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RESUMO

Foram estudados comparativamente os aspecios ecofisiolégicos da
germinag¢éo e do metabolismo respiratério de /nga affinis DC., Inga luschnathiana
Benth., Inga fagifolia (L.) Willd ex Benth e Inga sessilis (Vell.) Mart.

Os locais onde foram coletadas as espécies constituem um gradiente de
saturacdo hidrica do solo. As sementes de Inga affinis foram coletadas nas
manchas de mata ciliar nas margens do rio Jacaré-Pepira no municipio de Brotas/
SP, em locais sujeitos a inundagdes periddicas decorrentes da extravaséo das
aguas do rio (dgua corrente). As sementes de Inga luschnathiana foram coletadas
em um fragmento de mata de paludicola anexo a Reserva Municipal Mata de
Santa Genebra, municipio de Campinas, SP, portanto em um local onde a
saturacéo hidrica do solo é quase que permanente, altamente heterogénea e é
decorrente do afloramento do lencol fredtico (agua estagnada). Inga fagifolia,
outra espécie, teve suas sementes coletadas no campus da Universidade
Estadual de Campinas de arvores cujas sementes sdo provenientes de arvores
das margens dos canais de Santos. As sementes de /nga sessilis foram coletadas
na Serra do Japi, no municipio de Jundiai/SP, em uma Floresta Mesdfila
Semidecidua de Altitude.

No estudo da ecofisiologia da germinacgéo, as sementes foram submetidas
aos diferentes tratamentos para a avaliagéo do efeito da luz, da hipoxia, da anoxia
e do armazenamento na germinagdo. Os estudos sobre ¢ metabolismo
respiratorio da germinacéao foram efetuados através da determinacéo do contetido
de etanol, jactato e malato em sementes colocadas para germinar sob distintas
condigbes de disponibilidade de oxigénio. Simultaneamente foi realizada uma
analise citogenética com a contagem dos cromossomos das quatro espécies.

Este estudo demonstrou que as especies Inga affinis, Inga fagifolia e Inga
luschnathiana possuem diferentes estratégias adaptativas de tolerancia a baixas
concentragfes de oxigénio, de acordo com a imposicdo de seu ambiente de
ocorréncia, assim como também que sementes de Inga sessilis, apesar de se
encontrarem em um ambiente onde a saturac@o hidrica do solo nao ocorre,
conserva ou vem adquirindo caracteristicas que poderiam provavelmente permitir
seu estabelecimento em ambientes sazonal ou permanentemente encharcados,
tipicamente ocupado pela maioria das especies do género. O estudo citogenétco
evidenciou a presenca de duas especies tetraploides, [ fagifolia e |
fuschnathiana, dentre as quatro analisadas no presente estudo.
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SUMMARY

The ecophysiological aspects of germination and of the respiratory
metabolism of Inga affinis DC., Inga luschnathiana Benth., Inga fagifolia (L.) Wilid
ex Benth e Inga sessilis (Vell.) Mart. seeds were studied in a comparative way.

The sites where the species were collected represent a gradient of soil hydric
saturation. /nga affinis seeds were collected in remnants of Gallery Forest on the
banks of the Jacaré-Pepira river, nearby the city of Brotas/SP, in places prone to
periodical flood due to the rising of the river level (running water). Inga
luschnathiana seeds were collected in fragments of Swamp Forest, nearby the
Reserva Municipal Mata de Santa Genebra, in the city of Campinas/SP., i.e. in
highly heterogeneous area where the soil is waterlogged almost all year round as
a consequence of the surfacing of the water table (stagnant water). Inga fagifolia
seeds were coliected on the campus of the Universidade Estadual de Campinas,
from trees grown from seeds collected in trees planted along the water channels
from Santos/SP. Inga sessilis seeds were collected in the Serra do Japi, in the city
of Jundiai/SP in an area of Semideciduous Forest

The seed germination ecophysiologicai study was carried by doing
experiments to assess the effect of light, of storage and of distinct concentrations
of oxygen, normoxia, hypoxia and anoxia. The respiratory metabolism was studied
through the determination of ethanol, malate and lactate contents in seeds
germinated under different conditions of oxygen availability.

This study showed that the different adaptative strategies developed by Inga
affinis, Inga fagifolia and Inga luschnathiana to tolerate low oxygen concentrations
are in accordance with the constraints of their environment. Although /nga sessilis
seeds are not naturally subject to waterloging 40% of them have characteristics
that would probably allow their establishing in flood prone environments where the
other species occur. The citogenetic study showed the occurrence of two
tetraploid, /. fagifolia and I. luschnathiana, among the four species studied.



INTRODUGCAO GERAL

No interior do estado de Sdo Paulo e demais estados da regido sudeste do
Brasil, apenas duas formacdes florestais ocorrem no ecétono entre os corpos
d'agua e o terreno adjacente, as matas ciliares e as matas paludicolas, também
denominadas matas de brejo (LEITAO FILHO, 1982).

As matas ciliares sfo formacdes florestais sujeitas a inundacdes periddicas
(REICHARDT, 1989). As especies tipicas desta formacéo constituem um
importante habitat para uma fauna bastante diversificada, sendo também uma
fonte de alimento para os peixes (KAGEYAMA, 1989; RODRIGUES, 1989).

A composico floristica destas areas se caracteriza por algumas espécies
exclusivas, e outras que dependem da formacéo florestal adjacente. Ja as matas
paludicolas, ocorrem em areas onde o solo € saturado hidricamante quase que
permanentemente, caracterizando-se por apresentar uma baixa diversidade
floristica (LEITAOQ FILHO, 1982).

Muitos estudos e modelos mostram que uma acdo permanente como
correntezas, duracdo do alagamento, exposicdo a luz, fertilidade do solo e
também a intervencdo humana explicam a composicdo das espécies de areas
alagadas (BLOM & VOESENEK, 1996).

