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Resumo

Arvores que colonizam as areas alagaveis da Amazonia ficam expostas a longos
periodos de inundacdo. Para sobreviver a essas condi¢des e garantir a perenizagdo da
espécie, as plantas precisam dispor de estratégias de tolerdncia ao alagamento
evidenciadas a partir da formacdo da semente. Esse trabalho teve por objetivo analisar
caracteristicas morfologicas e bioguimicas de sementes de nove espécies lenhosas que
habitam as cotas mais baixas do gradiente de inundacdo nas florestas alagaveis da
Amazodnia Central e avaliar a germinacdo e a formacgdo de plantulas dessas espécies em
condicGes de alagamento. O resultado da analise das reservas totais contidas na semente
mostrou que as espécies investem na producdo de reservas compactadas (carboidratos
estruturais e lipideos), que sdo mobilizados apds a germinacdo das sementes para uso
durante o desenvolvimento da pléntula. As reservas de carboidratos foram compostas,
na sua maior parte, por polissacarideos de reserva de parede celular, que diferiram
muito quanto ao tipo entre as espécies, conforme indicado pelas proporces de
monossacarideos. Para os acUcares solUveis as maiores concentragcdes verificadas foram
de sacarose e rafinose. A andlise da germinacgdo e formacdo de plantulas mostrou que de
maneira geral as espécies estudadas apresentaram adaptacdes a colonizacdo dentro de
ambientes sujeitos a frequentes inundagdes como as que ocorrem nas florestas alagaveis
da Amazbnia, pois todas as espécies com exce¢do de P. discolor, germinaram e
formaram plantulas na agua. Em algumas espécies as porcentagens de formacdo de
plantulas na agua foram bem altas, como verificado para Crateva tapia, Eugenia
inundata e Albizia subdimidiata (> 80%). As plantulas formadas na &gua permaneceram
até mais de 30 dias em condicGes de alagamento e, quando retiradas da agua, a maioria
conseguiu se recuperar. A maioria das espécies estudadas possui sementes com réapida
germinacdo, até mesmo em condicBes de alagamento (<10 dias), uma vez que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa do tempo de germinacdo entre 0s
experimentos de alagamento e controle. O conjunto das caracteristicas detectadas parece
promover estratégias eficazes para a manutencdo das populacdes das espécies
estudadas, o que é confirmado por sua ampla ocorréncia nas florestas alagaveis
Amazonicas.

Palavras-chave: Amazénia Central, Florestas alagaveis, Tolerancia a alagamento,

Morfologia das sementes Bioguimica, Germinacdo, Formagéo de Plantulas.



Abstract
Tree species that colonize the Amazonian floodplains are subjected to long periods of

submersion. To survive these conditions and ensure the perpetuation of the species, they
need to have strategies for flood tolerance that should be evidenced from the formation
of the seed. The goal of this study was to analyze morphological and biochemical seed
characteristics of nine woody species that inhabit the lower portions of the flood-level
gradient in the Central Amazonian floodplains and to evaluate germination and seedling
formation of these species in water. All nine species are of widespread occurrence
within the Amazonian floodplains. The result of analysis of total reserves contained in
the seed showed that species invest in producing compacted reserves (structural
carbohydrates and lipids) that are deployed after seed germination for use during the
development of the seedling. Storage carbohydrates were composed in greater part by
reserve cell wall polysaccharides, which differed greatly on the type among the nine
species, as indicated by the different proportions of monosaccharides. For the soluble
sugars higher concentrations were observed of sucrose and raffinose. Analysis of
germination and seedling development showed that overall species are adapted to
colonization of environments that are subjected to frequent floods, for all species, with
the exception of Parkia discolor, germinated and formed seedlings in water. Crateva
tapia, Eugenia inundata and Albizia subdimidiata were the ones with higher
percentages of germination and seedling development in water (> 80%). Plantlets
formed under these conditions remained in water and were able to withstand over 30
days of flooding and most of them were able to recover when removed from the water.
Most species have seeds that germinate quickly, even in flooded conditions (<10 days),
since there was no statistically significant difference in germination time between
controls and submerged seeds. Overall, we conclude that these characteristics seem to
promote effective strategies for maintaining populations of the studied species in the
Amazonian floodplains.

Key-words: Amazonian floodplains, Tolerance to flooding, Biochemistry,
Germination, Seeds Morphology, Germination, Seedlings Formation.



I. INTRODUCAO GERAL

Na Amazonia Central, as florestas alagaveis associadas aos grandes rios sao
ambientes sujeitos a condi¢des de inundacdo extremas que impdem a algumas arvores e,
principalmente as plantulas, periodos anuais de inundacdo superiores a 200 dias
(Parolin, 2000). A elevada altura da coluna de &gua (cerca de 10m) estabelece no
ambiente a existéncia, ao longo do ano, de uma fase aquéatica e uma fase terrestre para
as espécies que ali habitam (Junk et al. 1989). A composicdo floristica nas areas
alagaveis é influenciada por uma combinacéo de fatores como a frequéncia e a duragédo
da inundacéo, a tolerancia das plantulas a saturacdo hidrica do solo e as caracteristicas
fisico-quimicas do solo, dado que a tolerancia ao alagamento difere entre espécies
(Kozlowski 1984, Pezeshk, 2001, Piedade et al. 2001). A capacidade das plantas
habitando esses ambientes de tolerar longos periodos anuais de inundacdo esta
intimamente ligada a evolugdo de adaptacdes, fisiologicas, morfoldgicas, anatdbmicas e
fenoldgicas, que lhes confere um desenvolvimento e reproducéo eficientes (Kozlowski,
1997; Schongart et al. 2002; Oliveira-Wittmann et al., 2007; Ferreira et al. 2009).

As florestas alagaveis amazobnicas constituem a maior area de florestas
inundaveis do mundo, ocupam o total de 350.000 kmz2, que equivale a mais de 6% da
Amazonia brasileira (Junk et al. 2010; Melack e Hess, 2010). Séo classificadas
segundo a cor, fisico-quimica e a area de captacdo das dguas em varzeas e igapos (Sioli,
1951; Prance 1979). As varzeas sdo florestas inundadas por rios de agua branca ou
lamacenta, sdo extremamente férteis, pois 0s rios associados a essas areas carregam
muitos sedimentos em suspensdo, devido a sua origem, nas regides montanhosas dos
Andes e encostas pré-andinas. Ja os igapds sdo alagados por rios de aguas pretas ou
claras, que drenam regiBes de solos arenosos, bastante erodidos, pobres em nutrientes,
pois se originam em areas geologicamente antigas do escudo das Guianas e do Brasil
Central, sdo aguas acidas, pobres em nutrientes e carregadas de matéria organica diluida
(Prance, 1979; Junk, 1993; Furch, 1984; Junk, 1984; Junk, 1993).

Uma peculiaridade das florestas alagaveis é a distribuicdo das espécies arbdreas
ao longo de um gradiente de inundacdo, ficando a maioria delas restritas a limitadas
faixas topograficas. A distribuicdo, a composicéo e a riqueza nas florestas de varzea esta
diretamente ligada a duracdo do periodo de inundagédo e a altura da coluna de agua
(Wittmann et al., 2004; Parolin et al. 2004; Piedade et al. 2005). Plantas que ocupam as
cotas mais baixas no gradiente de inundacdo s&o mais adaptadas a essas condi¢Oes do

que aquelas que ocupam cotas mais altas (Wittmann et al, 2002). Assim, 0 zoneamento



de espécies ao longo do gradiente de inundagdo nas florestas alagiveis da Amazonia é
resultado dos diferentes niveis de adaptagdes desenvolvidos por essas plantas, para
sobreviver nesses ecossistemas (Wittmann et al. 2002; 2006; Wittmann e Junk, 2003;
Piedade et al. 2005).

A exposicdo ao alagamento causado pelas enchentes anuais nas areas alagaveis
amazonicas é uma das principais causas de estresse, 0 que levou a grande variedade de
adaptacdes encontradas nas plantas desses ecossistemas. Estudos mostram que espécies
de florestas sazonalmente inundadas podem apresentar adaptacfes semelhantes, como
as respostas fenoldgicas das plantas do Delta do Okavango, na Africa, da varzea do
Mekong, no Sudeste da Asia, das planicies aluviais do norte da Australia que assim
como muitas das espécies de arvores das varzeas amazonicas, perdem suas folhas
durante o periodo de cheia (Parolin e Wittmann, 2010). Outra caracteristica observada
nas florestas inundaveis amazénicas, € que a maioria das plantas sincroniza sua floracdo
e frutificagdo com o pulso de inundacdo, dispersando os didsporos durante o pico
méaximo da cheia, periodo que antecede a descida do nivel das aguas (Kubitzki e
Ziburski, 1994; Parolin e Wittmann, 2010). A semente, ao cair na agua, pode flutuar ou
ficar submersa, permanecendo viavel durante varios meses até que as condicGes se
tornem propicias para a germinagdo. Durante esse periodo, sementes de espécies como
Pseudobombax munguba podem emitir radicula ou até mesmo produzir uma planta
enquanto flutuam (Oliveira-Wittmann et al. 2007; Parolin, 2009 ). Outras, como é o
caso de Himatanthus sucuuba, o fazem mesmo submersas (Ferreira et al. 2007). Nesses
ambientes a estacdo seca (quando os niveis de precipitacdo sdo minimos) coincide com
os dois a trés primeiros meses do estabelecimento e crescimento inicial das plantulas,
guando se ocorrem o0s maiores indices de mortalidade de plantulas (Piedade et al. 2000).
Assim, o modo como as plantas reagem aos efeitos da seca ou pds-alagamento, € um
fator importante que influencia a sobrevivéncia e o estabelecimento de plantulas nesses
ecossistemas (Parolin et al. 2010).

Segundo Ferreira et al., (2009), a sobrevivéncia e o crescimento inicial de
plantulas nas planicies aluviais da Amazo6nia podem ser fortemente influenciados pelas
reservas disponiveis nas sementes. Isto ocorre porque, 0s compostos acumulados nas
sementes podem funcionar tanto como fonte de energia para manter processos
metabdlicos em funcionamento e/ou como fonte de matéria para a producéo de tecidos
vegetais que irdo constituir a plantula. Uma vez dispersas as sementes se tornam

individuos independentes da planta mée podendo se desenvolver em outro local com


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2965040/#PLQ003C62
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suas proprias reservas nutritivas, armazenadas principalmente na forma de carboidratos,
lipidios e proteinas (Buckeridge et al. 2004). O estabelecimento das plantulas durante
0 crescimento heterotrofico envolve o uso metabolicamente controlado dessas reservas
(mobilizacéo e particdo dos produtos) até que elas sejam capazes de extrair do ambiente
0S recursos necessarios ao seu crescimento (Buckeridge et al. 2004).

Os ecossistemas alagaveis constituem ambientes extremamente frageis e estdo
em constante e crescente pressdo devido a exploracéo inadequada de seus recursos e as
mudancas no uso da terra (Junk e Piedade, 1997). Além destas, mudancas hidroldgicas e
climéticas sdo de grande importancia, pois elas tém, como efeito direto o aumento do
periodo de seca, diminui¢do da disponibilidade de 4gua subterranea e periodicidade das
inundacdes (Parolin e Wittmann, 2010). Por outro lado, a conservacao desses ambientes
faz-se de extrema importancia, tendo em vista o papel da vegetacdo marginal na
manutencdo da funcdo dos principais cursos de dgua que constituem a bacia e da biota
aquatica, residente ou transitoria, que a utiliza como habitat ou alimento, uma vez que
muitos peixes na Amazonia tém habito frugivoro (Parolin et al. 2010). Assim, € crucial
que se entenda os componentes basicos da regeneracdo natural nos ambientes alagaveis,
como as caracteristicas dos propagulos para germinarem e estabelecerem uma plantula,
para que se possa preservar ou mesmo elaborar planos de manejo e recolonizagéo desses
ecossistemas. Nesse sentido, o tipo de reserva contida nas sementes, especialmente
aquelas que podem ser utilizadas como fontes de energia e carbono nos processos de
germinacdo, de formacdo e estabelecimento da pléantula, sdo ferramentas importantes
para entender como as espécies arbdreas conseguem se estabelecer nesses ambientes
sazonalmente alagados.

Neste trabalho o tema sera discutido em dois capitulos. O primeiro capitulo trata
da morfologia e da bioquimica de sementes de espécies lenhosas, estabelecidas nas
porcbes mais baixas das florestas alagaveis amazbnicas, onde o alagamento é
considerado extremo e, para sobreviver e garantir a perenizacdo da espécie, as plantas
deveriam dispor de estratégias de tolerdncia ao alagamento evidenciadas desde a
formacdo da semente (Ferreira et al, 2009, 2010). Seguindo essa linha de raciocinio, o
segundo capitulo analisa a germinagéo e o estabelecimento de plantulas destas espécies

sob condicdes de alagamento.



1. OBJETIVO GERAL

Analisar caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de sementes de nove

espécies lenhosas que habitam as cotas mais baixas do gradiente de inundacdo nas

florestas alagaveis da Amazonia Central e avaliar a germinacdo e a formacdo de

plantulas dessas espécies em condicdes de alagamento.

I11. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

9)

Descrever a morfologia externa das sementes de nove espécies lenhosas

coletadas nas florestas alagaveis da Amazonia.

Analisar os tipos de reservas (carboidratos, proteinas e lipideos) contidas nas

sementes inteiras.

Fazer um perfil (screening) dos tipos de monossacarideos acumulados nas

sementes inteiras.

Realizar experimentos de germinacdo de sementes para avaliar a porcentagem e

o tempo médio de germinacao das espécies na agua.

Verificar a formacdo de plantulas na agua, bem como a porcentagem de

plantulas formadas.

Acompanhar o tempo maximo que uma plantula, apos germinar na agua, pode

permanecer flutuando sem perder o potencial para se estabelecer no solo.

Analisar o crescimento inicial das plantulas no solo, apds serem retiradas da

agua.

IV. HIPOTESES

As sementes de espécies das areas alagaveis amazonicas apresentam maior quantidade

de carboidratos ndo-estruturais e reservas empacotadas. Esses tipos de reservas séo

mobilizadas, em grande parte, apos a germinacgdo da semente e tem a funcdo de fornecer

energia para 0s processos metabdlicos e/ou sdo fonte de matéria para a formacéo de uma

plantula, até que esta atinja a capacidade autotrofica.



As espécies possuem sementes capazes de germinar rapidamente e produzir
plantulas em condigdes de alagamento, uma vez que, por colonizarem as porcoes
mais baixas do gradiente de inundacdo nessas florestas, as primeiras areas a serem
alagadas e as ultimas a sairem dessa condicdo, o periodo disponivel para o

estabelecimento dessas plantas é menor.

