LU et al., 2005). Foi concluido em mudas de arroz
que esse é o caminho para manter o metabolismo em curso sob condi¢des submersas (FAN et
al. 2003; LU et al., 2005). FAN et al. (2003) testaram sementes pré-germinadas da variedade
de arroz japonica "M201" ap6s imersdo no escuro e seguiram acompanhando as reacoes
metabolicas sob hipoxia in vivo com ressonancia magnética nuclear de *C. Neste cenario,
ambos os ciclos mantiveram o catabolismo de carboidratos e a biossintese protéica, gerando
simultaneamente substratos e energia para as células.

Em genotipos tolerantes ao alagamento, a fermentacao etandlica envolvendo PCD e
ADH e, mais importante, mALDH, poderia conferir uma vantagem adaptativa para a
germinacdo sob condic¢des submersas, pois 0 poder de reducdo do ciclo do glioxilato, poderia
sustentar tanto o catabolismo de carboidratos como a biossintese protéica (MIRO e ISMAIL,
2013). Destaca-se que o ciclo do glioxilato estd diretamente envolvido na gliconeogénese,
sendo que para ambos os sistemas funcionarem ha a necessidade da presenca enzima MDH.

Nas fases Il e 111, o catabolismo do carbono possivelmente seguiu basicamente trés vias,
a fermentativa (somente para as sementes da area 1), o ciclo do glioxilato e o ciclo do &cido
citrico ap6s a etapa da glicolise. Importante ressaltar que na fase Il a presenca da ADH
possivelmente foi fundamental na maior germinacéo e vigor das sementes oriundas da area 1,
ja que nessa condicdo de hipoxia/anoxia a sintese de energia pela fermentacdo etandlica é
fundamental para manter a integridade das células. Esse fato pode ser considerado uma
vantagem adaptativa para essa espécie quando ha restricdo do O2 no meio ambiente. N&do
obstante, a maior expressdo da MDH na fase Ill também influenciou no maior vigor das
sementes desse lote.

De acordo com Albuquerque et al. (2009) a malato desidrogenase é importante na
respiracdo durante a germinacdo de Bowdichia virgilioides, pois a sua expressdo estad
relacionada a recuperacdo e atividade de mitocondrias. Na germinacédo de Hordeum vulgare L.,
Tunes et al. (2009) também observaram a atividade dessa enzima durante todo esse processo.
Malone et al. (2007) avaliaram o sistema isoenzimético da enzima malato desidrogenase em
sementes de arroz e sugeriram que a maior expressao da enzima MDH pode estar associada
com a sintese de novos tecidos.

A malato desidrogenase ndo atua apenas na respiracdo, sendo importante também em
varias outras reagdes biossintéticas e hidroliticas, tais como sintese de aminoacidos, quebra de
6leos e gorduras armazenadas nos corpos lipidicos das sementes, gliconeogénese, manutencao

dos potenciais redox e intercambio de metabdlitos entre o citoplasma e as organelas (LIN et al.,
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2003). Desta forma, justificando as maltiplas isoformas presentes durante a germinagédo da G.
klotzschiana — branquilho, especialmente nas sementes oriundas da &rea 1.

3.2 Atividade antioxidante

A SOD atua no primeiro processo de defesa antioxidante e pode ser encontrada na matriz
mitocondrial e peroxissomos (MnSOD), assim como no citoplasma celular e no espaco
extracelular (Cu/Zn-SOD) (ALSCHER et al, 2002). Ela catalisa a formacéo do H2O02 e Oz a
partir da dismutacdo de ions superoxido, radicais livres e ions de hidrogénio (M@LLER et al.,
2007; POOBATHY et al., 2013). A expressao da SOD nas sementes de ambas as areas foi
similar em todos os tratamentos, pelo menos nos dois primeiros pontos da curva de embebicéo
(P1 e P2). Nesses pontos a atividade da SOD atingiu valores acima de 30x102 pixels. Durante
afase Il (P3) e afase 111 (P4) da germinagdo, essa enzima apresentou indices significativamente
superiores nas sementes oriundas da area 1 independente do tratamento, exceto para o
tratamento controle (Figuras 15 e 16).