A destruigo deste ecotono acarreta prejuizos como a erosdo das camadas
superficiais do solo, assoreamento dos leitos de rios, contaminacio das aguas e
a perda de um habitat para as espécies exclusivas ou adaptadas para estes
locais (fauna e flora) (LIMA, 1989, JOLY, 1994a). Com a retirada da vegetacéo
natural, a remog&o da camada superficial do solo aumenta consideralvelmente e
a precipitagéo alcanca o sistema dos rios mais diretamente, muitas vezes com
uma grande carga de sedimentos. O assoreamento dos rios e o rapido
escoamento da agua precipitada ocasionam cheias e inundagbes cada vez mais
frequentes (BLOM & VOESENEK, 19296),

Durante o alagamento ha um rapido desaparecimento do oxigénio no solo
e uma forte limitagéo a difusac de gases (ARMSTRONG ef al, 1994), além de
uma compactacio decorrente da quebra e do rearranjo de particulas agregadas
(ENGELAAR et al, 1993). Portanto, o alagamento aitera os processos fisico-
quimicos levando a um acumulo de gases como CO; e CH,, alteracdes no pH e
um decréscimo no potencial redox (PONNAMPERUMA, 1984).



Os estudos realizados nestes Gltimos 20 anos mostram, de uma forma
consensual, que as plantas, assim como a maioria de outros organismos, em
condi¢Bes de baixa tensdo de oxigénio, como as encontradas em solos alagados
ou em plantas em total submersdo, substituem a respiracao aerdbica pelo
metabolismo fermentativo (McMANMON & CRAWFORD, 1971; DAVIES, 1980;
MOCQUOT et al,, 1981; JOLY & CRAWFORD, 1982, 1983; RAYMOND et al,
1985 JOLY 1991, 1994a; CRAWFORD, 1992, JOLY & BRANDLE, 1995
CRAWFORD & BRANDLE, 1996).

O estresse causado pela baixa disponibilidade de oxigénio conduz a uma
reducdo na sintese de ATP, proteinas e &cidos nucleicos, e todas estas
modificacdes causam impacto na inducdo e expressdo genética de varias
enzimas associadas ao metabolismo fermentativo de carboidratos (DAVIES,
1980; MOCQUOT et al., 1981).

A controvérsia sobre a produc&o de malato por plantas tolerantes ao
alagamento (CRAWFORD, 1978; Ap REES & SMITH, 1987) estimularam novas
pesquisas como os estudos recentes de JOLY (1891; 1994b) que, com base em
espécies neotropicais, propds que a tolerancia & inundagéo depende de uma
interacdo entre respostas metabdlicas (redugéio da demanda energética e um
controle da produgdo de metabdlitos toxicos como o etanol e o lactato} e
respostas morfo-anatomicas (desenvolvimento de raizes adventicias, de
aerénguima e a hipertrofia de lenticelas).

As plantas de diferentes espécies variam muito com relagdo ao seu grau
de tolerancia as diferentes concentracdes de oxigénio existentes em ambientes
sujeitos a inundagdes. Muitos estudos, nestas duas dltimas décadas, tém sido
efetuados com o intuito de elucidar os mecanismos pelos quais plantas
conseguem sobreviver nestes ambientes (BASKIN & BASKIN, 1976;
CRAWFORD, 1977, 1978, 1987, 1992; DAVIES, 1980; JOLY & CRAWFORD,
1982: JOLY, 1991, 1994a,b; JOLY & BRANDLE, 1995).

A resposta de plantas & baixa disponibilidade de oxigénio vém sendo
examinadas, principaimente em espécies de interesse econdmico como as
Poaceae, arroz (Oryza sativa) (KENNEDY et al, 1987; MUJER et al, 1993
GUGLIELMINETTI et al, 1995; MIYOSHI & SATO, 1997), milho (Zea mays)
(ANDREWS et al., 1993,1994; JOHNSON et al,, 1994, CHRISTOPHER & GOOD,



1996), trigo (Triticum aestivum) (AL-ANI et al, 1985, ALBRECHT &
WIEDENROTH, 1994; BIEHLER ef al, 19968, ANDREWS, 1997} e algumas
espécies do género Echinochioa, plantas invasoras das plantagbes de arroz
(RUMPHO & KENNEDY, 1981; KENNEDY et al., 1983; AL-ANI ef a/., 1985)

Estudos sobre a tolerncia & inundac8o tém enfocado principaimente a
capacidade de estabelecimento das plantulas porém, as sementes também
sofrem influéncia da disponibilidade de oxigénio pois podem cair em solo
encharcado ou serem dispersadas pela agua (LOBO, 1983). Com o alagamento,
a germinagdo das sementes e o desenvolvimento das pléntulas podem ser
comprometidos dependendo da espécie em questdo e tambem da duragéo do
periodo de inundacéo (KOZLLOWSKI, 1984).

Para se conhecer as diversas etapas do processo de estruturagéo de
comunidades como o estabelecimento, a sucessdo e a regeneragdo natural, o
conhecimento sobre a ecofisiologia das sementes € muito importante (VAZQUEZ-
YANES & OROZCO-SEGOVIA, 1993), pois a primeira etapa da selegdo ocorre
durante a fase de germinacéo das sementes.

Os efeitos da inundacédo na sobrevivéncia da semente e na germinagao
s80 pouco investigados. O avango e o progresso no entendimento sobre a
resisténcia das sementes a inundacéo, depende n&o s6 de uma completa analise
do ambiente e de pardmetros metabdlicos, como também da consideracéo de
varias fases da historia de vida da planta (ERNST, 1990).

Individualmente, o conhecimento das respostas de uma dada espécie
auxilia no entendimento dos mecanismos adaptativos que permitem as plantas
terrestres enfrentarem e estarem adaptadas a condicdo de alagamento,
auxiliando na compreensdo da importancia deste processo no ambito de
comunidade. Este conhecimento é importante tanto para a compreensao da
dindmica das areas sujeitas a inundagdo, como para a recuperaco da vegetagao
nas planicies de alagamento. Ambos os aspectos tém sido ativamente
pesquisados (JOLY, 1986; BLOM & VOESENEK, 1996).