V. METODOLOGIA GERAL

Areas de estudo e coleta do material botanico: O trabalho foi realizado com sementes

coletadas de espécies estabelecidas nas cotas mais baixas do relevo inundavel, das
florestas alagaveis por aguas brancas (varzeas) e por aguas pretas (igap6s) nas
proximidades de Manaus, Amazonas (Fig. 1). Nas varzeas os locais de coleta foram a
Ilha de Marchantaria (3° 1'28.36"S; 60° 8'48.12 "O) e areas adjacentes, localizadas no
Rio Solimdes, distante cerca 20Km de Manaus. Nas florestas de igapds a coleta ocorreu
em areas localizadas nas margens do Rio Negro e afluentes, na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Tupé (RDS Tupé), situado na margem esquerda do
Rio Negro (3° 2'22.88"S; 60°15'6.90"0), a Oeste de Manaus, cerca de 25Km do centro
de Manaus, e as margens do Rio Taruma-Mirim (3°14'8.45"S; 59°56'51.53"0), um
afluente do Rio Negro, situado a aproximadamente 20Km ao norte de Manaus. As
excursdes para realizacdao das coletas ocorreram em maio de 2010, durante o periodo de
cheia dos rios. A altura da coluna de adgua nas areas amostrais foi em média de cinco
metros e o periodo de inundacdo ja& durava cerca de sete meses. O ano de 2011
apresentou uma das maiores cheias ja ocorridas nesses rios, com um pico das cheias de
28,62m (sobre o nivel do mar), duracédo de 246 dias (CPRM, 2011).

Os frutos foram coletados diretamente de matrizes marcadas no campo, entre
trés a cinco individuos, por espécie, de acordo com a disponibilidade de encontrar a
planta com frutos completamente maduros, em inicio de dispersdo. Foram utilizados
pod&o e tesoura de poda para a retirada dos frutos. Apds a coleta, os frutos foram
acondicionados em recipientes de isopor e transportados via aérea para o laboratério de
Fisiologia Vegetal - Universidade de Brasilia (UnB), onde foram despolpados para a

retirada das sementes utilizadas no presente estudo.



A

Tupé RDS- ., Taruma-
g miirim

Figura 1. Mapa das areas de coleta das sementes navarzea (llha de Marchantaria e
cercanias) e no igapd, nas proximidades de Manaus (RDS do Tupé e Taruma-mirim).
Fonte: Google mapas/2011.

Espécies estudadas

O critério principal para a escolha das espécies foi o nivel que estas ocupam no
gradiente de inundacdo, sendo selecionadas as que ocorrem na por¢cdo mais baixa do
relevo das florestas alagaveis da Amazonia. Para isso, foi feita inicialmente uma lista
das espécies, com base em inventarios floristicos realizados para a regido e disponiveis
na literatura (Ferreira e Prance 1998; Parolin et al. 2004; Wittmann et al. 2006), e no
campo, entre as espeécies listadas, foram eleitas aquelas que apresentavam maior numero

de individuos com frutos, no periodo em que foram realizadas as coletas (Tab. 1).



Tabela 1: Espécies utilizadas nesse estudo para analise germinativa e bioquimica,
proveniente das florestas de varzea (Vz) e igapo (1g).

N° Especies Familia Ambiente
1 Albizia subdimidiata Splitg. Fabaceae Vz
2 Laetia crymbulosa Spruce ex. Benth Salicaceae Vz
3 Pouteria glomerata Pohl ex Mig. Sapotaceae Vz
4 Crateva tapia L. Capparaceae Vz
5  Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc) Dugand  Malvaceae Vz
6 Genipa americana L. Rubiaceae Ig
7 Eugenia inundata DC. Myrtaceae Ig
8  Simaba guianensis Aubl. Simaroubaceae Ig
9  Parkia discolor Spruce ex Benth. Fabaceae Ig

Breve descricdo das espécies estudadas

A descricdo das espécies foi feita com base nas informacgdes contidas no
“Manual de Arvores da Amazonia Central — Taxonomia, Ecologia e Uso” (Wittmann et

al. 2010) e consulta a herbarios virtuais, como o The Plant List (www.theplantlist.org).

Albizia subdimidiata (Splitg.) Barneby & J. W. Grimes (Fabaceae)

Nome vulgar paricarana, paricaxirana, mari-mari-bravo. Presente na Amazonia
ocidental, oriental e central. Arvore do estrato médio a superior de florestas secundarias
de varzea baixa, ocasional em florestas com dossel fechado. Base do troco é reta, as
vezes com pequenas raizes tubulares. As folhas sdo bicompostas, paripinadas, com
glandula no peciolo, foliolos assimétricos. Flores brancas em inflorescéncias
umbeladas. Altura varia de 20 a 25m. Frutos sdo vagens achatadas, 8-15cm,

segmentadas. Dispersao pelo vento ou pela agua.
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Laetia corymbulosa Spruce ex Benth (Salicaceae)

Conhecida popularmente por Sardinheira, Turm&. Ocorre nas Américas
Ocidental e Central. Arvore do estagio secundario inicial da varzea baixa, frequente no
baixo Rio Solimdes, nas cotas de inundacdo entre 4-6 m. Atinge uma altura de 20 a
25m, tronco com base reta a levemente digitada, as folhas sdo simples, alternas, disticas,
com margem serrilhada e o peciolo engrossado, levemente acanalado. As flores séo
brancas em inflorescéncias axilares. Frutos sdo bagas carnosas, amareladas quando

maduras 25 x 1,5cm.

Pouteria glomerata (Miq.) Radlk (Sapotaceae)

Conhecida pelas comunidades locais por abiurana, laranjinha, macd do pacu.
Ocorre nas florestas neotropicais, sendo frequente do estrato médio de estagios
secundérios tardios de varzea baixa. Possui latex branco, leitoso, ndo abundante. As
folhas s&o simples, dispostas em espiral, esbranquicadas e com a nervura central
proeminente na face inferior. As flores sdo brancas em inflorescéncias axilares. Os
frutos sdo do tipo baga, coloracdo marrom-amareladas @ 10x5cm, geralmente quatro

sementes por fruto.

Crateva tapia L. (Caparaceae)

Muitas vezes referenciada pela sua sinonimia Crataeva benthamii Eichler, C.
tapia, tem o nome vulgar de catoré. Presente principalmente em regides quentes e
tropicais, as vezes em locais aridos e a uma pequena extensao nos subtrépicos; presente
em estagios secundarios tardios da varzea baixa. Arvore de tamanho médio, base do
tronco reta a acanalada. Folhas simples, oblongas, opostas, verticiladas, com peciolo
pulvinado e nervura central proeminente na face abaxial. Os frutos sdo bagas redondas

marrons, com epicarpo lenticelado, @ 10 cm.

Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc) Dugand (Bombacaceae)

Arvore pioneira ocorrendo até os estagios secundérios da varzea baixa, muito

abundante em cotas de inundagédo entre 4-6 m. Folhas compostas, palmadas. Flores
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brancas multi-estaminadas. Os frutos sdo capsulas loculicidas com casca ligeiramente
rugosa de cor marrom-avermelhada, com inimeras sementes marrons envoltas por pelos
brancos (paina). Floracdo e frutificacdo ocorrem no pico da cheia. A dispersdo é feita

pelo vento, agua e possivelmente por peixes.
Genipa americana L. (Rubiaceae)

Popularmente conhecida por jenipapo ou jenipa. Possui porte arboreo, altura
méaxima de 25m, ocorréncia em areas com florestas abertas e de vegetacdo secundaria
de vérzea, situa-se em locais temporaria ou permanentemente inundados, com ampla
distribuicdo pelas regides tropicais Umidas e subtropicais da América Latina desde o
México até a Argentina (Lorenzi, 1992). Folhas sdo opostas, simples, obovadas, as
vezes levemente serreadas, com peciolos curtos, na maioria das vezes agregadas no final
dos ramos. Estipulas interpeciolares triangulares e subfoliaceas. Flores brancas a
amarelas, tubulares, em curtas inflorescéncias terminais. Fruto do tipo bagas ovoides,
marrons, com um pequeno tubo da abscisdo no apice, 12 x10cm. Dispersdo por

hidrocoria e zoocoria.

Eugenia inundata DC. (Myrtaceae)

Nome vulgar: aracd-do-igap6. Ocorre nas Américas Ocidental e Central.
Arbusto ou arvoreta de estagios pioneiros ao longo da margem de lagos isolados e
canais secundarios. Ocorre também em formacGes monoespecificas onde a inundacgéo
média é maior que 6m, geralmente onde ha influéncia de dgua preta. Tronco com base
reta ou ramificada. Ritidoma liso, com fissuras verticais. Folhas simples, opostas,
ovadas a lanceoladas, brilhantes na face adaxial. Peciolos geralmente encurvados,
estipulas lineares caracteristicas. Flores axilares brancas, fragrantes Frutos do tipo
bacaceo, globoso, ndo se encontram envolvidos por polpa, vermelhos a purpureos,
ovoides com um tubo de abscisdo no apice, @ 1,5 x 1cm. Dispersao é feita por peixes —
ictiocoria (Gressler et al. 2006).

Parkia discolor Spruce ex Benth (Fabaceae)

Conhecida também por faveira, visgueiro-do-higapo. Ocorre na América do sul,

em terrenos arenosos e nas florestas estacionalmente inundaveis dos rios de agua preta -
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igapo (Hopkins, 1986). Frutos do tipo vagem, oblongos, coridceas, indeiscentes, pretos
com a maturagdo, possuem entre 9-15 sementes, separadas em cavidades individuais e

unisseriadas. Dispersdo por hidrocoria (Hopkins, 1986).

Simaba guianensis Aubl. (Simaroubaceae)

Popularmente conhecida por cajurana. Abundante em cotas de inundagédo entre
5-6m. Espécie arborea ocorrente em regides tropicais e subtropicais. Arvore mediana de
7-12m de altura. Os frutos séo drupas carnosas, vermelhas a roxas quando maduras, @

4,5 x 2,5 cm, contendo uma semente.
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CAPITULO |

Caracterizacdo morfologica e bioquimica de sementes de nove
espécies arbodreas de florestas alagaveis da Amazonia
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1. INTRODUCAO

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram 6érgdos cada vez mais
especializados, como as sementes, 6rgdos capazes de nutrir a futura planta durante seu
estagio inicial de crescimento (Bewley e Black, 1994). Poder acumular reservas
possivelmente foi um dos principais fatores no surgimento e na evolugdo das sementes
em plantas. Esse processo evolutivo possibilitou ao novo individuo tornar-se
independente da planta-mée e poder desenvolver-se em outro local, distante daquele de
origem (Buckeridge et al. 2004a). As plantas encontraram diferentes meios de
armazenar reservas em suas sementes, bem como de mobiliza-las, no sentido de
produzir um individuo autotréfico que seja capaz de se adaptar e responder as condi¢des
ambientais vigentes (Buckeridge et al. 2004b). A maioria dos tecidos da semente pode
funcionar como armazenador de reservas, como o perisperma e o eixo embrionario. Nas
angiospermas as principais estruturas armazenadoras séo os cotilédones e o endosperma
(Bewley e Black, 1994).

As reservas desempenham papel decisivo no processo de germinacdo e
construcdo da plantula, pois durante os estdgios inicias de desenvolvimento a nova
planta dependera das reservas armazenadas na semente para se estabelecer. Dentre essas
reservas destacam-se 0s carboidratos, as proteinas e os lipidios. A quantidade e
proporcdo da composicdo dessas reservas podem variar entre géneros ou ainda entre
espécies de mesmo género, de acordo com suas estratégias de dispersdo e
estabelecimento. Estas variagdes vao desde a resisténcia da testa, até a quantidade, o
tipo e a localizacdo do material de reserva da semente, bem como do grau de
desenvolvimento do embrido (Borges e Rena, 1993; Bewley e Black, 1994; Fenner e
Thompson, 2006).

Uma vez que os sinais do ambiente sdo traduzidos em sinais internos na
semente, a forma como estas respondem ao ambiente € de fundamental importancia
(Buckeridge et al. 2004). Assim, as diferentes caracteristicas das sementes, refletem
diversas estratégias de adaptacdo das plantas aos seus respectivos locais de ocorréncia.
Em nivel bioguimico esta a mobilizacdo de certos compostos de reserva, que irdo
funcionar com fonte de energia para os processos metabolicos durante a germinacéao
e/ou como fonte de matéria para construcéo dos tecidos vegetais do novo individuo. As

reservas podem também ter influéncia no tempo de permanéncia das sementes no banco
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de sementes e na sua susceptibilidade a predacdo (Bewley e Black, 1994; Hoshizaki e
Miguchi, 2005; Rajjou e Debeaujon, 2008).

O papel que as reservas desempenham na tolerancia ao estresse causado por
alagamento merece atencdo, especialmente devido os efeitos deletérios do alagamento
em processos metabolicos vitais para a germinacdo e o desenvolvimento da plantula,
bem como seu estabelecimento no ambiente. Sob tais condigdes a composicgéo,
quantidade e mobilizacdo de reservas (proteinas, lipidios e carboidratos) e a atividade de
enzimas relacionadas a producdo de ATP sdo cruciais para o desenvolvimento da

plantula sob condicdes de restricdo de oxigénio (Dolferus et al. 2003).

O objetivo deste trabalho foi descrever os atributos da morfologia externa e a
biometria de sementes de nove espécies lenhosas, que ocorrem nas por¢des mais baixas
das planicies de inundacdo da Amazénia Central, bem como analisar o tipo e o contetdo
de resevas contidas nessas sementes e a relacdo destes com o ambiente de origem das

plantas.

1.1. Referencial tedrico

Embora exista uma enorme variacdo na composicao quimica das sementes, em
praticamente todas as espécies de plantas as substancias armazenadas em maior
quantidade sdo sempre os carboidratos, os lipideos e as proteinas, que constituem seus
principais compostos de reservas (Buckeridge et al 2004, Parolin et al. 2010, Soriano et
al. 2011). Devido a dependéncia do acumulo de reservas dos 6rgdos fotossintetizantes e
das reservas da planta-mae, seu conteddo na semente pode variar mesmo entre
individuos da mesma espécie, em funcao de interacdes entre o gendétipo e o ambiente de
origem da planta. O acimulo de reservas reflete ainda alteracdes na relagdo fonte e
dreno durante o periodo de desenvolvimento da semente, bem como a manipulacdo
genética com a finalidade de superexpressao de genes responsaveis pelo armazenamento
de determinada reserva (Buckeridge et al. 2004, Coelho et al. 2008, Coelho e Benedito
2008; Ferreira et al. 2010).