A CAT também apresenta diferentes isoformas, sendo responsavel pela neutralizacdo
do peroxido de hidrogénio (H20.) presente em altas concentragdes nos peroxissomos e
glioxissomos, protegendo as células de danos oxidativos (GILL e TUTEJA, 2010; SILVA
NETA, 2014). A CAT atua na decomposicao de duas moléculas de H,O2 em uma molécula de
oxigénio e duas moléculas de 4&gua (SHARMA, 2012; POOBATHY et al., 2013). Para as
sementes coletadas na area 1, o padrdo de expressdo dessa enzima coincidiu com aquele
expresso pela SOD. Porém, essa padrdo ndo foi observado nas sementes advindas da area 2,
pois a presenca da CAT apenas foi verificada na ultima fase da germinacdo (P4), exceto no
tratamento controle. No P4, a CAT obteve indices superiores no T2, T3 e T4 (area 1) e

estatisticamente iguais no T5 e T6 (Figuras 17 e 18).



Figura 15 — Expressdo da enzima superoxido dismutase (SOD) em sementes de Gymnanthes
klotzschiana coletadas em Lages, SC (area 1) e Capdo Alto (area 2), quando
submetidas ao efeito de diferentes periodos de estresse pelo alagamento em quatro
pontos da curva de embebicéo

TT/P1  T1/P2 DT/P2 T1/P3 T2/P3 DTP3 T1/P4 T2/P4 T3/P4 T4/P4 T5/P4  T6/P4

Area 1

TT/P1  T1/P2  DT/P2 T1/P3  DT/P3 T1/P4 T2/P4 T3/P4  T4/P4  T5/P4  T6/P4

Area 2

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

TT: todos os tratamentos; DT: demais tratamentos avaliados; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento
controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte
dias; P: pontos na curva de embebicdo com relacdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo
embebidas; P2: 21% - fase I; Ps: 30% - fase I1; P4: 45% - Fase Il1; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase |; P3: 40% - fase Il; P4: 55 - fase Ill.
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Figura 16 - Expressao da enzima catalase (CAT) em sementes de Gymnanthes klotzschiana
coletadas em Lages, SC (&rea 1) e Capdo Alto (&rea 2), quando submetidas ao
efeito de diferentes periodos de estresse pelo alagamento em quatro pontos da
curva de embebicdo

TT/P1  T1/P2 DT/P2 T1P3 T2/P3 DT/P3 T1/P4 T2/P4 T3/P4 T4/P4 T5/P4 T6/P4

T2/P4  T3/P4 TA4/P4 T5/P4 T6/P4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

TT: todos os tratamentos; DT: demais tratamentos avaliados; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento
controlado: T1 - testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte
dias; P: pontos na curva de embebicdo com relagdo a umidade das sementes (&rea 1 - P1: 8,9% - sementes ndo
embebidas; P2: 21% - fase I; Ps: 30% - fase 11; Pa: 45% - Fase Il1; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase I; Ps: 40% - fase 1l; P4: 55 - fase Ill.
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Figura 17 - Indices quantitativos da enzima superdxido dismutase (SOD) durante a germinacao
de Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
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Meédias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (0=0,1)

P: pontos na curva de embebicao com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase I; P3: 30% - fase I1; P4: 45% - Fase 1l1; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P2: 21% - fase
I; Ps: 40% - fase Il; P4 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.
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Figura 18 - Indices quantitativos da enzima catalase (CAT) durante a germinacdo de
Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017
Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (a=0,1)

P: pontos na curva de embebic&o com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P,: 21% - fase I; Ps: 30% - fase I1; Pa: 45% - Fase I11; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P,: 21% - fase
I; P3: 40% - fase Il; Ps: 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.
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3.3 Conteudo de H20: e peroxidacéo lipidica (MDA)