Segundo CRAWFORD (1977), as sementes durante a embebicao, antes
da ruptura da testa, sdo expostas a um periodo natural de anaerobiose, no qual a

respiragdo aumenta dramaticamente. Este periodo difere daquelas plantas ja



estabelecidas e que apresentam suas raizes em locais permanentemente ou
periodicamente aladas, pois para as sementes n&o existe a possibilidade deste
estresse ser aliviado pela difuséo de oxigénio vindo da parte aerea (JOLY &
CRAWFORD, 1883).

Alguns trabalhos sobre a germinagdo de sementes de espeécies
relacionadas com a hipoxia e anoxia foram realizados como no trabalho de
WATERS (1991) com sementes de trigo (Triticum aestivum, Poaceae), SMALL et
al. (1989) com sementes de Erythrina caffra (Fabaceae), KENNEDY et al. (1991)
com sementes de arroz (Oriza sativa, Poaceae) e de Echinochloa crus-galli
(Poaceae), BENVENUTTI & MACCHIA (1995) com sementes de Datura
stramonium (Solanaceae). Estudos enfocando espécies neotropicais também se
restringem a um pequeno grupo de espécies como Chorisia speciosa
(Bombacaceae) (JOLY & CRAWFORD, 1983), Inga affinis (Mimosaceae)
(LIEBERG & JOLY, 1993), Calophyllum brasiliense (Clusiaceae) (MARQUES,
1994), Sesbania virgata (Fabaceae) (OKAMOTO, 1995) e Talauma ovata
(Magnoliaceae) (LOBO & JOLY, 1996), Parkia pendula (Mimosaceae) (SCARANO
& CARWFORD, 1992), que demonstraram um amplo espectro de respostas,
como a capacidade de germinar em hipoxia e até em anaerobiose, a disperséo
das sementes em época seca, e a manutencdo da viabilidade por longos
periodos.

Estas observacfes foram corroboradas na recente reviséo de
CRAWFORD & BRANDLE (1996) que concluem que na ocupagéo de habitats
com baixa disponibilidade de oxigénio, as plantas desenvolveram, ao longo do
processo evolutivo, uma ampla gama de estrategias. Invariavelmente a resposta
observada depende nao s6 da espécie mas também da intensidade e da duragdo
do estresse.

As zonas de vegetacdo de uma planicie de alagamento muitas vezes
refletem diferentes niveis de estresse e de heterogeneidade com relag&o a
disponibilidade de oxigénio e de nutrientes. Estes fatores determinam uma
zonacao vegetacional particular, muitas vezes em uma pequena escala espacial
(BLOM & VOESENEK, 1996). isto sugere que as espécies coexistenies neste
ambiente sejam particularmente interessantes para um estudo das respostas



adaptativas de plantas ao alagamento.

As respostas adaptativas a condigfo de baixa disponibilidade de oxigénio
podem ser diferenciadas ao longo de duas linhas de pesquisa com relagdo ao
habitat. A primeira diz respeito a diversidade de espécies em um habitat, isto &,
muitas espécies vivendo juntas em um so lugar, enfrentando condigdes
ambientais semelhantes, mas com estratégias adaptativas diferentes. Outra
possibilidade é o estudo de espécies de um mesmo género que ocorrem ao longo
do gradiente de estresse, isto é espécies que pertencem, filogeneticamente, a um
mesmo grupo e que ocorrem naturaimente em distintas zonas da planicie de
alagamento. Apesar de filogeneticamente estarem muito proximas estas espeécies
apresentam estratégias muito diversificadas, possivelmente refietindo as
condiges especificas do ambiente que ocupam (BLOM & VOESENEK, 1996).

O género Inga se presta aos dois tipos de estudo, pois tanto possui
espécies que se distribuem ao longo de um gradiente de saturacéo hidrica do
solo e também espécies diferentes ocupando uma mesma zona ao longo do
gradiente. O objetivo deste trabalho é determinar as estrategias especificas,
desenvolvidas pelas sementes de cada espécie para germinar em um gradiente
de disponibilidade de oxigénio, e a correlagéo destas estratégias com o ambiente
tipico de ocorréncia de cada uma das especies.

Nos capitulos 1, I, lll e IV serdo tratados a fisiologia da germinacéo de
cada uma das espécies, e 0 estudo do metabolismo respiratorio durante a
germinacdo. No capitulo V serdo comparadas as respostas fisiologicas das
quatro espécies, relacionando-as com 0s respectivos ambientes, sendo
apresentado e discutido um estudo citogenético através da contagem

cromossomica.



Capitulo | -Fisiologia da germinagao e do metabolismo
respiratério durante a germinacédo de sementes de Inga affinis DC.
(Mimosaceae) submetidas a hipoxia e anoxia.

RESUMO - Sementes de Inga affinis mostraram que possuem alta toleréncia a falta de
oxigénio. Sob hipoxia, a germinaco foi de 100%, enquanto que, na auséncia total de
oxigénio (anoxia) apesar das sementes ndo germinarem, se mantiveram viaveis até 60
dias. Tal caracteristica garante uma vantagem competitiva nas planicies aluviais
recentes, seu habitat.

I.1 - Objetivo

LIEBERG & JOLY (1993) demonstraram que além das plantulas de Inga
affinis serem altamente tolerantes a saturac&o hidrica do solo, as sementes eram
capazes de germinar totalmente submersas. Neste Capitulo apresentamos os
aspectos da fisiologia da germinacéo e as respostas do metabolismo respiratorio
durante a germinacdo das sementes de /. affinis DC. submetidas a hipoxia e
anoxia, com a finalidade de caracterizar as respostas adaptativas presentes
durante a germinacéo desta espécie em um ambiente com baixa disponibilidade

de oxigénio.