Durante as etapas de germinacdo da semente e de desenvolvimento inicial da
plantula, os carboidratos e os lipideos sdo utilizados como fonte de energia e carbono
para ativar/manter tais processos, enquanto que as proteinas tém como funcdo principal

armazenar nitrogénio e enxofre, essenciais para a sintese de novas proteinas, acidos
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nucleicos e compostos secundarios na plantula em crescimento (Buckeridge et al.
2004b).

1.2. Carboidratos de reserva

Alteracdes no conteido e no metabolismo de carboidratos durante as etapas de
germinacdo da semente e nas fases inicias de desenvolvimento das plantulas tém sido
bastante estudadas, porém a maioria desses estudos concentram-se em especies de
cereais (Bewley e Black, 1994; Hrmova et. al. 1997; Guimaraes, 1999) devido a

importancia destes para a alimentagdo humana.

O processo de germinacdo envolve a reidratacdo dos tecidos da semente e 0
reparo de algumas estruturas que podem ter sido danificas durante a fase de secagem.
Tais eventos exigem um gasto de energia consideravel. Assim, as sementes armazenam
quantidades significativas de compostos de reserva que servirdo com fonte de energia
para manter esses processos metabolicos, bem como para a manutencdo e 0
desenvolvimento do embrido até que este se torne uma plantula capaz de se manter de
forma autotrdfica. Dentre eles destacam-se os carboidratos pela sua abundancia e
possibilidades de uso. Os compostos derivados de carboidratos e que atuam como
reservas em sementes sdo 0 amido, a sacarose, 0s oligossacarideos da série rafindsica e

0s polissacarideos de parede (Buckeridge et al. 2004a).

1.2.1. Amido

O amido constitui uma das mais amplas formas de reserva em plantas e ao longo
da evolucdo tem sido usado como uma das mais importantes fontes de energia para as
cadeias alimentares nos ecossistemas (Zeeman et al. 2004). Em vista disso, muitos
organismos desenvolveram a capacidade de produzir enzimas capazes de degradar o
amido, liberando moléculas de glicose que poderdo ser utilizadas no metabolismo

energético (Amaral et al. 2007).

Por ser insollvel em &gua e apresentar alto poder de empacotamento o amido
pode ser estocado em grandes quantidades nas células vegetais. Em cereais ele € a
principal fonte de carboidrato (Guimaraes, 1999). Nas células vegetais o amido €
estocado em organelas especiais denominadas amiloplastos. O amido é formado por
unidades de glicose, organizadas em dois homopolissacarideos, a amilose e a

amilopectina (Amaral et al. 2007; Lehninger, 2002). A amilose quase ndo apresenta
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ramificagdes, as unidades de glicose estdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo al,4,
com pouquissimas ligagdes al,6. Ja a amilopectina é altamente ramificada, com cadeias
de residuos de glicose ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a (1,4) e
ramifica¢des a (1,6) (Bewley e Black, 1994; Buckeridge et al., 2004a).

1.2.2. Sacarose e oligossacarideos da série rafinosica

A sacarose e oligossacarideos da serie rafindsica correspondem aos agulicares
soliveis mais abundantes nas sementes (Buckeridge et al., 2004a). A sacarose €
formada por dois monossacarideos, glicose e frutose, unidos por uma ligacéo
glicosidica. Os oligossacarideos da série rafindsica sdo formados por até 10
monossacarideos, em que um residuo de sacarose esta unido a um, dois ou trés residuos
de galactose para formar, respectivamente, rafinose, estaquiose e verbascose (Lehninger
2002; Kerbauy, 2008). S&o carboidratos pré-formados nas sementes e os primeiros a
serem degradados durante a germinacdo, assim, acredita-se que sejam compostos de
reserva, e atuem como substrato da respiracdo durante na fase inicial da germinacao
(Bewley e Black, 1994). Contudo, a principal funcdo dos oligossacarideos tem sido
atribuida a propriedade das sementes ortodoxas de estabilizarem suas membranas e,
com isso, poderem permanecer secas por um longo periodo, depois podendo germinam

normalmente (Buckeridge et al. 2004a).

1.2.3. Polissacarideos de reserva de parede celular - PRPC

Outra reserva comumente encontra em sementes tem sido os polissacarideos de
parede celular. Esses compostos acumulados sdo posteriormente, degradados e
utilizados com fonte de carbono para o crescimento do embrido (Buckeridge et al.
2004b). Os polissacarideos podem estar presentes na parede celular dos cotilédones e
dos endospermas das sementes. Assim, para utilizar essas reservas ao longo da evolugéo
as plantas desenvolveram mecanismos biogquimicos extremamente complexos que
permitem o desmonte da parede celular e o uso de seus produtos de hidrélise
(Goncalves et al. 2010).

A parede celular dos vegetais superiores é constituida por trés dominios: (1)
composto por microfibrilas de celulose entrelagadas por hemiceluloses; (2) composto
por substancias pécticas e (3) formado por material proteico. Embora estruturalmente

independentes, mas interagindo entre si, esse trés dominios exercem varias funcoes,
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como manter a forma celular, conferir resisténcia mecénica aos tecidos, controlar a
expanséo celular, protecdo a ataque de microorganismos, armazenar reservas e fornecer
moléculas sinalizadoras em processos bioquimicos e fisioldgicos (Carpita e Gibeaut,
1993).

Os polissacarideos de parede celular sdo constituidos por muitos
monossacarideos (acima de dez), unidos por ligacbes glicosidicas, formando cadeias
lineares ou ramificadas (Lehninger, 2002; Kerbauy, 2008). Séo classificados de acordo
com sua estrutura quimica em trés grupos distintos: os mananos, os xiloglucanos e os
(arabino) galactanos. Por sua vez, os mananos sdo subdivididos em mananos puros,

glucomananos e galactomananos (Buckeridge et al. 2000).

Os mananos puros sao artificialmente definidos como contendo mais de 90% de
manose formando uma cadeia linear do tipo p-1—4 sem ramificag¢des, podendo ou nao
apresentar ramificacbes de galactose. Os mananos apresentam alto grau de
interatividade intermolecular, formando cristais na parede celular, o que confere dureza
e diminui sua solubilidade. Os mananos sdo encontrados em endospermas de sementes
de espécies de monocotileddneas (Phoenix dactyliferae, Phytelephas macrocarpa) e
dicotiledoneas (Coffea arabica) (Buckeridge et al. 2000).

Galactomananos sdo polissacarideos formados por uma cadeia principal de
manose ligada beta-1,4, a qual se unem a unidades de galactose, através de ligacbes
glicosidicas do tipo alfa-1,6. Algumas espécies acumulam galactomanano na parede
celular do endosperma de suas sementes como, Trigonella foenum-graecum L.,
Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub. e Sesbania virgata (Cav.) Pers. sendo degradado
apos a germinacdo (Buckeridge et al. 2004a, Tonini et al. 2010) A degradacdo dos
galactomananos se da pela acéo de trés enzimas hidroliticas a-galactosidase, endof-1,4
mananase e P-manosidase. Os galactomananos devido a sua maior solubilidade
influencia o fluxo de agua durante os estagios iniciais de germinagdo, pois absorve

grande quantidade de &gua e a distribui ao redor do embrido (Kerbauy, 2008).

Os xiloglucanos de reserva de sementes sdo compostos por uma cadeia principal
B-D-(1—4)-glucano ramificada com ligagdes a-(1—6) por residuos de D-
xilopiranosideos ou [B-D-galactopiranosideo-(1—2)-D-xilopiranosideos. Exceto pela
auséncia de terminais fucosil ligados [a-L-(1—2)] nos grupos -D-galactosideos, existe

uma grande semelhanca entre xiloglucanos de reserva (em sementes) e xiloglucanos



22

estruturais de paredes primarias, em tecidos vegetativos de dicotiledoneas (Buckeridge
et al. 2000). Sua funcdo de reseva em cotilédones foi observada em sementes de
Copaifera langsdorffii Desf. e Hymenaea courbaril L.(Buckeridge et al. 2000). A
mobilizacdo xiloglucanos ocorre apds a germinacdo devido a acdo das enzimas f-
galactosidase, endo-p-glucanase (ou endo transglicosilase — XET), a-xilosidase ¢ f-
glucosidase, ocorrendo a0 mesmo tempo a producdo de alguns agucares como a frutose,

glucose e sacarose (Tiné et al. 2000)

1.3. Lipideos

Os lipideos sdo um dos compostos de reserva mais amplamente encontrados na
natureza, tanto em animais como nos vegetais. Responsaveis por diversas funcdes
biolégicas compbem as estruturas celulares, principalmente membranas (Bobbio e
Bobbio, 2003). Em sementes sdo uma importante fonte de energia e carbono para a
germinacdo e o desenvolvimento das plantulas (Buckeridge et al. 2004a). Algumas
espécies podem armazenar grandes quantidades de Oleos em suas sementes. Em
Euphorbia heterophylla L. os lipidios constituem cerca de 60% da massa seca da
semente (Suda e Giorgini, 2000).

Nas sementes o0s lipideos sdo acumulados na forma de triglicerideos e
armazenados em organelas chamadas corpos lipidicos. Embora a composicao de acidos
graxos possa variar em funcdo das caracteristicas genéticas e do meio ambiente,
geralmente os 4&cidos palmitico, oléico, linoléico e linolénico ocorrem em maior
quantidade, chegando a compor até 60% da massa de algumas sementes oleaginosas
(Buckeridge et al. 2004, Taiz e Zeiger, 2010).

O processo de biossintese de lipideos envolve trés tapas: (1) producdo do
esqueleto principal de glicerol, (2) producdo de acidos graxos e (3) a esterificacdo do
glicerol com as cadeias de acidos graxos. Durante esse processo varias organelas estdo

envolvidas, sendo iniciada a produgéo nos plastidios (Bewley e Black, 1994).

A hidrolise dos triglicerideos é atribuida. Esses compostos séo hidrolisados por
essas enzimas liberando acidos graxos e glicerol, este tltimo sendo usado como fonte de
carbono para a sintese de glicose, os acidos graxos livres sdo entdo degradados, gerando
acetil, que também serd usado na sintese de glicose. Os subprodutos da hidrolise de

trigliceridios também podem servir para nova sintese de trigliceridios, utilizados na
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respiracdo, ou convertidos a sacarose e transportados ao eixo em crescimento (Bewley e
Black, 1994; Buckeridge et al. 2004b). J& os produtos dos &cidos graxos livres, acetil-
CoA, poderdo ser utilizados na respiracdo celular ou na sintese de glicose (Bewley e
Black, 1994).

1.4. Proteinas

As proteinas sdo homopolimeros, macromoléculas complexas pertencentes a
classe dos polipeptidios, pois sdo formadas por aminoacidos unidos entre si por ligacoes
peptidicas, (ligacdo peptidica é a unido de um grupo amino (-NH2) de um amino&cido
como grupo carboxila (-COOH) de outro aminoéacido, através da formacdo de uma
amida). Durante o desenvolvimento das sementes de plantas superiores a sintese desses
compostos se da no reticulo endoplasmatico, sendo posteriormente transportados até
seus locais de armazenamento, 0s vactolos de reservas ou corpos proteicos. A sintese e
deposicdo dessas proteinas podem ser reguladas espacial e temporalmente, podendo
aparecer em diferentes estagios do desenvolvimento da semente em cada espécie
(Guimaraes et al. 1999; Buckeridge et al. 2004b).

Na maioria das espécies essas reservas estdo presentes em menor propor¢ao em
relacdo aos carboidratos e lipideos, mas ndo sao menos importantes, pois sdo compostos
essenciais para todas as células vivas (Marcos Filho, 2005; Taiz e Zeiger, 2010). No
entanto, existem algumas sementes que acumulam quantidades significativas de

proteinas como, soja, feijao, ervilha, cevada, trigo e centeio (Marcos Filho, 2005).

As proteinas de reserva de sementes, segundo classificacbes mais modernas
podem ser divididas em: (a) proteinas de reserva, cuja funcdo é armazenar nitrogénio,
carbono e enxofre; (b) proteinas estruturais e metabdlicas (housekeeping), essenciais
para 0 crescimento e a estrutura da semente; e (3) proteinas de protecdo, que podem
conferir a planta ou a semente resisténcia a patdgenos microbianos, invertebrados ou

dessecacgéo (Buckeridge et al. 2004a).

Os principais grupos proteicos de reserva incluem as prolaminas principais
proteinas de reserva em cereais e gramineas selvagens (s@o insolluveis em &gua e
soliveis em solucdes salinas); glutelinas, presente em trigo, milho e outros cereais; as
globulinas que sdo os principais componentes das proteinas da maioria das

dicotileddneas e as albuminas também amplamente encontradas em dicotileddneas,
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sendo muito estudadas em Cruciferaceae (Bewley e Black, 1985; Suda e Giorgini,
2000).

As proteinas podem ser encontradas em todos os tecidos da semente, porém em
maior quantidade no embrido. Em sementes de cereais as maiores concentracdes sao
encontradas no embrido e na camada de aleurona. Em sementes de leguminosas, as
globulinas séo as principais proteinas armazenadas, representam mais de 70% das
reservas de nitrogénio. J& as prolaminas geralmente estdo ausentes ou em baixas

concentracdes nas sementes das dicotileddneas (Bewley e Black, 1994).

As proteinas desempenham um importante papel como reservas em sementes,
pois como os demais compostos de reserva (carboidratos e lipidios) sdo mobilizadas
assim que tem inicio o desenvolvimento do embrido, normalmente suportando o
crescimento da plantula até que esta atinja a autotrofia. Elas sdo também mobilizadas
para estruturacdo dos processos que conferem capacidade de absorcdo de nutrientes e

realizacéo de fotossintese (Buckeridge et al. 2004b; Cortes et. al 2006).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Descricao morfologica e biometria das sementes

Neste trabalho, utilizamos o termo “semente” no sentido estrito botanico, para
definir o dévulo desenvolvido ap6s a fecundacdo, que contém um embrido (eixo
embrionario e cotilédones) e o tecido de reserva (as vezes ausente), ambos protegidos

por um envoltério (tegumento) (Aqlila, 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

Para a descri¢cdo da morfologia externa das sementes os parametros utilizados
foram: coloracdo, forma, textura e biometria de uma amostra composta de 50 sementes
de cada espécie estudada. A coloracdo, forma e textura foram descritas de acordo com
Barroso et al. (1999) e Camargo et al. (2008). As sementes foram colocadas em caixas
Gerbox contendo agua, a fim de verificar se afundavam ou permaneciam boiando na
superficie. Para as analises biométricas foram tomadas as medidas de comprimento,

largura e espessura das sementes com o auxilio de um paquimetro digital.