Nas sementes provenientes da area 2, foi constatado nos trés primeiros pontos da curva
de embebicgéo, valores de H>O, significativamente maiores, especialmente no P2, quando
ultrapassaram 250 pg.g™* de massa fresca. Ja no ponto quatro (P4), esses indices diminuiram e
ficaram abaixo de 100 pg.g* de massa fresca (exceto nas testemunhas), os quais foram
semelhantes nos tratamentos nas duas &reas (Figura 19). O peroxido de hidrogénio € uma
molécula moderadamente reativa com longa meia-vida celular, tendo a capacidade de se
difundir livremente entre as membranas celulares através das aquaporinas (KOVALCHUK,
2010). Essas caracteristicas fazem o H202 ser um importante sinalizador intracelular e ao
mesmo tempo responsavel pela tolerdncia a distintos estresses ambientais (WAHID et al. 2007;
MITTLER et al., 2011). Antes do efeito do estresse pelo alagamento, bem como durante esse
efeito hipdxico, foram as sementes de area de Capdo Alto (area 2) que apresentam 0 maiores
valores de MDA, ou seja, uma maior peroxidacao lipidica. Esses maiores indices de MDA para
a area 2 coincidiram com aqueles observados com o H202, antes do inicio da germinacéo, assim

como na fase | e Il do processo germinativo (Figura 20).
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Figura 19 - indices quantitativos do perdxido de higrogénio (H20) durante a germinagéo de
Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
duas &reas de coleta de sementes
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

Meédias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (a=0,1)

P: pontos na curva de embebic&o com relacdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase I; P3: 30% - fase I1; Pa: 45% - Fase l11; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P.: 21% - fase
I; P3: 40% - fase Il; Ps: 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.
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Figura 20 - Indices quantitativos da peroxidacdo lipidica (MDA) durante a germinacio de
Gymnanthes klotzschiana sob diferentes periodos de estresse por alagamento em
duas areas de coleta de sementes
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Pontos na curva de embebicdo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017

Meédias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo Teste de Scheffé (0=0,1)

P: pontos na curva de embebicao com relagdo a umidade das sementes (area 1 - P1: 8,9% - sementes ndo embebidas;
P2: 21% - fase I; P3: 30% - fase I1; P4: 45% - Fase 11; e &rea 2 - P1: 9,2% - sementes ndo embebidas; P2: 21% - fase
I; P3: 40% - fase Il; P4 55 - fase Ill; Tratamentos com o nimero de dias sob alagamento controlado: T1 -
testemunha; T2 - um dia; T2 - dois dias; T3: trés dias; T4 - cinco dias; T5 - dez dias; e T6 - vinte dias.

Durante a germinag&o, o nivel de estresse oxidativo pode ser mensurado pela presenca
de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase e catalase (DEUNER et al., 2008). A
expressao/atividade da SOD independeu do efeito do alagamento, sugerindo que sua expressao
é pré-programada. Entretanto, foi maior nas sementes provenientes do local com efeito natural

de inundaces periodicas (&rea 1), especialmente durante a fase Il e I11 da germinag&o. A agdo
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da SOD produz H>O», deste modo necessitando a atuacdo da CAT para neutralizar essa
molécula. O perdxido de hidrogénio é percursor do OH®, que por sua vez é a espécie reativa de
oxigénio mais toxica para as células vegetais (VRANOVA et al., 2002).

A CAT atua em altas concentragdes de H202, sendo indispensaveis para a homeostase
celular (GILL e TUTEJA, 2010). Para os tratamentos da area 2, onde houve estresse por
hipoxia, essa enzima esteve presente apenas no final da germinagéo. Isso poderia ser uma das
explicacOes para a menor germinacao e vigor das sementes proveniente dessa local (Tabela 5),
pois nas sementes desse lote 0 combate contra os radicais livres ndo foi efetivo como
evidenciando nas sementes da area 1, que apresentou a atividade da catalase em todos 0s
tratamentos e pontos avaliados. Duas variedades de trigo, uma tolerante ao alagamento e outra
intolerante foram avaliadas por Cheng et al. (2016) e concluiram que no gendtipo sensivel
houve reducéo da atividade da CAT e aumento das EROs, incluido o H20,, fato inversamente
observado no gendtipo tolerante. Enzimas como SOD e CAT sdo importantes na germinacao
sob estresse, o que ja foi comprovado em diversas espécies incluindo as florestais, tais como:
Hordeum vulgare L. (MEI e SONG, 2010), Medicago sativa L. (CAKMAK et al., 2010),
Jatropha curcas L. (CAl et al., 2011) e Sesbania virgata (CAV.) PERS (ALVES et al., 2012).