1.2 - Material e métodos
.2.1 - Caracterizagao da espécie
Inga affinis DC. & uma espécie arborea que chega a ter de 6 a 15 m de
altura e o caule, ferrugineo-pubescente, pode ter até 40 cm de didmetro na altura
do peito. As folhas apresentam de 3 a 5 jugas de foliolos lanceolados, acima
lustrosos, quase glabros e obscuros quando secos, embaixo palidos e
pubescentes, as vezes os apicais muito grandes medindo 5-15 cm de
comprimento por 2- 7.5 cm de largura. Peciolo viloso n&o alado, raquis
claramente aladas, glandula ragueal em pratinho mediano, séssil ou muito pouco
elevado em taca. Espigas de 1 a 2 axilares, hirtulas, condides, com flores
brancas abrindo desde a base, bracteas menores que o calice, este de 6- 9 mm
de comprimento, corola 15-17 mm de comprimento, estames cerca de 4 cm de
comprimento. O fruto (Figura 1.1) € uma vagem linear um pouco encurvada,
grossa de 6- 11 cm de comprimento por 1,6- 2,3 cm de largura, bordo largo
estriado, mais longo do que as faces (BURKART 1979).



Esta & uma espécie presente nas planicies aluviais dos rios do interior do
estado de S&c Paulo, portanto altamente tolerante a saturacéo hidrica do solo
provocada pela exiravazéo das aguas no verdo (Figura 1.2). As plantulas toleram

jongos pericdos de inundacdo, scobrevivendo até mesmo a submersdo total

Eem

Figura 1.1- Detalhe do fruto de Inge affinds evidenciando a sarcotesta e a semente.

(LIEBERG & JOLY 1983). A maturagaoc dos frutos ocorre no verdo e a dispersdo
é feita por animais, principalmente macacos, e por hidrocoria. As sementes s&c
recalcitranies (STEADMAN ef &/, 1996) e apresentam uma longevidade curta,
consequentemente, em condicdes naturais, a germinacdo ocorre onde a
disponibilidade de oxigénic alterna, muitas vezes num curto pericdo de tempo, de
normoxia @ uma hipoxia acentuada. Muitas vezes a deposicdo do frulo elou da
semente ocorre em areas de intensa deposicdc de sedimenios que cobrem
totalmente os diasporos. Nestes locais é freglente a semenie ficar por dias ou
semanas numa condicdo de total falta de oxigénic (J.R. Spigolon, comunicacdo
pessoal).

Os frutos de [ affinis foram obtidos nas margens do Rio Jacaré-Pepira,
municipio de Brotas/SP. A utilizag&c de um barco foi necesséaria, pois 0s ramoes

das arvores desta especie encontravam-se voltadas para o rio.



Figura 1.2 — Aspecto da Mata Ciliar do ric Jacaré-Pepira no munuicip‘ée de Bgétas!SP,
evidenciando os ramaos de [ affinis voltados para o rio.

t.2.2 - Metodologia

0O termo normoxia foi ulilizado neste trabalhc para os tratamentos em
condigbes normais de aeragdo, hipoxia foi utilizada para definir sementes em
condicbes de submersao, portanto, embora ndc medido, com menor
conceniracdo de oxigénio gue a condigdo de normoxia, uma vez gque a agua atua
como uma barreira para a difuséo do oxigénio até as sementes. O terme anoxia
foi utilizado para os fratamentos em total auséncia de oxigénio gue foi monitorado
através de um indicador.

Apés a coleta, os frutos foram levados até o Laboraidric de Ecofisiclogia
Vegetal do Departamento de Boténica da UNICAMP, onde foram efetuadas a
retirada das sementes dos frutos e a relirada da sarcotesta, portanto, em todos os
tratamentos foram utilizadas sementes sem a sarcotesta. Nos experimentos de
germinac@o, antes de cada tratamento, as sementes foram esterilizadas com
solucdo de Micostatin (1000 units.mi ™).

A condicdo de normoxia foi estabelecida com a colocacdo de 10 sementes
em 10 caixas Gerbox sobre papel de fillro Umido. A condicgdo de hipoxia foi
conseguida com a submersdo de 10 sementes em 250 mi de agua destilada em

10 caixas Gerbox.



Para estabelecer a condiggo de anoxia foi utilizada uma jarra anaerdbica
Oxoid onde foram colocadas 10 placas de Peiri contendo 10 sementes cada
(caixas Gerbox ndo foram utilizadas por serem incompativeis com o tamanho das
jarras) (Figura 1.3), onde foram colocados 2 sachets, um que libera o catalizador
gue remove © oxigénic criando uma atmosfera anaerobica e outro gue monitora a
auséncia de oxigénio.

Todos os tratamentos (normoxia, hipoxia e anoxia) foram realizados em
germinador Fanem com temperatura de 25+ 2° C com fotoperiodo de 12 horas de
luz branca. A condicdo de escurc foi obtida com ¢ envolvimento das caixas
Gerbox em 3 sacos de polietileno pretos, sendo os experimentos montados e ©
acompanhamento feitc em cdmara escura com luz verde de seguranga (JOLY &
FELIPPE 1979).

O armazenamento também foi testado, porém, por se ftratar de uma
semente recaicitrante (STEADMAN ef a/., 1996) as sementes comegam a perder
a viabilidade logo nas primeiras 24 horas, quando armazenadas em sacos de
papel a temperatura ambiente. A perda de viabilidade esté associada a uma

rapida dessecacioc. Conseguentemente, testou-se o armazenamento em agua

Figura .3 - Aspecto da Jarra Anaerdobica Oxoid ut zada para os tratamentos de anoxi
evidenciando o indicador rosa gque demonstra ainda haver oxigénio na atmosfera da jarra
recém selada.



destilada e a 5° C em geladeira, de forma a impedir a dessecagdo e ao mesmo
tempo inibir a germinacdo com a baixa temperatura.

Durante a contagem do numero de sementes germinadas era verificado o
estado das mesmas, isto €, se estavam viaveis ou mostravam estar em estado
de putrefacdo, se inviaveis, eram descartadas. Portanto, o experimento era
finalizado quando se atingia 100% de germinacdo ou quando as restantes
estavam inviaveis. A protrus&o de radicula foi considerada como germinagao.