2.2. Analises bioquimicas das reservas de sementes
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Em funcdo do importante papel que os compostos das sementes desempenham
na germinag&o e estabelecimento da plantula, de cada espécie estudada foram analisados
0s seguintes componentes quimicos das sementes inteiras: proteinas totais, lipideos
totais e carboidratos, este ultimo classificado em carboidratos néo estruturais (agucares
sollveis totais - AST, glicose, sacarose e oligossacarideos da série rafindsica) e
carboidratos estruturais (amido e polissacarideos de reservas de parede celular — PRPC).

Para tanto, as sementes foram congeladas a -20C por 72h e em seguida
liofilizadas e moidas em moinho de bola, sendo entdo armazenadas em potes
hermeticamente fechados a 4° C até as analises. Devido a dificuldade de retirada do
tegumento das sementes, todas as amostras foram analisadas com a casca, exceto P.

glomerata e C. tapia.

2.2.1. Extracao e dosagem de proteinas totais

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976). Amostras de
10 mg de sementes liofilizadas e moidas foram extraidas com 1 mL de tampédo PBS
(Phosphate Buffer Saline pH 7,4). O tampédo PBS possui a fungéo de estabilizar o pH,
além de aumentar o rendimento da extracdo. Por ser salino, facilita a liberacdo das
proteinas, degradando as membranas. O periodo de extracdo foi de 24h a 4°C. Apos
esse periodo, as amostras foram agitadas em vortex e, em seguida, centrifugadas a
13000 rpm por 10 minutos. Foi retirada uma amostra do sobrenadante de 10 pL e
adicionados 790 pL de agua destilada e 200 uL de solucdo de Bradford, totalizando
1000 pL. Utilizou-se o comprimento de onda de 595 nm e comparou-se com a curva

padrdo com BSA.

2.2.3. Extracdo e dosagem de lipideos totais

Para andlise da quantidade de lipideos totais, foram adaptados os métodos de
Ramadan et al. (2009) e Metherel et al. (2009). Uma amostra de 200 mg da semente
liofilizada e moida foi extraida com 2 mL de solvente organico hexano e colocada em
ultrassom durante 25 minutos. ApOs esse periodo, o sobrenadante foi retirado e
realizado uma nova extragdo por mais 2 vezes. O volume total do solvente foi
evaporado em capela durante 48h e a quantidade total de lipideos estimada em balanga

de precisao 0,0001g.
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2.2.4. Reservas ndo-compactadas
2.2.4.1. Extracdo e dosagem de acgucares soluveis totais (AST):

Para a dosagem de AST foi utilizado o método fenol-sulfurico adaptado de
Dubois et al. (1956). Cada amostra- contendo 10 mg de p6 foi submetida a quatro
extragdes com 500 uL de etanol 80% (v/v) cada, e incubadas em banho-maria a 80 °C
por 20 minutos. Apos cada extracdo, a mistura foi centrifugada. Em seguida, foi feita a
coleta do sobrenadante (50uL) e reagindo com 500uL de Fenol a 5% e 2500 uL de
Acido sulfarico PA, o teor de AST foi quantificado em espectrofotdmetro a 498 nm,
com curva padrdo de glicose. Esse método é chamado de fenol-sulfarico adaptado de
Dubois et al. (1956). A composicdo dos aclcares sollveis foi realizadapor CLAE
(cromatografia liquida de alto desempenho). As amostras foram deionizadas através de
passagem por resinas Dowex cationica e aniénica, apos esse processo as amostras foram
filtradas (Millipore 0,25 pm) e entdo analisadas por cromatografia de troca i6nica de
alto desempenho, com detector de pulso Amperométrico (modelo DX500), com coluna
CarboPac PA-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) através de eluicdo
isocratica com 200 mM de hidréxido de sédio em agua, com fluxo ImL/min : 0-15 min
50 % NaOH 200 mM e 50 % H20, 15-20 min 100 % NaOH 200 mM, 20-25 min 50 %
NaOH 200 mM e 50 % H20. As areas de cada pico foram corrigidas de acordo com a

sensitividade do detector para cada acUcar (Santos e Buckeridge 2004).

2.2.5. Reservas compactadas
2.2.5.1. Quantificacéo de Amido

O amido foi extraido a partir do pellet da extracdo de AST, por meio do método
proposto por Amaral et al. (2007). Foram utilizados 10 mg de cada material vegetal
seco, que teve os AST previamente extraidos. Onde foi adicionado 0,5 mL (120 U mL-
1) de a-amilase (EC 3.2.1.1) termoestavel de Bacillus licheni-formis (cod. E-ANAAM,
MEGAZYME, Irlanda), diluida em tampd&o MOPS 10 mM pH 6,5. Apds incubagéo a
75°C por 30min, este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 120 unidades
de enzima. As amostras foram resfriadas até 50 °C, e entdo se adicionou 0,5 mL de uma
solugéo contendo 30 U mL-1 de amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de Aspergillus niger
(c6d.E-AMGPU, MEGAZYME, Irlanda) em tampdo acetato de sdédio 100 mM pH 4,5.
As amostras foram incubadas a 50°C por 30 min. Este procedimento foi repetido mais
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uma vez. Apos as incubacdes descritas acima, foram acrescentados 100 pL de 4cido
perclérico 0,8 M para parar a reacdo e precipitar proteinas. Ap6s uma répida
centrifugacdo (2 min a 10.000 g), procedeu-se a dosagem de amido nos extratos, através
de quantificacdo da glicose liberada no processo de hidrdlise. Para tal foram retiradas
aliquotas de 20 uL de extrato, as quais foram adicionados 300uL do Reagente Glicose
PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas glucose-oxidase (~11000
U mL-1) e peroxidase (~700 U mL-1), 290 umol L-1 de 4-aminoantipirina e 50 mM de
fenol pH 7,5. Apos incubacdo por 15 min a 37 °C, o teor de glucose foi determinado em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda 490 nm. Foi feita uma curva padrdo a
partir da solucdo de glicose (SIGMA), nas concentra¢des de 0; 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10 pg

mL?.

2.2.5.2. Andlise de polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC)

Utilizou-se 0 método de fracionamento de parede celular desenvolvido a partir
do procedimento de Gorshkova et al. (1996), onde, apds serem extraidos amido e
acucares sollveis da amostra (300 mg de cada material vegetal), os demais compostos
de carbono foram solubilizados. Os tipos de PRPC foram analisados por meio de seu
fracionamento em porcBes pécticas (oxalato de amonio) e hemicelulésica (NaOH 1 e 4

molar).

a) Extracdo de pectinas: essa extracdo foi feita adicionando-se 40 ml de oxalato de
amonio 0,5% (p/v) para os 500 mg iniciais de p6. O material foi incubado por 60
minutos com agitacdo constante a 80° C (quatro vezes). Ao final de cada extracdo o
material foi centrifugado (10.000 rpm por 10 min), o pellet foi lavado trés vezes com
agua destilada, seco (liofilizado) e pesado. O sobrenadante foi dialisado com agua de
torneira por 24 horas, seguido de trés a cinco trocas com agua destilada. Em seguida o
sobrenadante foi liofilizado para posterior quantificacdo por cromatografia liquida de
alto desempenho (CLAE).

b) Fracionamento da parede celular com NaOH: foram adicionados aos tubos 20ml de
solugcdo NaOH 1M com NaBH, (3 mg/ml). As amostras permaneceram em agitagdo por
1h a temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. O
precipitado foi lavado de trés a quatro vezes em agua destilada, seco no liofilizador e

pesado. Repetiu-se o procedimento para a solu¢cdo de NaOH a 4M. Para analise de
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hemicelulose os sobrenadantes das fraces 1M e 4M foram neutralizados e dialisados
com 4gua de torneira durante 24 horas, seguido de trés a cinco trocas com &gua

destilada. O sobrenadante das fracdes 1 e 4M foram liofilizados para analise em CLAE.

c) Hidrdlise acida: foram retiradas cinco miligramas do material dialisado e liofilizado
de cada amostra resultantes das extragdes com NaOH 1 e 4M para hidrélise. Esse
material foi colocado em tubos de ensaio de vidro com 100 uL de H2SO4 72% p/p e
levado ao banho-maria por 45 minutos a 30°C. Posteriormente foi acrescentado 1mL de
agua deionizada e levado para autoclave por uma hora. Ao final desse processo as
amostras foram neutralizadas e passadas em coluna de troca i0nica e catiénica Dowex e

em seguida filtradas (Millipore 0,25 um).

d) Analise de carboidratos por CLAE (cromatografia liquida de alto desempenho): a
composicdo dos carboidratos de parede celular foi determinada por cromatografia de
troca ibnica de alto desempenho com detector de pulso amperométrico (HPAEC-IPAD
modelo 1CS3000, marca Dionex Sunnyvale, (HPAEC-IPAD modelo 1CS3000
Califérnia) eluicdo isocratica com 200 mM NaOH por 40 minutos (1 mL/min), com
sistema de pdés-coluna de NaOH 0,5M (0,5 mL/ min) . Os dados do detector foram
comparadas com os padrbes nas concentracdes 2,5; 5,0; 10; 20; 40; 80; 160 uM.

Programa utilizado Chromeleon Software.

2.3. Analise estatistica

Foram feitas curvas de calibracdo para determinar as concentracGes de agucares
soluveis, amido, proteinas e polissacarideos presentes na semente. As curvas foram
ajustadas por meio de analise de regressdo R? de 0,99. O contetido de cada composto foi

calculado em relacdo a massa seca da semente.

3. RESULTADOS

3.1. Descricdo morfologica e biométrica das sementes

A descricdo da morfologia externa das sementes, bem como as medidas de

biometria, das nove espécies estudadas esta apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Morfologia externa (forma, coloracdo e textura) e valores medios, seguido de
desvio padrdo, do comprimento (C), altura (A) e espessura (E) das sementes. A
dimens&o dos quadrados em todas as fotos corresponde 1cm? n = 50.

Descricdo

Fotos das sementes

Albizia subdimidiata (Splitg.) Barneby & JW Grimes

Subquadrangular, verde com testa rigida, textura lisa,
pleurograma mediano. C= 4,89 (x 1,56)mm, A= 4,08 (
1,399mm, E= 1,76 ( £ 0,23)mm. N&o flutua quando
colocada na agua.

0Q

Laetia corymbulosa Spruce ex Benth

Angulosa, contorno obovado ndo alada, solta das valvas
de cor castanha, a superficie é vesiculosa. Dimensfes: C=
3,21(x0,31)mm, A= 2,29(+0,26)mm, E= 1,97(+0,32)mm.
N&o flutua quando colocada na agua.

ole]

Pouteria glomerata (Mig.) Radlk.

Ovéide a elipsoide, com superficie lisa e glabra de
coloragdo marrom, pleurograma regular, igual (90%) sem
conexao. Dimensoes: C= 21,5(x2,2)mm, A=
17,1(x2,6)mm, E= 13,7(x2,0)mm. Na&o flutua quando
colocada na agua.

Crataeva tapia L.

Curva ou cocleariforme, coloragdo marrom-escura, testa
pilosa e rigida. C= 8,06 (+ 0,60)mm, A=9,13 (+ 0,97)mm,
E= 4,63 (x 0,62)mm. Néao flutua quando colocada na
agua.
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Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc) Dugand

Angulosa, testa estriada, colora¢do marrom, envoltas
por pélos (paina). C=2,47 (+ 0,03)mm, A=9,13 (+
0,97)mm, E= 4,63 (+ 0,62)mm. Flutua quando esta
envolta pela paina.

Genipa americana L.

Achatada com  perfil irregular, obovada a
irregularmente arredondada em secdo longitudinal, e
eliptica em secdo transversal. Coloragdo marrom,
textura levemente rugosa (Andrade et al.,1999). C=
6,51(x 1,10)mm, A= 4,52(x 1,02)mm, E= 1,14(z
1,15)mm. N&o flutua quando colocada na agua.

Eugenia inundata DC.

Formato semi-esférico e emarginado em uma das
extremidades, testa distinta em duas partes, uma menor
marrom-escura e outra marrom-clara, com textura lisa.
C= 5,52(x 0,63)ymm, A= 7,25(x 0,64)mm, E= 4,26(x
0,40)mm. Né&o flutua quando colocada na agua.

Simaba guianensis Aubl.

Pirénio: anguloso, superficie aspera, com sulcos em
secdo longitudinal/ perpendicular e bordos sinuosos,
cor marrom. Semente formato de rime, marrom-claro,
textura lisa com algumas ondulagdes. C= 17,67(x
1,03)mm, A= 9,42 (+ 0,59)mm, e E= 4,46(x 1,07)mm.
Néo flutua quando colocada na agua.

Parkia discolor Spruce ex Benth

Eliptica a oblonga, com base emarginada na regido do
hilo, de cor preta, testa lisa e glabra. Pleurograma
regular, igual (90%) sem conexdo. C=16,56(x 0,99)
mm, A= 5,31 (x 0,991)mm, E= 4,15(x 0,62)mm. N&o
flutua quando colocada na agua.
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3.2. Analise da composicao bioquimica das sementes
3.2.1. Reservas totais

A andlise da composicao das sementes mostrou que os carboidratos totais (ndo
estruturais e estruturais) constituem mais de 50% da massa seca das sementes das nove
espécies estudadas (Fig. 1, Tab. 2). A concentracdo de lipideos diferiu substancialmente
entre as espécies: E. inundata teve a menor concentracdo (< 2,0%), e L. corymbulosa

teve a maior (>40%). As proteinas estavam presentes em baixas concentragdes (< 3%).

[ Carboidratos
[ Lipideos
1 Proteinas

100 — =

80

(%)

60

40

20

Figura 1. Componentes (%) das sementes de nove espécies arboreas das florestas
inundaveis da Amazonia (varzea e igap0). Numero de 1 a 9 corresponde as espécies: 1.
A. subdimidiata; 2. L. corymbulosa; 3. P. glomerata; 4. C. tapia; 5. P. Munguba; 6. G.
americana; 7. E. inundata; 8. S. guianensis; 9. P. discolor.

3.2.2. Reservas de carboidratos nas sementes
A analise dos carboidratos totais mostrou que as espécies apresentaram maiores
contetidos de reservas compactadas (amido e PRPC) (Fig. 2) em suas sementes, sendo

que o principal tipo acumulado corresponde aos PRPC (Tab. 2).
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. A subdimidiata
. L. corymbulosa
. R glomerata

. C. tapia

. P munguba

G. americana

7. E. inundata

o KL

. S, guianensis
. R discolor

Figura 2. Porcentagem (%) de amido, PRPC e acUcares sollveis que constituem as

reservas de carboidratos totais das sementes.