Como as sementes, especialmente durante a fase I, ficaram por um longo periodo sob
estresse, principalmente os tratamentos T5 e T6, esta etapa pode ter gerado grandes quantidades
de EROs e o complexo de enzimas antioxidantes, possivelmente ndo foram eficaz em seu
controle, diminuindo a germinacdo no T6 da area 1 e no T5 e T6 da area 2 (Cap. Il, Tabela 5).
Entretanto, o vigor das sementes demostrado principalmente pela primeira contagem de
germinacao é que apresentou o maior efeito do estresse nas sementes da area 2 (Cap. 11, Tabela
5). Hernandez et al. (2010) salientam que 0s vegetais que apresentam maior atividade do
sistema antioxidante sdo mais resistentes a ambientes estressantes. Segundo Prodanovi¢ et al.
(2007), as enzimas SOD e CAT podem manter a viabilidade e proteger as membranas das
sementes contra as EROs produzidas durante a germinagéo, desde que essas enzimas estejam
presentes em quantidades suficientes. Assim como o H2Oz, o ion superdxido também pode
difundir-se através da bicamada de lipidios (HAYAKAWA et al.,, 1984) e causar sua
peroxidacdo (BAILLY et al., 2006) e por fim a inviabilidade das sementes (MARCOS FILHO,
2015).

Elevadas concentrac¢des de H,O> causam maior estresse oxidativo, como observado nas
sementes da area 2 nas duas primeiras fases da germinacdo, justificando a maior peroxidacao
lipidica nesses momentos. Cabe salientar que nos tratamentos controles, antes do inicio da

germinacdo, ocorreram valores significativamente maiores de H>O> para a area 2, mas 0 MDA



102

ndo diferiu entre as areas no P1, entretanto foram numericamente maiores para a area 2. O maior
contetdo inicial de H202 na rea 2 pode estar relacionado a atividade da SOD e a ndo atividade
da CAT. Contudo, o efeito da peroxidacdo lipidica foi similar ao da area 1, possivelmente
porque o estresse oxidativo estava iniciando e ao final da fase | da germinacéo (P2) isso foi
verificado. A maior peroxidagdo lipidica no P4 da area 2 (numericamente), também pode ser
explicada pela ndo identificacdo da catalase nas duas primeiras fases das germinacao, sendo
que sua expressao apenas no P4 nédo foi efetiva ou suficiente para manter a integridade das
células, principalmente nos tratamentos que ficaram por um tempo maior sob estresse. ELLA
et al. (2009) relatou uma diminuicdo da germinacdo sob imerséo e verificou aumento da
peroxidacgdo lipidica com a diminuicdo das atividades da superoxido dismutase e da catalase.

O perdxido de hidrogénio é uma das EROs mais estaveis, ndo apresenta carga e nao é
um radical livre. Além disso e por ser bastante mdvel, é um componente vital para
desenvolvimento, metabolismo e homeostase (BIENERT et al., 2006), agindo na aclimatacao
e defesa dos organismos (SLESAK et al., 2007). Em Oryza sativa duante a germinagéo sob
temperatura extremas (maximas e minimas), o tratamento com peroxido de hidrogénio durante
a fase inicial de embebicdo causou uma reversdo significativa nos danos oxidativos ao sistema
de membrana. Isso acarretou uma regulacéo positiva da defesa antioxidante, com o aumento da
atividade da superoxido dismutase e da catalase (BHATTACHARJEE, 2013). Obviamente o
H20, em elevadas concentracdes € danoso e um equilibrio com os mecanismos de eliminacdo
das EROs se torna necessario e indispensavel. Bienert et al. (2006) comentam que as EROs e
0s antioxidantes poderiam ter surgido nos primordios da evolucdo das plantas, dada a
importancia do H.O> para o reino vegetal.

Outros estudos mais recentes apontam que o H2O2 é considerado um molécula
sinalizadora do ambiente (LIU et al., 2010; BAILEY-SERRES et al., 2012; HILL, 2012). Ele
estd envolvido na percepcdo de multiplos estresses bidticos e abioticos, incluindo a tolerancia
ao alagamento (RUTSCHOW et al., 2011), sendo benéfico em baixas concentracdes e
prejudicial em excesso (GECHEV e HILLE, 2005; QUAN et al., 2008). Cheng et al. (2015)
estudaram o efeito do H20. em duas cultivares de Triticum aestivum, uma tolerante (Hua 8)
outra intolerante (Hua 9) ao alagamento, e concluiram que o encharcamento resultou em grande
aumento de H>O> e O nas membranas plasmaticas, paredes celulares, mitocondrias e espacos
intracelulares de ambos 0s genétipos, no entanto expressdo de genes da CAT, MnSOD e SOD
foram maiores nos genétipo tolerante.