Em todos os tratamentos para determinacéo de etanol, lactato e malato
foram utilizadas 10 sementes colocadas em caixas Gerbox sobre papel de filtro.
Para a condigdo de normoxia, © papel de filtro era umedecido com &gua
destilada. A hipoxia foi conseguida com a adicdo de 250 ml de agua destilada na
caixa Gerbox, mantendo-se as sementes totaimente submersas. A condic@o
anoxica foi obtida com a colocag@o de placas de Petri com 10 sementes cada
dentro das jarras anaerébicas.

Apos o periodo estipulado para cada tratamento, as sementes (+ 1 g)
foram colocadas em nitrogénio liquido e, em seguida, trituradas em 12_ mi de
acido perclérico (6%) gelado. O homogeneizado era centrifugado a 3500 rpm por
20 minutos em centrifuga refrigerada a 0°C. Apds a centrifugagdo, o©
sobrenadante era retirado e neutralizado com K,CO; 5M, na presenca de
alaranjado de metila e imediatamente congelade para posterior leitura a 340 nm
em espectrofotémetro Beckman DU-65 com a utilizagdo de cubetas de quartzo de
1 mi. No sentido de padronizar 0s procedimentos e evitar distorcdes, todas as
leituras foram efetuadas com a utilizac@o de kits Boehringer (Mannhein-Germany)
conforme descrito por JOLY & BRANDLE (1995).

Foram analisadas sementes oriundas dos tratamentos de normoxia,
hipoxia e anoxia por 12, 24, 48, 72 e 96 horas.

Para os testes de germinac@o, os resultados foram analisados através da
analise da variancia com os dados convertidos para arco seno da raiz quadrada
da porcentagem e posteriormente aplicado o teste de Tukey. Nos testes para a
quantificacdo dos metabdlitos, os dados foram analisados parametricamente
através de analise de variancia (ANOVA) e posteriormente pelo teste de Tukey
para diferenciagdo das medias (SOKAL & ROHLF 1979).
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1.3 - Resultados e discussao
Na Figura 1.4 pode-se observar que as sementes de /nga affinis possuem
um alto potencial germinative em condi¢des normais de oxigénio (normoxia). A
auséncia de luz causa uma pequena diminuicdo na velocidade inicial de
germinagé&o, porém ndo afeta o tempo necessario para que 100% das sementes

germinem. Nao ha diferenca significativa entre os tratamentos de fuz e escuro.
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Figura 1.4 - Potencial germinativo de sementes de /. affinis. Médias em colunas seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=-10.

A baixa disponibilidade de oxigénio, hipoxia, ndo inibe a germinag&o mas
retarda seu inicio e reduz significativamente a percentagem final de sementes
germinadas enquanto gue, em anoxia, a germinagao & inibida (Figura 1.4)

No tratamento de armazenamento (Figura [.5), dez dias foram suficientes
para afetar, significativamente, o potencial germinativo das sementes, pois o
percentual final de germinacdo caiu para 82%. Apds 30 dias a porcentagem de

germinacao ja era inferior a 50%.
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Figura L.5 - Porcentagem da germinacao das sementes de /. affinis armazenadas por 5, 10,
20 e 30 dias em condi¢des de baixa temperatura e em agua. Médias em colunas seguidas
pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=-10,

Sementes de /. affinis ndo sdo fotoblasticas e possuem um potencial
germinativo muito elevado. Mesmo em hipoxia o percentual de germinacéo &
considerado alto (92%) e comparavel com os resultados obtidos para Sesbania
virgata (Fabaceae) (OKAMOTO, 1995). Por sua vez, SMOLDERS et al. (1995}
trabathando com Stratiotes aloides (Hydrocharitaceae) obteve apenas /0% de
germinacéo das sementes e, surpreendentemente, LOBO & JOLY (1996) e KOLB
(1998) demonstraram que, respectivamente, as sementes de Talauma ovata
(Magnoliaceae) e Tabebuia cassinoides (Bignoniaceae), espécies tipicas de
areas gquase que permanentemente encharcadas, s&o incapazes de germinar sob
hipoxia.

No caso de /. affinis, a hipoxia induziu a um atraso no inicio da
germinacdo, sendo este atraso significativo. Em anoxia, em 60 dias de
acompanhamento (dados ndo mostram), as sementes nao germinaram mas se
mantiveram viaveis.

Com relacdo ao armazenamento, a viabilidade comeca a ser perdida a

partir de 10 dias. E interessante observar que a reducéo na viabilidade esta
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ocorrendo mesmo mantendo-se o teor de umidade, fator tido como essencial na
manutencdo da viabilidade de uma semente recalcitrante, pois as sementes
foram armazenadas em agua e em baixa temperatura.

Observa-se na Figura 1.6 que, ja nas sementes recém retiradas dos frutos
existe uma consideravel concentragdo de etanol. Nos tratamentos de normoxia e
hipoxia (dgua estagnada, sem aeracéo) esta concentragdo permaneceu no
mesmo nivel ao longo de todo o experimento ndo havendo diferenca significativa
entre estes dois tratamentos. J& sob anoxia, a elevacdo da concentragio de
etanol é rapida, constante e altamente significativa chegando a quase 6 vezes da
concentracdo encontrada para hipoxia apos 96 horas.

A concentracdo de oxigénio no tratamento de hipoxia, aparentemente n&ao
foi suficientemente baixa (uma vez que a difusdo de oxigénio até a sementes €
dificultada pela &agua) para que a via fermentativa fosse acelerada,
permanecendc num mesmo patamar observado para a condicdo de
disponibilidade normal de oxigénio (aerada). Todavia, a presenca de etanol em

—8— NORMOXIA a
—@— HIPOXIA a
S0 4 ANOXIA o

ETANOL- umol.g™ semente (m.f.)

o

TEMPO DE TRATAMENTO (HORAS)

Figura 1.6 - Concentragio de etanol, durante a germinagdo de sementes de | affinis
submetidas & normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma fetra
nio diferem enfre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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ambos os tratamentos pode significar que parte dos tecidos estejam em
condicdes de hipoxia ou anoxia. Portanto pode-se considerar que este valor
encontrado represente a produgdo basal de etanol. Aparentemente, somente a
anoxia induziu a uma fermentacdo alcodlica efetiva, isto &, a aceleragéo da via
fermentativa ocorreu apenas na condicao de total auséncia de oxigénio.