Em P. discolor os PRPC representam mais que 85% do total das reservas de

carboidratos da semente, enquanto que as concentracdes de AST e amido variaram

substancialmente entre as espécies, A. subdimidiata apresentou o maior teor de AST

(32.1%), enquanto P. glomerata e E. inundata tiveram mais amido (>24%), e P.

Munguba e P. discolor os menores teores de amido (< 6%), (Tab. 2).

Tabela 2. Valores em porcentagem dos tipos de reservas de carboidratos, presentes nas
sementes de nove espécies arbdreas das florestas alagaveis da Amazonia.

Espécies

A. subdimidiata
L. corymbulosa
P. glomerata
C. tapia

P. Munguba

G. americana
E. inundata

S. guianensis

P. discolor

Carboidratos (%)

Totais pg/mg AST Amido PRPC
672.9 32.1 3.3 64.6
357.5 7.3 7.6 85.1
421.0 7.1 28.8 64.1
483.0 8.0 36.1 55.9
572.7 14.1 0.6 85.3
278.7 30.4 2.3 67.3
673.5 17.5 25.6 56.9
626.5 12.9 20.0 67.1
586.4 11.8 0.4 87.8
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Da composicdo do total de agucares sollveis, os resultados mostraram que a
sacarose é 0 acUcar predominante em todas as espécies, com excecdo de C. tapia em
que os maiores teores foram de glicose (49.1 %), seguido de frutose (30.9 %). Embora a
sacarose seja o principal aclcar das sementes de A. subdimidiata, G. americana, P.
discolor e P. glomerata, estas também apresentaram quantidades substanciais de

frutose, glicose e rafinose (Tab. 2).

Tabela 3: Composicdo (%) dos acucares sollveis das sementes de nove espécies
arbéreas das florestas inundaveis da Amazonia.

Acucares soluveis (%)

Espécies Frutose Glicose Rafinose Sacarose
A. subdimidiata 0.1 0.2 35.9 63.8
L. corymbulosa 2.1 3.3 10 84.6
P. glomerata 13.3 22.4 7.4 56.9
C. tapia 30.9 49.1 0.8 19.2
P. Munguba 0.6 9.7 9.1 80.6
G. americana 24.4 13.7 5.3 56.6
E. inundata 4.2 9.1 4.2 82.5
S. guianensis 1.7 29.1 26.4 42.8
P. discolor 19.2 0.1 22.5 58.2

A hidrdlise acida dos (PRPC) altos teores de arabinose, galactose, glicose,
manose (Tab. 04) coerentes com as fragOes obtidas das amostras com oxalato de aménio
e NaOH 1.0M e 4M (Tab. 5). A espécie A. subdimidiata apresentou o maior teor de
xilose (18.4%) nas sementes, enquanto C. tapia, ndo apresentou nem tracos desse
acucar. C. tapia, juntamente com P. glomerata, no entanto foram processadas sem o
tegumento. Concentracdes de xilose estdo relacionadas a presencga de xilanos. Contudo
as sementes foram processadas e analisadas com o tegumento, assim, esse
monossacarideo talvez seja proveniente deste, com exce¢do de P. glomerata e C. tapia
que tiveram o tegumento das sementes retirado. Portanto, a presenca do tegumento pode

ter contribuido para os elevados teores de xilose e residuos ricos em celulose.
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A andlise dos PRPC mostrou uma diferenca na constituicdo em monossacarideos
das sementes das espécies. Nas sementes de L. corymbulosa e P. discolor, mais de 60%
dos polissacarideos de parede celular eram constituidos por de galactose, e mais de 16%
de manose. Padrdo parecido também foi observado para A. subdimidiata, mas com
valores maiores de manose (>30%) e menores de galactose (>40%). As concentracfes
glicose encontradas nas sementes dessas especies podem ser resultantes de alguma
fracdo de amido ainda presente nas amostras, tendo em vista os baixos valores
apresentados (< 2%), (Tab.4). De acordo o sistema de classificacdo dos PRPC, essas
fracbes de galacatose: manose nas proporcdes evidenciadas neste estudo para A.
subdimidiata, L. corymbulosa, e P. discolor , indicam a presenca de um galactomanano.
Em sementes de P. munguba, E. inundata e S. guianensis 0s monossacarideos em maior
porcdo sdo, glucose, galactose e manose, 0 que sugere a presenca de um
galactoglucomanano. Os polissacarideos de parede celular das sementes de P.
glomerata e G. amaericana sdo compostos em sua maioria por arabinose > 40% e

galactose >30%, porc¢des correspondente a de (arabino)galactano, (Tab. 4).

Tabela 4: Composicdo (%) dos monossacarideos de reserva de parede celular, nas
sementes de nove espécies arbdreas das florestas inundaveis da Amazonia.

Monossacarideos (%)

Especies Arabinose Galactose Glicose Manose Xilose Clai,sF'{fI'Dngéo

A. subdimidiata 0.0 43.2 0.8 37.6 18.4  9alactomanano
L.corymbulosa 0.0 70.6 4.0 16.5 4.8  Yalactomanano

P. glomerata 57.6 39.0 1.8 0.6 09 (arabino)galactano
C. tapia 0.0 11.4 58.7 30.0 00 Glucomanano

P. munguba 0.0 39.8 173 36.2 6.6  Yalactoglucomanano
G. americana 49.1 39.1 3.4 6.9 15 (arabino)galactano
E. inundata 0.0 28.2 32.9 38.1 09 9alactoglucomanano
S. guianensis 0.0 60.9 13.9 24.3 0.9  galactoglucomanano

P. discolor 2.7 68.2 1.8 20.3 7.0 9alactomanano




35

4. DISCUSSAO
4.1. Andlise bioquimica das sementes

O resultado da analise das reservas totais contidas na semente demonstra que 0s
carboidratos (agUcares sollveis, amido e PRPC) constituem o principal material de
reserva acumulado, para todas as espécies investigadas neste estudo. Pesquisas com
espécies tropicais tém revelado uma elevada diversidade estrutural, metabdlica e
funcional dos carboidratos, indicando uma grande variedade de estratégias adaptativas
de plantas aos seus respectivos ambientes (Ferreira et al. 2009; Buckeridge et al. 2010;
Soriano et al. 2012).

Nas nove espécies estudadas, 0s aclcares solUveis em maior concentracao nas
sementes foram sacarose e glicose. Esses compostos sdo considerados como 0s
principais derivados de carboidratos que atuam como reserva em semente, constituindo,
com rafinose e frutose, os carboidratos ndo estruturais. Sao reservas de uso rapido, com
a funcgéo de servir como fonte de energia e carbono para a semente durante a fase inicial
de germinacdo (Berna-Lugo e Leopold, 1992). Devido a sazonalidade do ambiente nas
florestas alagaveis da Amazénia, que faz com que as plantas alternem seu ciclo de vida
ao longo do ano com uma fase aquética e outra terrestre (Piedade et al. 2010), as
sementes de muitas espécies que colonizam essas areas, apresentam germinacdo rapida
(Parolin, 2009, Ferreira et al. 2010, Oliveira-Wittamnn, 2010) e, sob tais circunstancias,
0 acumulo de reservas prontamente utilizdveis no metabolismo das plantas pode

favorecer a germinagdo nesses ecossistemas.

Os estagios iniciais sdo considerados cruciais no ciclo de vida da planta, pois é
onde pode haver as maximas taxas de mortalidade. Nas areas alagaveis amazonicas,
essa é a fase que coincide com as maiores perdas na populacdo (Piedade et al. 2000).
Assim, nessa etapa, as reservas acumuladas assumem papel de extrema importancia,
pois a sobrevivéncia da plantula pode ser fortemente influenciada pelas reservas
disponiveis na semente (Santos e Buckeridge, 2004, Ferreira et al. 2010). Ferreira et al.
(2009), em um estudo com popula¢bes de Himatanthus sucuuba, uma espécie arbdrea
que coloniza tanto regides de varzea quanto de terra firme na Amazénia, verificaram
diferencas nas reservas acumuladas pelas sementes dos individuos das populagdes
desses dois ambientes. As sementes de individuos da varzea apresentavam mais de 90%
das reservas constituida de PRPC, enquanto aquelas oriundas de individuos de

populacbes da terra firme apresentavam contedos relativamente menores de PRPC e
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concentragOes elevadas de acUcares sollveis. Os autores relacionaram as diferencgas na
concentracdo e tipo de reserva acumulada pela semente, com o ambiente de origem
destas e com as estratégias de germinacdo e estabelecimento em cada um desses

ecossistemas.

Neste estudo, grande parte das reserva de carboidratos das sementes é formada
por PRPC (>55% do total de carboidrato) e, apesar das propor¢des de monossacarideos
presentes na semente indicarem diferentes tipos de polissacarideos de reserva, a fungao
destes no metabolismo das sementes é semelhante, consistindo em fornecer energia e
produtos metabdlicos para a construcéo de orgaos e tecidos até que a plantula alcance a
autotrofia. Por outro lado, a concentracdo de amido nas sementes variou entre as
espécies. Ambos 0s compostos tém a caracteristica de serem mobilizados ap6s a
germinacdo da semente, durante o estabelecimento da plantula. Nas nove espécies
estudadas, as reservas compactadas totalizaram mais de 65% das reservas de
carboidratos nas sementes. O acimulo de quantidades substanciais de tais compostos
pode ser uma estratégia eficiente, para garantir o rapido desenvolvimento da plantula,
especialmente em ambiente sujeitos a frequentes perturbagdes devido a inundacdo, de
tal forma que as plantulas dispdem de um curto periodo de tempo para se estabelecerem.
O vigor de uma plantula pode ser fortemente influenciado pelos tores e tipos de
substancias armazenadas nas sementes (Nakagawa, 2000), quanto maior o teor de
substancias que proporcionem grande ganho energético maior seré o vigor das plantulas

produzidas.

Os lipideos, assim como os carboidratos também sdo importantes fontes de
carbono, podendo proporcionar grande ganho energético. Devido a isso muitas plantas
sintetizam lipideos durante o desenvolvimento da semente. Os resultados demonstram
que os lipideos sdo a segunda maior reserva das sementes das espécies avaliadas. Em
algumas delas essas reservas chegam a representar mais de 35% do total dos compostos
acumulados, como no caso de L. corymbulosa e P. munguba. Uma maior concentragdo
de lipideos pode ser uma estratégia complementar para aumentar a disponibilidade de
energia para a plantula (Finkelstein e Grubb, 2002). Outra caracteristica importante
desses reservas € que elas sdo insollveis na agua podendo permanecer intactas por
extensos periodos, e serem metabolizadas mais tarde, para suportar o crescimento da

plantula (Graham, 2008). Armazenar grandes quantidades de energia pode ser uma
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possivel vantagem adaptativa as espécies desse estudo, por possibilitar um rapido
estabelecimento das plantulas.

As proteinas s8o as reservas de nitrogénio e enxofre nas sementes, necessarios
para a formacédo dos &cidos nucleicos e aminoacidos que irdo compor novas proteinas e
enzimas. Neste estudo, as proteinas foram 0s compostos que tiveram as menores
concentracOes dentre as reservas de sementes analisadas. Em algumas espécies 0s
valores de contetidos encontrados foram muito baixos, como foi verificado nas
sementes de E. inundata. Contudo, embora as espécies oriundas das areas alagaveis
apresentem quantidade reduzida de proteinas nas sementes, quando relacionadas com as
reservas de carbono, estas sdo substancias essenciais no metabolismo das plantas
(Coelho e Benedito 2008, Shewry et al. 1995; Herman e Larkins 1999), pois o0s
produtos resultantes da hidrélise das proteinas podem ser utilizados durante as varias
etapas do metabolismo germinativo e de desenvolvimento da plantula (Buckeridge et al.
2004).

No caso das sementes em estudo, as proteinas contidas nas sementes podem,
inclusive, contribuir para a sintese de enzimas adaptativas do metabolismo anaerobico,
uma vez que muitas espécies que habitam as areas alagaveis possuem a capacidade de
germinar ainda durante o periodo de aguas altas, em condicdes de alagamento (Oliveira-
Wittmann et al. 2007; Ferreira et al. 2010, Oliveira-Wittmann et al. 2010). A analise de
proteinas realizada nesse estudo foi quantitativa, ou seja, foi verificado teor de proteinas
totais. No entanto, devido a importancia desse composto para a planta e ao baixo
contetdo acumulado pelas sementes das espécies avaliadas, estudos complementares de
caracterizacdo qualitativa desses compostos se fazem necessarios, a fim de tentar
entender quais os papeis desempenhados pelas proteinas no estagio de desenvolvimento

inicial da planta.

As proteinas contidas nas sementes analisadas no presente estudo podem,
contribuir para a sintese de enzimas adaptativas do metabolismo anaerdébico, uma vez
gue muitas espécies que habitam as areas alagaveis possuem a capacidade de germinar
ainda durante o periodo de &guas altas, em condi¢bes de alagamento (Oliveira-
Wittmann et al. 2007; Ferreira et al. 2010, Oliveira-Wittmann et al. 2010, Capitulo 2
do presente estudo). Por outro lado, cabe ressaltar que a analise de proteinas realizada

nesse estudo foi quantitativa, tendo sido verificado apenas o teor de proteinas totais. No
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entanto, devido a importancia desse composto para a planta e ao baixo conteudo
acumulado pelas sementes das espécies avaliadas, estudos complementares de
caracterizacdo qualitativa desses compostos se fazem necessarios, a fim de tentar
entender qual o papel desempenhado pelas proteinas no estagio de desenvolvimento

inicial das plantas desses ambientes.