Nas sementes da area 1, mesmo com expressao continua da SOD e da CAT, elas ndo

eliminaram por completo o H>O2, provavelmente pela sua importancia fisiologica nessa
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condicdo estressante. Entretanto, nas sementes da area 2, as altas concentra¢des do perdxido de
hidrogénio provavelmente prejudicaram o processo germinativo. Um aumento transitorio do
H>O> pode causar ativagdo dos mecanismos de protecdo e reducdo na peroxidacdo lipidica
(CHANG et al., 2016). Petrov e Breusegem (2012) relatam que o H2O; esta relacionado com a
producdo de fatores de transcri¢do, podendo induzir a produgdo macica de proteinas e enzimas,
que por sua vez podem desencadear respostas contra o alagamento ou com a morte celular. Mas
ainda ndo esta claro se ele atua diretamente como sinalizador ou oxida outras moléculas para
esse papel (DESIKAN et al., 2003). Muitos processos metabolicos estdo envolvidos em
genotipos tolerantes e sdo coordenados de uma maneira que facilita a germinacéo e o rapido
crescimento do embrido a emergir de solos inundados (MIRO e ISMAIL, 2013).

4 CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados, a expressao das enzimas ADH e CAT sdo fundamentais
para as sementes de G. klotzschiana suportarem o alagamento.

O maior controle nos teores de peroxido de hidrogénio refletiu em uma menor
peroxidacao lipidica. Isso ocorreu quando houve agdo conjunta das enzimas SOD e CAT.

Sugere-se que estudos mais aprofundados sejam realizados para melhor elucidar quais
sdo os produtos finais dos agucares que entram na respiracao nessa condicdo de privacdo de
oxigénio e os fluxos/vias preferencias, especialmente aquelas que e envolvam da ALDH e a

acetil CoA sintase.
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CONSIDERACOES FINAIS

A fenologia é uma ferramenta importante para acompanhar as matrizes previamente
selecionadas visando a coleta de sementes de maior qualidade fisiologica, ja que os fatores
abioticos sdo variaveis ao longo do ano, neste caso, especialmente, a umidade do solo. Neste
estudo, ficou caracterizado que na area 1 (Lages SC) houve maior atividade e intensidade na
floragdo e na frutificacdo dos individuos, sugerindo que a G. klotzschiana (branquilho) prefere
solos mais enxecados para se desenvolver e se reproduzir.

No inicio da germinacdo era esperado o consumo dos agucares sollveis totais, do amido
e dos lipidios totais, no entanto o que ocorreu foi o inverso, ou seja, 0 acumulo desses
componentes. Outra questdo inusitada foi o acumulo dos lipidios na ultima fase da germinacao
nos tratamentos acima de trés dias sob hipoxia.

Pelos resultados obtidos de germinacdo e vigor, da presenca de enzimas do ciclo
respiratério (ADH e MDH) e enzimas antioxidantes (SOD e CAT), assim como o maior
controle interno no teor de H>O2 e menor peroxidacdo lipidica, as sementes da area 1 (area
sujeita ao alagamento periddico - Lages SC) podem ser consideradas mais adaptadas a condi¢édo
de baixa disponibilidade de oxigénio durante o processo germinativo.

Diante desses resultados, ressalta-se a necessidade de estudos posteriores para tentar
explicar melhor quais sdo as rotas preferenciais do piruvato sintetizado na etapa de glicolise,
bem como elucidar quais as enzimas relacionadas ao ciclo do glioxilato, do ciclo do &cido
citrico e a gliconeogénese, bem como a utilizacdo dos polissacarideos de parede celular e a
sintese de acidos graxos na germinacao.

Em projetos de recomposicdo/restauracdo de areas degradadas que utilizem o
branquilho (G. klotzschiana) em seus arranjos, sugere-se semeadura direta ou producdo de
mudas de sementes coletadas em areas com influéncia do alagamento. Além disso, nessas areas
é que fanerofitos demostraram maior produtividade de sementes e frutos, o que é importante na

escolha de matrizes.
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