Embora em relag&o & produgao de etanol os valores da concentragao de
lactato sejam baixas em todos os tratamentos, observa-se (Figura 1.7) que a
anoxia causou um aumento na concentragdo deste metabdlito a partir de 48

horas, sendo esta diferenca significativa.

4.0

1 — M- NORMOXIA a
359  —g-HPoxA &

1 A ANOXIA

3.0

LACTATO- umol.g” semente (m.f)

TEMPO DE TRATAMENTO (HORAS)

Figura 1.7 - Concentragio de lactato, durante a germinagao de sementes de I. affinis
submetidas a normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5,

O malato por sua vez (Figura 1.8), teve sua producdo significativamente
aumentada apos 12 horas em todos os tratamentos (Figura 1.8). Em anoxia, apos
24 horas do tratamento, o aumento deste metabdlito € acentuadamente
significativo, porém ha um decréscimo apos 96 horas. Em condigbes de hipoxia e

normoxia os valores das concentragdes permaneceram quase que nivelados.
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Figura 1.8 - Concentracdo de malato, durante a germinacdo de sementes de I affinis
submetidas & normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.

As sementes de [ affinis, em condi¢ées experimentais de baixa
disponibilidade de oxigénio, apresentaram uma ativagéo da via fermentativa com
a producdo de etanol e de lactato. Entretanto, esta resposta foi mais evidente em
condigdes de auséncia completa de oxigénio, anoxia.

A aceleragio da fermentacdo alcodlica foi observada na germinagéo de
sementes de outras espécies consideradas tolerantes, por exemplo, Echinochloa
crus-galli (Poaceae) (RUMPHO & KENNEDY, 1981), arroz (Oryza sativa
Poaceae) (KENNEDY et al, 1987, SETTER et al, 1994), Erythrina caffra
(Fabaceae) (SMALL et al, 1989) e Sesbania virgata (Fabaceae) (OKAMOTO,
1995), assim como em sementes de espécies néo tolerantes a saturagéo hidrica
do solo, como Chorisia speciosa {(Bombacaceae) (JOLY & CRAWFORD, 1983),
milho (Zea mays, Poaceae), soja (Glycine sp, Fabaceae), ervitha (Pisum sativum,
Fabaceae) (RAYMOND et al, 1985) e ftrigo (Triticum aestivum, Poaceae)
(WATERS et al., 1991). Portanto, o grau de tolerancia de uma espécie a restrigéo
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quanto a disponibilidade de oxigénioc no ambiente natural n&o pode ser
determinado através apenas da aceleragéo da via fermentativa alcodlica.

E importante ressaltar que a aceleracdo da via fermentativa pode
compensar a baixa taxa de produgdo de ATP inerente ao metabolismo
respiratorio (RAYMOND et al,, 1985) explicando desta forma a manutengdo da
viabilidade das sementes por até 30 dias em hipoxia (Figura 1.6), demonstrando
também gque esta espécie deve tolerar altas concentragbes de etanol, nao sendo
53,6 umoles por grama de semente (massa fresca) o suficiente para causar
algum dano, aliado a capacidade desta espécie de eliminar mais de 50% do
etanol produzido para o meio (dados ndo mostram).

A hipotese proposta inicialmente por Davies-Roberts (KENNEDY et al,
1992) que relaciona a producdo de lactato com a diminuicdo do pH
citoplasmatico, consequentemente, levando & indugéo da atividade da ADH
(alcool desidrogenase) e inibindo a acdo da LDH (lactato desidrogenase),
_poderia explicar o rapido decréscimo nos niveis de lactato, apos o pico
observado com 72 horas de anoxia. A acidificagdo do citoplasma deve ter inibido
a atividade da LDH e induzido a atividade da ADH com o consequente aumento
nos niveis de etanol.

Estudando as respostas metabdlicas do sistema radicular de plantas
tolerantes & saturag@o hidrica do solo, McMANMON & CRAWFORD (1971)
sugeriram que estas espécies, para evitar a producgdo de niveis toxicos de lactato
e etanol, utilizariam uma rota metabdlica alternativa que resultaria no acumulo de
malato. Esta proposta foi duramente criticada por diversos autores (SMITH & Ap
REES, 1979; Ap REES et al, 1987), principalmente pelo fato da rota proposta
ndo resultar em ganho liquido de ATP. Recentemente, JOLY (1994b) demonstrou
que a Teoria Metabdlica de McMANMON & CRAWFORD (1971) explica o
acumulo de malato em espécies nas quais ha difusdo de oxigénio da parte aérea
para o sistema radicular. O metabolismo aerdbico mantido com este oxigenio
difundido é o responsavel pela producdo do ATP, enguanto que a converséo de
fosfoenolpiruvato em oxaloacetato e malato evita o acumulo de piruvato devido a
aceleracéo da glicdlise e consequentemente o actmulo de etanol e lactato.

No caso de /. affinis, entretanto, a concentracdo de malato observada na

germinagdo das sementes, aparentemente, n&do esta relacionada com o
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metabolismo anaerdbico, como foi sugerido por estes autores. Pois, apesar de
apresentar um acumulo significativo deste metabdlito nas primeiras 72 horas de
anoxia h& um rapido decréscimo nas 24 horas seguintes de tal forma que no final
do tratamento os niveis de malato sdo iguais aos observados no controle
(normoxia).