Desenvolver estratégias que levem ao sucesso na germinacdo das sementes, no
estabelecimento e na subsequente sobrevivéncia da planta durante as fases inicias do seu
ciclo de vida, sdo de extrema importancia para as espécies, pois o desempenho de um
organismo é definido em fungdo da sua contribuicdo em numero de individuos a
geracdo seguinte na populacdo (Garcia et al. 2007). Esse feito vai depender fortemente
dos mecanismos utilizados para germinar e da capacidade das plantulas de lidar com
condi¢cdes ambientais adversas ou variaveis (Franco e Silvertown, 1997). Dentre as
caracteristicas citadas acima, podemos resaltar a qualidade e a quantidade das reservas
acumuladas nas sementes, como os carboidratos (amido e PRPC) e os lipideos, reservas
compactadas que podem ser estocadas em grandes quantidades até mesmo em sementes
menores, como mostra os resultados deste estudo. Sendo esta, talvez, uma maneira das
espécies aqui estudadas garantirem energia e nutrientes para a plantula até que esta
apresente sistema radicular e estruturas fotossintéticas bem desenvolvidas, essenciais
principalmente nesses ambientes. Visto que um sistema radicular bem desenvolvido
pode impedir que as plantulas sejam logo arrancadas durante o inicio das enchentes,
bem como um sistema fotossintético completo ira permiti-las produzir suas proprias
reservas de nutrientes, essenciais para sua sobrevivéncia durante o tempo que ficardo

submersa.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que as espécies
investigadas investem na producdo de reservas compactadas (amido, PRPC e lipideos)
para uso durante o desenvolvimento e estabelecimento da pléntula, pois a degradacdo
dessas reservas pode suprir a grande demanda energética durante a fase inicial de
crescimento, permitindo que as plantulas consigam se desenvolver mais rapidamente.
Os carboidratos representaram mais da metade das reservas das sementes das nove

especies estudadas. Sendo os carboidratos compostos, na sua maior parte (>65%), por



39

polissacarideos de reserva de parede celular, que diferiram muito quanto ao tipo entre as

espécies, conforme as proporcdes de monossacarideos analisadas.
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CAPITULO Il

Germinacao, formacao, crescimento inicial e recuperacao poés
alagamento de plantulas de nove espécies arboreas de
florestas alagaveis da Amazénia
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1. INTRODUCAO

Para que uma semente germine € necessario um conjunto de condigdes 6timas
como, quantidades ideais de luz, agua, oxigénio e temperatura. Nas florestas sujeitas a
alagamento, como aquelas distribuidas ao longo das planicies alagaveis da Amazonia,
0s eventos de dispersdo de sementes, germinacao e o estabelecimento das plantulas de
grande parte das espécies, estdo diretamente correlacionados as caracteristicas da
inundacdo, como a duracao e a altura da coluna de &gua, sendo este um dos principais
fatores que influéncia a distribuicdo espacial e ocorréncia das espéecies nesses
ecossistemas (Junk 1989; Wittmman et al. 2002). Nas florestas alagaveis da Amazonia
Central, o alagamento pode durar em médias seis meses, anualmente, e a altura da
coluna de agua subir até 12 metros (Junk et al. 1989, CPRM, 2011). Sob tais condi¢des,
anualmente as plantulas podem permanecer submersas por longos periodos (Junk et al.
1989; Parolin e Junk, 2002).

Devido a essa alternéncia nas condi¢cdes ambientais, a maioria das espécies
arboreas das florestas inundaveis amazénicas sincroniza a floracdo e a frutificacdo de
modo a que estas ocorram em sincronia com o ciclo hidroldgico, permitindo a dispersao
dos diasporos pela dgua ou por peixes (Kubtzki e Ziburski, 1994; Wittmann e Parolin,
1999; Parolin, 2002). Nesses ambientes, a capacidade de flutuacdo dos diasporos é
considerada uma caracteristica importante para sua dispersdo, pois a flutuacdo pode
aumentar a distancia de dispersdo das sementes, em especial aquelas que sdo pequenas,
tendo estas maior probabilidade de serem ingeridas por peixes. As sementes da maioria
dessas espécies permanecem viaveis depois de passarem longos periodos submersas, até
que as condicdes se tornem propicias para que elas possam germinar e formar uma
plantula, visto que elas dispde de um curto periodo de tempo para se estabelecerem
antes que o nivel das aguas volte a subir (Kubtzki e Ziburski, 1994; Parolin e Junk,
2002, Ferreira et al. 2009, Oliveira-Wittmann et al. 2010).

Outro fator relevante para 0 sucesso reprodutivo é a resposta germinativa as
condicGes do meio. A adaptacdo as condicdes locais e a plasticidade de resposta sdo
caracteristicas importantes, tanto para o estabelecimento efetivo dentro da populacéo,
como para ocupacdo de novos ambientes (Venable e Brown, 1988). Nas areas
inundaveis um dos principais fatores limitantes ao processo de germinacdo € o
suprimento de oxigénio. A saturacdo hidrica do solo altera sua estrutura, por reduzir a
quantidade de oxigénio, cuja difusio é 10* vezes menor na agua do que no ar

(Armstrong 1979), acumulando CO,, e induzindo a decomposi¢cdo anaerdbica da
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matéria organica (Janiesch, 1991). Um grande numero de sementes de plantas terrestres
que possui alta taxa de germinacdo no solo ndo germina na agua, pois estas perdem
rapidamente a viabilidade sob tais condi¢gdes (Parolin, 2001). Em muitos casos, isto
ocorre porque a ativacdo dos processos fisioldgicos necessarios para que a germinacgédo
ocorra requerem um suprimento adequado de oxigénio (Kozlowski e Pallardy, 1997).

Embora o alagamento possa causar severos danos ao processo de germinagéo,
as sementes respondem diferentemente a hidratacdo. Nas florestas alagaveis da
Amazonia a saturacdo de adgua do solo ndo impede que algumas plantas germinem suas
sementes e produzam plantulas enquanto ainda estdo boiando ou mesmo submersas
(Parolin e Junk, 2002; Scarano et al., 2003; Ferreira et al., 2006; Oliveira-Wittmann,
2007). Estudos realizados sob condi¢des experimentais indicam que as plantulas de
algumas espécies sdo altamente tolerantes a inundacdo podendo sobreviver por varios
meses totalmente submersas (Parolin, 2002; Parolin e Junk, 2002; Ferreira et al., 2006,
2009). No entanto, o grau de tolerancia de cada espécie pode variar de acordo com a sua
posicdo no gradiente de inundacdo (Junk, 1989). A vegetacdo que ocupa as cotas mais
baixas esta mais bem adaptada a essas condicdes, em relacdo aquela que ocupa cotas
mais altas (Wittmann et al., 2002; Parolin et al, 2003).

Parolin (2002) em um estudo com 31 espécies das florestas alagaveis da
Amazonia Central, mostrou que nesses ecossistemas é possivel reconhecer estratégias
distintas de crescimento para o estabelecimento da plantula e que estariam, em alguns
casos, relacionadas também com o tamanho da semente. Um dos métodos utilizados
para aferir o tamanho da semente é com base na sua massa seca. Em geral, o tamanho
da semente estd ligado ao tipo de reserva e as condi¢Ges ambientais estabelecidas e
podem refletir os diferentes problemas enfrentados durante o estabelecimento da
plantula (Green e Juniper, 2004; Norden et al. 2008; Nik et al. 2011 ). Porém, no caso
das florestas alagaveis da Amazonia, o crescimento das mudas pode ser fortemente
influenciado pelas condi¢des do ambiente, pois reflete tanto as respostas evolutivas ao
habitat quanto do tamanho da semente (Parolin, 2002, Ferreira et al. 2010). No trabalho
de Parolin (2002), a autora verificou que as espécies das por¢cdes mais elevadas do
gradiente de inundacdo e que ndo toleram a submersdo, apresentavam tanto sementes
grandes quanto pequenas e possuiam um rapido crescimento em altura, a fim de manter
uma parte da planta fora da dgua e assim “fugir do alagamento”. Enquanto que, as
espécies que colonizam as por¢fes mais baixas, possuiam sementes pequenas e

precisam desenvolver estratégias para “tolerar o alagamento”, uma vez que nao
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conseguiam escapar da submersdo, devido a altura da coluna de &gua nesses locais
(Parolin, 2002). De fato, o tamanho das sementes pode ser um aspecto importante no
que concerne a adaptabilidade as pressdes do ambiente, como por exemplo, a
sazonalidade do ecossistema, a topografia local e a frequéncia das perturbacdes ( Kelly
e Purvis 1993; Hammond e Brown 1995).

Apesar da magnitude e importancia das florestas inundaveis da Amazénia,
pouco se sabe sobre 0s processos de regeneracao por sementes desses ecossistemas.
Estudos sobre a fisiologia da germinacdo e estabelecimento de plantulas nessas areas
ainda sdo escassos (Scarano 1998; Parolin e Junk 2002, Parolin, 2001, Ferreira et al.
2006; Conserva, 2007; Oliveira-Wittmann et al. 2007). Assim sendo, o conhecimento
dos processos ligados aos estdgios iniciais de estabelecimento da planta, como a
germinacdo da semente, emergéncia e crescimento das plantulas, podem gerar
instrumentos importantes para a compreensao das diferentes estratégias que as espécies
utilizam para sobreviver em condicBes de fortes pressdes ambientais, como aquelas as
quais estdo expostas as arvores das florestas alagaveis amazonicas.

O presente trabalho teve como objetivo, avaliar o tamanho da semente e as
caracteristicas de germinacdo em nove espécies comumente encontradas nas porgoes
mais baixas do gradiente de inundacdo das florestas inundaveis da Amazonia.
Obijetivou-se ainda acompanhar a formacdo e o crescimento inicial de plantulas em
condi¢cdes de alagamento, bem como a recuperacdo dessas plantulas apos sair do
alagamento. As espécies estudadas foram: Albizia subdmidiata, Laetia corymbuloa,
Pouteria glomerata, Crateva tapia, Pseudobombax munguba, Genipa americana,

Eugenia inundata, Simaba guianensis e Parkia discolor.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Classificacio do tamanho da semente

Devido a grande variedade de formas das sementes (ver capitulo 1, deste
trabalho), foi feito o agrupamento destas em classes de tamanho, com base na sua massa
seca. Para tanto, foram separados cinco lotes com dez sementes cada, obteve-se a massa
seca através do método de secagem em estufa a 105 + 3°C, por 24 horas (Brasil, 2009),
apos o que as sementes foram pesadas em balanca de precisdo 0,0001g, e os resultados

expressos em gramas. As sementes foram classificadas em duas classes, de acordo com
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os valores médios de massa seca de 50 sementes, sendo a Classe 1 < 1g e a Classe 2 >

1g.

2.2. Germinacao

Os experimentos de germinacdo e formacéo de plantulas foram conduzidos nas
dependéncias do laboratdrio de Fisiologia Vegetal da Universidade de Brasilia - UnB.
Foram utilizadas sementes de frutos maduros, coletados diretamente das espécies no
campo, de trés a cinco matrizes, de acordo com a disponibilidade. As sementes foram
beneficiadas(tiradas do fruto e lavadas em agua corrente) e homogeneizadas, obtendo-
se amostras compostas de sementes para cada espécie. As sementes foram submetidas a
dois tratamentos: (a) alagado, e (b) controle (ndo-alagado). Para o tratamento de
alagamento foram utilizadas caixas gerbox (4 réplicas de 25 sementes) com agua
destilada (340 mL) de modo que as sementes ficassem totalmente submersas (Fig. 1F e
G, anexo). No tratamento controle as sementes foram distribuidas em placas de Petri
e/ou caixas gerbox de acordo o tamanho das sementes, com dupla camada de papel de
filtro (4 réplicas de 25 sementes), umedecidas diariamente com &gua destilada. Todas as
sementes passaram por um processo de desinfeccdo em uma solucdo de hipoclorito de
sodio 10% durante 5 minutos e em seguida lavadas em agua destilada para retirar o
excesso de hipoclorito. As sementes de P. discolor passaram por um processo para
quebra de dorméncia tegumentar conforme literatura (Pereira & Ferreira, 2010).
Adotou-se 0 método de escarificacdo mecanica com lixa n° 15. A. subdimidiata
nenhuma das sementes de postas para germinar nos tratamentos controle e alagamento
emitiram radicula apés 30 dias. De modo que foi utilizado 0 mesmo método de quebra
de dorméncia citado acima para as sementes de A. subdimidiata. Os experimentos foram
montados em camaras de germinacdo tipo BOD a 28°C, e fotoperiodo de 12 horas.
Adotou-se como indicativo de germinacdo a protrusao e encurvamento gravitropico da
radicula. A germinacdo foi avaliada diariamente com contagem e remocao das sementes
germinadas. Foi realizado teste de viabilidade com uso de tetrazélio (trifenil tetrazolio
1%) (Moore, 1973) nas sementes que ndo germinaram até o final do estudo, que foi de
32 semanas (alagamento e controle). Foram consideradas vidveis as sementes que
apresentaram coloracdo uniforme résea no eixo embrionario. Durante os experimentos,
foram avaliados a porcentagem (%) e o tempo médio de germinacdo (Tm) das sementes
das nove espécies arbdreas. Para verificar as possiveis alteracdes (hipdxia ou andxia),

nas concentragdes normais de oxigénio nos experimentos, foram tomadas as medidas de
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O, dissolvido na agua a cada semana, com um oximetro digital modelo DM- 4P Digmed
e as medidas expressas em mg.L . Os valores médios de oxigénio obtidos foram 4,9 +
1,0mg/L.

2.3. Experimento de alagamento: formacao e crescimento inicial de plantulas

Apb6s a germinacdo das sementes, no tratamento controle, foi feita a
transferéncia destas para recipientes de plastico (300 mL), contendo como substrato solo
comercial Bioplant, e acompanhado a formacao e o crescimento inicial da plantula por
30 dias. As sementes que germinaram no tratamento de alagamento foram logo
transferidas para potes plasticos contendo agua destilada (500 mL; Fig. 1, anexo) afim
de se verificar a formacdo de plantulas na dgua e acompanhar o tempo maximo que
estas permaneciam saudaveis (sem sinais aparentes de necrose) em condicGes de
alagamento. As concentracdes de oxigénio dissolvido na agua foram verificadas
seguindo o procedimento descrito para o0 experimento de germinacao que foram de 4,9 +
1,0mg/L.

2.4. Recuperacao de plantulas apds o alagamento

As plantulas do experimento de alagamento foram mantidas na agua até que
apresentassem sintomas de injdrias, definidos como apodrecimento/necrose das raizes.
Quando esse sintoma era observado em cerca de 20% das plantulas, as plantulas
restantes com aparéncia saudavel eram transferidas para recipientes plasticos, com
substrato comercial Bioplant, e em seguida colocadas em camaras de germinacéo tipo
BOD a 28°C, com fotoperiodo de 12 horas. As plantulas permaneceram nestas
condicdes por trés semanas, para que pudesse ser acompanhada sua recuperagdo e

sobrevivéncia apds o alagamento.

2.5. Massa seca de plantulas

A avaliacdo da massa seca foi feita para as plantulas do experimento controle, de
forma individualizada em um total de 20 plantulas de cada espécie. As plantulas
inteiras foram levadas para secar em estufa de circulagdo forgada a 95° C por 72h e

pesadas em balanca de preciséo de 0,0001g, para quantificagdo da massa seca.



51

2.6. Andlises Estatisticas

Os resultados de germinacdo foram avaliados segundo Labouriau (1983), onde a
porcentagem de germinacdo (%G), representa 0 nimero total de sementes germinadas

em relacdo ao numero de sementes colocadas para germinar.