O acumulo de malato nos tratamentos de normoxia e hipoxia (Figura 1.8}
pode estar relacionado com um metabolismo caracterizado pela atividade
simultdnea da respiracdo aerdbica e algum grau de fermentacdo em partes do
tecido (RICARD ef al., 1994) e o malato observado pode estar relacionado ao
Ciclo de Krebs. Segundo estes autores a simuitaneidade entre a respiragéo
aerdbica e o metabolismo fermentativo ocorre um pouco antes da protrusdo da
radicula estando entdo relacionada com os estadios finais da germinagdo. Os
resultados obtidos com a germinacao das sementes de /. affinis corroboram esta
hipétese.

QOutros trabalhos evidenciaram o funcionamento de mitocdndrias em baixas
concentracbes de oxigénio (VARTAPETIAN, 1991) ou mesmo em completa
anoxia (KENNEDY ef al., 1991). Estes autores descrevem que em plantulas de
Echinochioa phyliopogon (Poaceae) crescidas em nitrogénio as mitocdndrias sao
muito distintas daquelas encontradas em plantulas cultivadas em condi¢bes de
normoxia, o0 que sugere gque estas organelas sido funcionais mesmo na total
auséncia de oxigénio. FOX & KENNEDY (1991) demonstraram também que
varias enzimas do ciclo de Krebs estao presentes em plantulas de E£. phyllopogon
cultivadas na auséncia de oxigénio.

Por outro lado KEELEY (1979), trabalhando com diferentes populacbes de
Nyssa sylvatica (Nyssaceae) ao longo de um gradiente de saturag&o hidrica do
solo, demonstrou que, apds um ano de alagamento, o sistema radicular da
populacéo que cresce na area pantanosa apresenta niveis de malato até trés
vezes superior ao observado na populacéo de areas bem drenadas. O autor
sugere gue o resultado indica haver uma diferenciac@o genética do metabolismo
do sistema radicular, devido a pressao exercida pelo ambiente para um aumento
na absorcdo de metais. Assim o malato poderia simplesmente estar atuando no

halanceamento do desequilibrio idnico das céluias das raizes.
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Entretanto, seria muito dificil explicar a presenca deste metabélito, uma
vez que o malato pode ser encontrado como parte de muitas rotas metabalicas da
planta (MARTINCIA & RENTSCH, 1994).

.4 - Conclusdo

As respostas obtidas no estudo do metabolismo respiratério das sementes
de I affinis durante a germinac@o indicam gue esta espécie esta altamente
adaptada a germinar e/ou manter a viabilidade de suas sementes sob condicdes
de baixa concentracéo de oxigénio. Entre os tratamentos de normoxia e hipoxia
nao ha diferengas significativas nem no processo de germinacio nem no padréo
de produg&o de etanol, lactato e malato. A indug&o da via fermentativa ocorre
apenas na completa auséncia de oxigénio e, muito provavelmente, esta
associada a produgdo de energia necessaria para manter a viabilidade da
semente.
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Capitulo li - Fisiologia da germinagao e do metabolismo
respiratdrio durante a germinacao de sementes de Inga fagifolia
(L.) Willd ex Benth. (Mimosaceae) submetidas a hipoxia e anoxia.

RESUMO - Os estudos sobre germinacéo de sementes de Inga fagifolia (L.) Willd ex
Benth. sob condicbes de hipoxia e anoxia mostraram que as sementes desta especie
possuem uma rara tolerancia a4 anoxia, pois apos 20 dias nestas condicbes a
germinagdo foi de 100%. Este resultado pode ser explicado pela aitissima produgéo de
etanol e, consequentemente, de ATP na completa auséncia de oxigénio o que poderia
estar favorecendo a germinacao.

I1.1 - Objetivo
Considerando que Inga fagifolia ocorre ao longo de um gradiente de
saturagdo hidrica do solo, 0 objetivo deste capitulo é compreender a fisiologia da
germinacdo e as respostas do metabolismo respiratério de sementes submetidas
a hipoxia e anoxia.
1.2 - Material e Métodos

IV.2.1 - Caracterizagdo da Espécie

Inga fagifolia Will. ex Benth. & uma arvore de porte médio, glabra ou com
ramos do peciolo e da inflorescéncia com pelos curtos e pouco amarelado, com
estipulas pequenas, muito caducas, raramente observadas, peciolo de 1 a 1,5
polegada, cilindrico, levemente canaliculado na face superior, marginado ou
gstreitamente alado, raramente largamente alado. Apresenta uma glandula
pequena € escutelada, suas folhas séo rigido-coriaceas de brilhante até opaca;
bijugas, as vezes com foliolos peciolulados muito curtamente; as maiores com Ja
4 polegadas de comprimento e 1,5 a 2 polegadas de largura; apice breve
acuminado a obtuso; base contractil. Com a inflorescéncia (Figura 11.1) na axila
dos ramos em fasciculos de 1,5 a 3 polegadas de comprimento. Mostrando flores
sésseis, glabras, com bracteas curtas, lanceoladas ou setosas e muito caducas,
com um calice de 3/4 a 1 linha de comprimento, tubuloso, campanulado. A corola
com cerca de 3 finhas de comprimento com 4 a 5 lobos, o tubo do estame quase
duas vezes maior que a corola. A vagem (Figura 1l.2) & glabra, piana, com
margens elevadas, engrossando quando madura, com 3 a 5 polegadas de
comprimento e 3/4 de polegada de largura (BENTHAM 1876).
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Segundo LEON (1966) apud OLIVEIRA & BELTRATI (1994) inga fagifolia ¢
uma das espécies do género /nga com maior area de dislribuicdo geogréfica,
estendendo-se desde Jalisco no Mexico até o Sul do Brasil. Segundo Prance &
Silva (1995) no Brasil é encontrada em toda a regido extra-Amazdnica, do Ceara
até S&c Paulo, habitando matas mesdfilas semideciduas, maias ciliares e matas
paludicolas. Relatcs em sua recente revisdo do género /nga Flavia Garcia
(comunicacdo pessoal) mostra gue na faixa litoranea da regido Sudeste esta
espécie ocorre tanto nas areas sazonalmenie alagadas das dunas como nas
dreas quase que permanentemente inundadas das restingas, atingindo a floresta

ombrofila densa.