%G = (Zni.N™) . 100
¥ni = nUmero de sementes germinadas em relacdo nimero total de sementes

colocadas para germinar (N).

O tempo médio (dias) corresponde a média do tempo necessario para um
conjunto de sementes germinar, dando ao processo um carater cinético (Borguetti &
Ferreira, 2004).

Tm=2Xni.ti/Xni

Onde: ni é o nimero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de

tempo tiiet

A porcentagem de sementes viaveis (V) foi calculada de acordo a seguinte equacgéo:

V=N°de sementes viaveis x 100 %

N® total de sementes

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com arranjo
fatorial 2 x 8 (2 tratamentos efeito fixo e 8 espécies efeito aleatério). Os dados de
porcentagem de germinacdo, tempo médio (Tm) e producdo de plantulas foram
transformados em arco-seno (x/100)°°, para atender as premissas de normalidade (de
acordo o teste de Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade de variancia de acordo o
teste de Levene, e submetidos a anélise de variancia para verificar a interacdo entre os
fatores. A comparacdo de medias foi feita pelo teste de Fischer (a = 0.05) para
porcentagem de germinacdo ¢ Tukey (o = 0.05) para os demais dados, (Zar, 1999).

Anélise de Cluster foi realizada utilizando as variaveis de germinacdo, utilizou-se o
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método hierarquico aglomerativo de Ward, tendo como medida de dissimilaridade a
distancia euclidiana. A regresséo linear foi utilizada para testar a relacdo entre a massa
seca das sementes e 0 peso seco das plantulas (com trintas dias de observacao). Os
softwares utilizados foram: Statistica 8.0 e PCORDS5. Graficos foram construidos no

software SigmaPlot 11.

3. RESULTADOS
3.1. Tamanho da semente

Todas as espécies apresentaram sementes pequenas, segundo as Regras de
Anélises de Sementes (Brasil, 2009), sendo que as espécies A. subdmidiata, L.
corymbuloa, P. munguba, G. americana, E. inundata foram distribuidas na Classe 1
(massa de 50 sementes < 1g) e P. glomerata, S. guianensis, P. discolor e C. tapia, na

Classe 2 (massa de 50 sementes > 1g) (Tab. 1).

Tabela 1: Massa seca de sementes de nove espécies arboreas das florestas alagéaveis da
Amazonia. Classe 1 < 1g e a Classe 2 > 1g. Media + desvio padrao.

Massa seca semente

Espécies ) Classes
A. subdimidiata 0,38+ 0,01 1
L. corymbulosa 0,07 +£0,01 1
P. glomerata 23,08 +£1,03 2
C. tapia 1,65+0,12 2
P. munguba 0,26 £ 0,03 1
G. americana 0,08 £ 0,04 1
E. inundata 0,62 + 0,07 1
S. guianensis 2,09 £ 0,27 2
P. discolor 3,43+0,17 2

3.2. Germinagéao

As maiores porcentagem de germinacdo na dgua foram de C. tapia, E. inundata
e A. subdimidiata ( 89, 88 e 84%), porém, apenas para E. inundata esses valores
mostram-se  estatisticamente significativos quando comparados com o tratamento
controle (59%; p <0.05). Ja as espécies S. guianensis, e P. munguba apresentaram

estatisticamente (p<0.05) os menores valores médios de germinagdo, no tratamento de
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alagamento quando comparado com o controle (40 alagado, 93% controle; 54 alagado,
89% controle,). Entre as espécies estudadas P. glomerata foi a que apresentou 0 menor
numero de sementes germinadas no tratamento controle (20%), valores estatisticamente
ndo significativos quando comparados com os obtidos no tratamento de alagamento
(p<0.05), (Fig.1).

O teste de viabilidade (tetrazolio) foi aplicado a todas as sementes que nédo
germinaram nos experimentos e o percentual de sementes viaveis foi obtido a partir do
total de sementes colocadas para germinar. Aquelas que apresentavam embrifes viaveis
no tratamento de alagamento foram S. guianensis (15 sementes ~ 15%), C. tapia (3
sementes ~3%) e G. americana ( 2 sementes ~ 2%). No tratamento controle foram A.
subdimidiata (4 sementes ~ 4%) e G. americana (5 sementes 5%). Nos dois
tratamentos, as demais espécies que tiveram sementes ndo germinadas, apresentaram o
embrido morto. Ndo foi realizado o teste de viabilidade para as sementes de L.
corymbulosa, P. munguba e P. glomerata, pois as caracteristicas das sementes tornaram

sua manipulacao impossivel sob risco de danificar o embrido.

120 - L. A subdimidiata
2. L corymbulosa
3. B glomerata
100 + 3 * 4. C tapia
- ! = T 5. B munguba
. 6. G. americana
X 80 - g 7. E. inundata
=1 8. S. guianensis
= I 9. B discolor
c 60 - T
£
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@
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0 -
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo de sementes submetidas a alagamento e néo-
alagada. Simbolos: (*) indicam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo
com o teste de Fisher (P < 0,05), seta a auséncia de sementes germinadas. Barras
indicam médias + erro padrdo. Alagado mm e controle =
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A germinacdo das sementes de oito das nove espécies no experimento controle
ocorreu durante os primeiros 60 dias, com excecdo de P.glomerata que teve um tempo
médio de germinacdo de 140 dias. Foram reconhecidos dois grupos pela andlise de
cluster, espécies com uma germinacdo rapida e espécies com germinacdo lenta. As
espécies que apresentaram uma germinacao rapida, (<25 dias) foram: A. subdimidiata,
P. munguba, C.tapia, E. inundata, e P. discolor. Ja as espécies L. corymbulosa, S.
guianensis, G. americana, e P. glomerata tiveram uma germinacdo lenta (>20 dias)
(Fig.3). No tratamento de alagamento a germinagdo ocorreu num periodo de até 70 dias,
exceto para S. guianensis cujo Tm foi de 100 dias. Essas diferengas observadas na
germinacao das espécies quando submetidas ao alagamento como a redu¢do do Tm (P.
glomerata e E. inundata), ou mesmo um aumento (S. guianensis, L. corymbulosa, C.
tapia, P. munguba e A. subdimidiata.), (Fig. 2), ndo foram estatisticamente
significativas, (F=1,81; p=0,10).

Distancia (%) 1. A. subdimidiata
100 75 50 25 0.0 2. L. corymbulosa
I r r r r . . . . 3. P. glomerata
4. C. tapia
1 5. P.munguba
6. G. americana
5 GR 7. E. inundata
4 8. S. guianensis
9. P. discolor
7
9
2
8 ’ GL
6
3

Figura 2. Dendograma da anélise de cluster. Divisdo de acordo a germinacédo e o tempo
médio de germinagdo. Germinagdo rapida (GR) e germinagdo lenta (GL).

3.2. Formacao e crescimento inicial de plantulas

Todas as espécies que germinaram produziram plantulas saudaveis quando
submersas (48,37%), porém, a producdo de plantulas em condigdes de submersdo foi
significativamente (F= 23,59; p= 0.000) menor em relacdo ao numero de plantulas

produzidas em condi¢des controle (67,96%). As maiores porcentagens de formagéo de
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plantulas submersas foram observadas para E. inundata (100%), seguida por G.
americana (93,8%), S. guianesis (63,7%), L. corymbulosa (56,7%), e P. glomerata
(41,7%). A menor producdo de plantulas submersas foi em C. tapia (13,5%), A.
subdimidiata (17,86%) e P. Munguba (21,9%). Porém, E. inundata e G. americana ndo
mantiveram a alta porcentagem de producéo de plantulas no experimento controle (Fig.
3).
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Figura 3. Producdo de plantulas alagadas e controle de 9 espécies arboreas de florestas
inundaveis da Amazonia de acordo o nimero de sementes germinadas. Simbolo (*)
indica diferenca estatistica entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (P <
0,05). Barras indicam médias + erro padrdo. Alagado mm e controle e

O tamanho e massa seca das plantulas variaram bastante entre as espécies. P.
discolor, P. munguba, S. guianensis e C. tapia foram as que apresentaram as maiores
plantulas (> 20cm) seguido dos maiores valores de massa seca (0.17g). O menores
valores de crescimento e massa seca verificados foram de A. subdimidiata (10.7cm;
0.02g) (Tab. 2).



Tabela 2. Crescimento (cm) inicial e biomassa de plantulas do controle de oito

especies de florestas alagaveis da Amazonia. Medias + erro padrdo, n = 20.

Espécies Plantulas
Crescimento (cm) Massa seca (g)

A. subdimidiata 10.70 £0.70 0.02 £0.00
L. corymbulosa 11.29 £0.79 0.05+0.01
C. tapia 2243+ 1.35 0.17+£0.01
P. Munguba 31.62+1.28 0.22+£0.01
G. americana 11.75+1.08 0.09 £0.02
E. inundata 16.48 £ 0.87 0.05+0.01
S. guianensis 20.14 £ 1.47 0.17 £ 0.02
P. discolor 27.33 +0.86 0.39+0.11

P. glomerata ndo formou plantula no tratamento controle.

Quanto a tolerancia das plantulas ao alagamento P. munguba, foi a espécie que
tolerou por menos tempo a inundagdo. Com apenas 20 dias de experimento as plantulas
apresentaram sinais de necrose nas raizes, seguido de A. subdimidiata (55 dias) e P.
glomerata (59 dias). As espécies que se mostraram mais tolerantes ao alagamento
foram: E. inundata que permaneceu 115 dias na &gua até apresentar os primeiros sinais
de necrose na radicula, seguido de L. corymbulosa (100 dias), G. americana (90 dias),
C. tapia (90 dias) e S. guianensis (77 dias), (Fig. 4).

1. A subdimidiata
2. L. corvmbulosa
120 - 3. P g/owemla
— 4. C tapia
5. P munguba
100 + ] 6. G. americana
] ] 7. E. inundata
80 - - 8. S. guianensis
(2}
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Figura 4: Tempo (dias) que as plantulas do experimento de alagamento, das oito
especies das florestas inundaveis da Amazodnia permaneceram alagadas até que
aparecessem sinais de necrose na radicula.
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3.4. Recuperacao de plantulas apds o alagamento

As plantulas do experimento de alagamento que apresentavam aspecto
saudavel, sem sinais de necrose na radicula ou folhas, ap6s vinte dias de transferéncia
para 0 solo apresentaram as seguintes taxas de sobrevivéncia: E. inundata (93%), S.
guianensis (80%), G. americana (80%), C. tapia (70%), P. munguba (85%) e L.
corymbulosa (13%). As plantulas de A. subdimidiata e P. glomerata ndo sobreviveram

depois de retiradas da agua e colocadas no solo (Fig. 5).
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Figura 5. Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas produzidas em condicdes de
alagamento, quando observadas por vinte dias no p6s-alagamento.

4. DISCUSSAO

4.1. Tamanho da semente

Foi muito variavel o tamanho das sementes das nove espécies estudadas. Essa
variedade observada pode estar associada a diversos fatores, como 0s estagios
sucessionais da floresta, uma vez que, dentre as nove espécies aqui avaliadas ha tanto
aquelas de estagios iniciais como secundarios das florestas alagaveis da Amazonia e,
segundo estudos o tamanho das sementes pode variar em diferentes estagios de sucessdo
de uma floresta (Foster e Janson 1985; Conserva, 2007). A morfologia das sementes
também pode refletir as diferentes estratégias de dispersao e estabelecimento das plantas
(Harper et al., 1971; Fenner, 1983; Westoby et al., 1992; Parolin, 2000; Fenner e
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Thompson, 2006; Soriano et al., 2012), pois 0 tamanho e a massa seca das sementes
pode afetar a distancia que estas seréo dispersas tendo em vista que sementes menores
sdo mais facilmente ingeridas pelos peixes, ou mesmo transportadas por vetores como o
vento e a agua (Moegenburg, 2002), principais dispersores nas areas alagaveis (Kubitzki
e Ziburski, 1994). Embora os atributos morfol6gicos da semente, que incluem o
tamanho, possa ainda ser um fator inerente do gendtipo, dependendo das pressdes
ambientais exercidas em alguns ambientes, essa caracteristica também pode representar
um fator de selecdo das espécies para colonizar determinados ecossistemas. Nas areas
inundaveis da Amazbnia, por exemplo, sementes grandes sdo encontradas
principalmente em ambientes pobres em nutrientes como as florestas de igapd, ja
sementes pequenas a médias com massa em torno de 1g em média, sdo predominantes

nas florestas de varzea (Parolin, 2000).

4.2. Germinacéao

Com excecdo de P. discolor, todas as espécies apresentaram sementes
germinando em condicdo de alagamento. No caso P. discolor, as sementes escarificadas
apodreceram quando foram colocadas na agua. Resultados semelhantes foram obtidos
por Scarano e Crawford, (1992), para Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., que
embora tenha sementes que toleram longos periodos submersdo, ndo germinaram na
agua. A porcentagem de germinacdo na agua de L. corymbulosa e C. tapia foi elevada
(64% e 97%, respectivamente) e diferiu da encontrada por Oliveira-Wittmann et at.
(2007) e Koshikene (2004), cujos valores maximos foram de 40%. Embora a
germinacdo na agua possa ocorrer para algumas espécies que colonizam as areas
alagaveis da Amazonia (Ferreira et al. 2005, Koshikene 2005, Oliveira Wittmann et al.
2007) essa ndo é uma estratégia comum de se encontrar entre as espécies arboreas, o
que sugere uma adaptacdo desenvolvida por essas espécies ao longo do tempo as

inundagdo anuais a que sdo submetidas nesses ambientes.

A tolerancia ao alagamento € uma caracteristica importante especialmente nas
florestas alagaveis da Amazoénia onde as plantas tém de passar varios meses alagadas ou
mesmo submersas. Os resultados aqui demonstram que a tolerancia ao alagamento
variou entre as espécies. Por exemplo, S. guianensis e P. munguba apresentaram uma

reducdo significativa da germinacdo quando as sementes foram submetidas ao
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alagamento. No entanto, algumas espécies conseguiram germinar melhor suas sementes
na agua, este foi o caso de E. inundata. Nas florestas de igap06 a familia Myrtaceae esta
entre aquelas que possuem maior nimero de espécies (Scudeller et. al., 2009), sendo E.
inundata uma das espécies dominantes, principalmente nas zonas mais baixas do
gradiente de inundagéo, que passam mais tempo alagadas durante o ano (Oliveira et. al.,
2001). A vantagem da germinacdo na agua, é que esta possa favorecer o
estabelecimento do novo individuo quando comecar a fase terrestre.

Em florestas tropicais uma rapida germinacdo é importante, visto que a maioria
das espécies possuem sementes recalcitrantes, conhecidas por perder rapidamente
viabilidade se expostas por muito tempo a ambientes secos (Bewley e Black, 1994),
periodo que coincide com a reducdo das precipitacbes nas florestas alagaveis da
Amazonia (Parolin e Wittmann, 2010). A maioria das espécies aqui estudadas
apresentou uma germinacao rapida, até mesmo aquelas que germinaram alagadas, uma
vez que ndo houve diferenca estatistica significativa entre o tempo de germinagdo dos
tratamentos controle e alagamento. Uma germinacédo rapida € caracteristica de espécies
cuja estratégia é se estabelecer no ambiente enquanto as condicdes ainda sdo favoraveis
para o desenvolvimento do novo individuo (Oliveira-wittmann, et al. 2007). O tempo
médio de germinagdo também pode ser um bom indice para avaliar a rapidez com que
uma espécie pode ocupar determinado ambiente (Ferreira et al. 2001), nas florestas
alagaveis amazoénicas estas espécies poderiam ter mais tempo para estabelecer uma
plantula, provavelmente reduzindo as perdas causadas pelas frequentes inundacdes,
especialmente para as que ocupam as por¢oes mais baixas do gradiente topogréfico.

Pouteria glomerata foi a espécie que apresentou as menores porcentagens de
germinacdo, tanto no controle quanto em alagamento, com a germinagdo ocorrendo de
forma lenta e irregular por longo periodo de tempo. De acordo com Baskin e Baskin
(1998) esse comportamento germinativo é indicativo de dorméncia fisiolégica em que
uma das causas pode ser a imaturidade do embrido. Porém, devido a dureza do
envoltorio da semente, ndo foi possivel analisar o embrido e testar a viabilidade das
sementes que ndo germinaram. No entanto, faz-se necessario um estudo mais detalhado
deste aspecto, visto que a dorméncia é uma forma natural de permitir que a semente
inicie a germinagdo quando as condi¢cbes ambientais venham a favorecer a
sobrevivéncia da plantula (Perez, 2004), evitando a perda de toda a populacdo durante a

fase aquética (Kozlowski, 1984).



60

4.3. Formagcao e crescimento inicial de plantulas

Existe uma variedade de fatores bioticos e abioticos que podem afetar a
producdo, estabelecimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de plantulas de espécies
arbéreas. A forma como as espécies respondem a esses fatores vai determinar o sucesso
ou ndo de uma populacdo em estabelecer novos individuos no ambiente. Nas planicies
inundaveis da Amazonia, a submerséo € um dos principais elementos que determinam o
destino das plantulas da maioria das espécies. Assim, plantulas ndo adaptadas a
flutuacdes dos niveis da &dgua nesses ecossistemas, tendem a sofrer elevados indices de
mortalidade (Melo et al. 2004). Para as espécies do presente trabalho, a saturacdo
hidrica do solo parece ndo afetar a capacidade de desenvolvimento pds-seminal, uma
vez que todas aquelas que tiveram sementes germinando na agua, conseguiram formar
plantulas normais enquanto estavam alagadas, corroborando a hipétese inicial desse
estudo. Contudo, para que essa seja, de fato, uma estratégia de sucesso, as espécies
devem dispor de mecanismos eficientes e coordenados que possibilitem a permanéncia
da semente germinada e/ou da plantula flutuando, até a exposi¢do do solo e sua fixacao
neste e com o consumo das reservas acumuladas, cujo esgotamento deve coincidir com
0 estabelecimento das plantulas no ambiente, caso contrario estas provavelmente
morreria. Uma vez que durante os estagios iniciais de crescimento a plantula depende
das reservas acumuladas na semente para se desenvolver. Portanto a quantidade e o tipo
de substancias acumuladas nas sementes é um dos fatores determinantes quanto a
adaptabilidade das espécies a seus respectivos ambientes como verificado neste estudo
(vide capitulo 1 deste trabalho).

Os resultados apresentados mostram que embora algumas plantas consigam
sobreviver varios meses alagadas como E. inundata, outras ndo suportam longos
periodos de alagamento (P. munguba). Resultados parecidos foram encontrados para
algumas espécies arboreas das florestas de varzea da Amazonia (Parolin et al. 2003;
Parolin e Junk, 2002; Ferreira et al. 2006; 2009). De acordo com esses dados, para que a
producdo de plantulas na agua seja eficiente nesses ambientes, a dispersdo dos
propagulos deve estar sincronizado com o final do pico maximo da cheia, o que poderia
diminuir as chances das plantulas morrerem antes mesmo do inicio da fase terrestre.
Uma vez que, a capacidade das plantas em manter suas raizes e ramos vivos até o inicio
da fase terrestre pode favorece a fixacao e o rapido estabelecimento do individuo jovem
durante a descida das aguas (Sacarano et al. 2003). Assim, um aumento na frequéncia e
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duracdo das inundagBes ndo traria graves danos principalmente para as espécies que

ocupam as por¢des mais baixas das florestas inundaveis da Amazonia.

4.4. Recuperacao de plantulas apds o alagamento

A producdo de plantulas saudaveis na agua e a sobrevivéncia das espécies
deste estudo apds serem transplantadas para o solo indicam que estas plantas estdo
altamente adaptadas as condigBes extremas existentes nesses ecossistemas, como as
restricdes de oxigénio causadas pelo alagamento, bem como aos efeitos nocivos da
reaeracdo. Estudos mostram que a maioria das espécies sofrem mais com a reaeracao
gue mesmo com 0s baixos niveis de oxigénio causados pelo alagamento, periodos de
hipoxia seguidos de reaeracdo pode prejudicar severamente o metabolismo da pléantula

inteira, levando-a a morte (Biemelt et al. 1998).

Segundo Lopez e Kursar (1999), o modo como as plantas respondem a eventos
que ocorrem pds-alagamento (toxicidade do oxigénio e secagem do solo), desempenha
um importante papel, na determinacdo de quais espécies sdo mais competitivas em
ambientes sazonalmente inundados. As caracteristicas verificadas nas espécies aqui
estudadas provavelmente lhes confere uma vantagem competitiva. Pois as plantas
disporiam de mais tempo para o aproveitamento e captacdo de recursos do solo.
Podendo apresentar melhores condi¢cBes de sobrevivéncia quando as aguas subirem,
periodo que ficardo completamente submersas durante varios meses (Parolin, 2001).
Principalmente aquelas que ocupam as porc¢des mais baixas do gradiente de inundagéo,
que dispdem de pouco tempo param se estabelecerem, visto que sdo as primeiras a
serem inundadas e as ultimas a sairem do alagamento (Parolin, 2009). Este é o caso das

espécies avaliadas neste trabalho.

4.5. Massa seca das sementes versus biomassa das plantulas

Estudos recentes tem mostrado que a massa das sementes é considerada um
atributo importante para a germinacdo, desenvolvimento e estabelecimento da plantula
(Leishman et al. 2000; Melo et al. 2004, Norden et al. 2008, Henning et al. 2010).
Sementes grandes apresentariam maior contetdo de reservas, porque teriam sido mais
bem nutridas durante seu desenvolvimento (Carvalho & Nakagawa, 2000). E

produziriam plantulas com maior probabilidade de sucesso no estabelecimento, pois
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estas conseguiriam sobreviver por mais tempo a custa das reservas da semente,
especialmente em locais onde as condi¢cdes ambientais ndo permitem o aproveitamento
das reservas nutricionais e hidricas do solo e a realizacdo da fotossintese. Os resultados
obtidos neste estudo mostram que, embora o tamanho das sementes tenha influenciado
diretamente a biomassa das plantulas, essa caracteristica ndo influiu na formacgéo de
plantulas, no tempo de resisténcia ao alagamento das plantulas (necrose nos tecidos) e
na recuperacdo das plantulas pés-alagamento, uma vez que ndo foram as maiores
sementes que tiveram maior sucesso. Assim, a tolerdncia ao alagamento pode estar
estritamente relacionada ndo apenas com a quantidade de reservas acumuladas pela
semente, mas a qualidade dessas reservas e o potencial de uso nas diferentes etapas do

desenvolvimento inicial de plantulas (vide capitulo 1, deste trabalho).

5. CONCLUSOES

Embora a literatura relate que espécies com sementes maiores tenham um melhor
desempenho, pois, teriam maiores quantidades de reservas, os resultados apresentados
neste estudo indicam que esta caracteristica pode estar ligada a outros fatores, conforme
capitulo um desse trabalho. Uma vez que ndo foram as maiores sementes que
apresentaram as maiores porcentagens germinacao, que produziram mais plantulas, que
toleraram por mais tempo o alagamento e conseguiram se recuperar pés-alagamento. As
espécies se mostraram altamente adaptadas as condi¢cdes do seu ambiente de origem, o
que é confirmado pela germinacdo e formacao de plantulas em baixo da agua de todas
as espécies avaliada, exceto Parkia discolor. Sendo a germinacdo rapida mesmo na
agua, ja que ndo houve diferenca significativa do tempo de germinacdo entre 0s
tratamentos controle e alagamento das nove espécies estudadas. Quanto ao tempo de
resisténcia das plantulas ao alagamento, todas as espécies consegue tolera mais de trinta
dias de submersdo, ou mais de 100 dias como Eugenia inundata. Em geral, a espécies
aqui estudadas parecem estar altamente adaptadas as flutuacdes do nivel das aguas das
florestas amazonicas, que estabelece nesses ambientes uma fase aquatica seguido de
uma fase terrestre, pois a maioria conseguiu se recuperar apos o alagamento, verificado

pela sobrevivéncia das plantulas apds serem retiradas da dgua e colocadas no solo.
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7. ANEXOS
CAPITULO 01

Tabela 1. Reserva de sementes de nove espécies arbdreas de florestas alagaveis da
Amazonia.

Espécies Reservas pg/mg

AST Amido Proteina Lipideos PRPC

A.subdimidiata 216.061+8.7 22.339+1.7 13.372+1.0 106.667 +11.5 434.500+ 3.5
L. corymbulosa 26.136 3.4 27.101+22 5648105 284.667+11.7 304.278+3.4
P. glomerata 29.885+7.4 121.201+0.7 14.352+0.4 45333+4.1 269.889 +3.8
C. tapia 38.788+8.0 174.319+8.7 10.169+0.8 299.333+ 13.3 423.833+1.9
P. Munguba 80.920+9.0 3.313+0.4 13.308+0.2 404.000+ 17 488.500* 6.4
G. americana 84.674+129 6.460+0.2 6.631+0.6 54.000%2.3 187.556+2.1
E. inundata 117.955+17.5 172,180 +4.0 3.368+0.6 11.333+6.1 383.333+3.6
S. guianensis 80.584 +11.1 125507 +3.4 11.540+1.2 283.333+3.46 420.381+29
P. discolor 69.167+7.6 2172+05 7.494+0.4 72000+ 26.7 515.111+3.7

Tabela 2. Fracionamento da parede celular em porc¢des pécticas (oxalato de amonio) e
hemicelulésicas (NaOH 1le 4M), depois que foram extraidos os aglcares sollveis e 0
amido de noves espécies arbdreas de florestas alagaveis da Amazodnia. Foi considerado
residuo tudo o que ndo se conseguiu extrair com NaOH. Valores médios expressos em
mg e porcentagem (%).

Pectinas Hemiceluloses

AST e Amido  Oxalato iM 4M Residuo
Espécies (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
A. subdimidiata 135.87 40.93 49.47 31.07 42.66
L. corymbulosa 118.67 28.40 48.73 9.87 94.33
P. glomerata 191.67 42.97 31.93 6.07 27.36
C. tapia 101.50 73.33 13.00 52.90 59.27
P. Munguba 108.50 47.15 43.15 60.33 40.87
G. americana 110.77 17.10 20.13 19.03 132.97
E. inundata 129.60 47.30 63.30 4.40 55.40
S. guianensis 122.03 46.57 13.00 113.03 5.37

P. discolor 58.50 36.73 86.80 95.50 22.47
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CAPITULO 02

Figura 1. Fotos dos experimentos de alagamento: germinacao e producdo de plantulas.
Figuras: (A) G. americana; (B) P. glomerata; (C) L. corymbulosa; (D) P. munguba (E)
E. inundata; (H) S. guianensis e (I) A. subdimidiata, produzindo plantulas na agua, (F)
P. discolor sementes podres, (G) sementes de S. guianensis na agua.
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Tabela 3. Tempo médio de germinacdo (dias) das espécies de florestas alagaveis da
Amazodnia submetidas a alagamento e controle. Media seguida do erro padréo, (média
erro padrao).

TEMPO MEDIO

Espécies Alagado Controle
A. subdimidiata 71+01 21401
L. corymbulosa 728447 58.7 + 3,6
P. glomerata 772+ 447 141,4 + 47,2
C. tapia 12,7+0,4 8,4%0,2
P. munguba 71+12 22+0,1
G. americana 215+21 216+45
E. inundata 97+14 10,3+1,0
S. guianensis 110,8 + 4,1 59,8 +4,8
P. discolor n. a. 52+0,0

Tabela 4: Porcentagem de germinacdo (numero de sementes germinadas em relacdo ao
total de sementes postas para germinar) dos tratamentos de alagamento e controle.
Media * erro padrao.

Espécies Alagado Controle

Germinacao (%)

A.subdimidiata 84,0+5,9 89,0£25
L. corymbulosa 66,0 + 6,6 64,0+75
P. glomerata 133+8,2 150+6,9
C. tapia 89,0+1,0 97,0+£1,0
P. munguba 54,0 £18,5* 89,0+5,3
G. americana 23,0+£5,7 29,0 + 10,6
E. inundata 88,0 £ 5,2* 59,0+4,4
S. guianensis 40,0 £5,2* 93,0+ 1,0
P. discolor n. a. 88,054

Para cada experimento simbolo (*) na mesma linha diferem entre si pelo teste de Fisher (p <0,05).
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Tabela 5. Valores médios de formacéo de plantulas de espécies arboreas de florestas
alagaveis amazoénicas. Os valores de produgdo de plantulas foram calculados com base
no numero de sementes germinadas. Media + erro padréo.

Formacéao de plantulas (%)

Espécies Alagado Controle
A.subdimidiata 17,8 +1,5* 775149
L. corymbulosa 56,7 +7,3* 28,5%6,6
P. glomerata 41,7 +23,6 25+ 6,3

C. tapia 13,5+ 5,6* 855+2,38
P. munguba 21,9 £5,4* 88,0+5.9
G. americana 93,8+12,5 80,855
E. inundata 100+ 0,0 82,4+5,3
S. guianensis 63,7 £ 8,6 82,7+3,1
P. discolor n.a. 76 £5,2

Para cada experimento simbolos (*) na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).