Figura Il.1- Aspecto da inflorescéncia de fnga fagifolia Willd no campus da UNICAMP.

Os frutos de Inga fagifolia foram coletados no campus da Universidade
Estadual de Campinas de arvores oriundas de sementes provindas das margens

dos corregos canalizados da cidade de Santos.
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5 cm

Figura ii.2 - Detalhe do fruto de Inga fagifofia Willd evidenciando a sarcotesta e a semente.

Il.2.2 - Metodologia

Os experimentos de germinacaoe, a determinacao dos metabdlitos (etanol,
jactato e malaic) e as analises estalisticas foram conduzidos conforme a
metodologia descrita no capitulo |, referente & ecofisiologia da germinagac de
inga affinis DC.

1.3 - Resultados e discussao

Os estudos sobre o potencial germinativo das sementes de [ fagifolia
(Figura 11.3) mostraram que as sementes nédo s&o foicbiasticas e gue a baixa
disponibilidade e a auséncia de oxigénic atrasam, significativamente, a
germinagdc mas ndoc afetam o percentual final, pois em todos os fratamentos
obteve-se 100% de germinacao.

Em anoxia (Figura 11.3), embora os dados mostrados apresentem
aumenios subitos de germinacdo , em fungdo das contagens terem sido feitas
apenas nas datas de abertura das jarras (10, 18 e 20 dias em anoxia), observa-
se um resultado surpreendente gue é a obtencdo de 100% de germinacdo em
iotal falta de oxigénio (Figuras li.4 e {1.5).
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Figura 1.3 - Potencial germinativo de sementes de /. fagifofia submetidas 4 normoxia na
fuz, normoxia no escure, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey {(P<0,05) com n=10.

Figura I1.4 - Aspecto de semenies de . fagifolia sem a sarcotesta germinande no interior da
Jarra anaerdbica, a seta indica a radicula protruida. (Fote E. L. Borba).
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Figura I1.5 - Aspecto de sementes de Inga fagifolia sem a sarcotesta germinadas nas jarras
anaerdhicas imediatamente apos 2 abertura das mesmas, (Foto E. L. Borba)

A manutencdo da viabilidade das sementes armazenadas em agua
destilada e em baixa temperatura pode ser observada na Figura 11.6.

Verifica-se gue apenas apds 30 dias de armazenagem ocorre um atraso e
uma queda significativa, cerca de 50%, no potencial germinativo das sementes.

As respostas obtidas na germinagcdo de sementes de [ fagifolia
demonstram cue estz ¢ uma espécie cujas sementes estdo, sem duvida,
altamente adaptadas a flutuagbes na disponibilidade de oxigénio no ambiente,
germinando até mesmo na completa auséncia de oxigénio.

A capacidade de germinar em condigdes h%péxicas €& uma caracteristica
incomum para a maioria das espécies de planias superiores, porém em total
auséncia de oxigénio, até hoje, somente 7 espécies sdo conhecidas na literatura:
trés espécies de Poaceae, arroz (Oryza safiva) (BERTANI et al, 1980),
Echinochioa crus-galli (recentemente colocada na sinonimia de Echinochloa
pillopogon, KENNEDY et al, 1983; KENNEDY et al, 1992); trés espécies de
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Figura I1.6 - Porcentagem da germinacéio das sementes de I. fagifolia armazenadas por 5,
10, 20 e 30 dias em condicdes de baixa temperatura e em agua destilada. Médias em

colunas seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com
n=10.

plantas aquaticas Trapa natans L.(Trapaceae), Nuphar futeum (Nymphaeaceae)
Scirpus mucronatus L. (Cyperaceae) (MENEGUS ef al., 1992); e duas arbdreas
Erythrina caffra (Fabaceae) (SMALL ef al., 1989), cuja capacidade de germinar
sob anoxia parece estar associada a utilizacao, pelo embrido, de oxigénio retido
no interior da semente, e Chorisia speciosa (Bombacaceae) (JOLY &
CRAWFORD, 1983).

A capacidade de sementes de /. fagifolia germinarem na total auséncia de
oxigénio contrasta com os resultados obtidos para outras espécies tipicas de
ambientes sujeitos a saturacdo hidrica do solo, que desenvoiveram mecanismos
para evitar até mesmo a situacdo de hipoxia, restricdo ja suficiente para inibir a
germinacdo. E o caso de sementes de de Tapirira guianensis (Anacardiaceae)
Profium heptaphyllum (Burseraceae), Cariniana legalis (lLecythidaceae) e
Pseudobombax grandiflorum (Bombacaceae) (LOBO, 1998), espécies tipicas das
Matas Paludicolas do interior do estado de S&o Paulo, e Tabebuia cassinoides
(Bignoniaceae) (KOLB, 1998), espécie tipica das matas de restinga alagavel do
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litoral paulista.

Outros mecanismos como em sementes Parkia pendula (Mimosaceae)
(SCARANO & CRAWFORD, 1992), que conseguem se manter viaveis por até 7
meses em submerséo, Talauma ovata (Magnoliaceae) (LOBO & JOLY, 1996) que
dispersam suas sementes durante a estacio seca.

Aliada a capacidade de germinar na auséncia completa de oxigénio,
verificou-se também que as sementes de /. fagifolia toleram um periodo mais
longo de armazenamento em agua destilada a 5 °C, pois apds 20 dias nestas
condicdes ainda permaneciam 100% vidveis. Apds 30 dias de armazenamento
pelo menos 56% delas ainda estavam viaveis.

Estes resultados contrastam com o comportamento das sementes de /.
affinis apresentado no capitulo anterior, pois as sementes daquela espécie nao
germinaram sob anoxia e apts 20 dias de armazenamentc em agua destilada a
baixa temperatura somente cerca de 30% das sementes continuavam viaveis.
Portanto, as sementes de [fagifolia apresentam uma maior toleréncia em
resposta as variacfes ambientais, explicando sua capacidade de explorar na
plenitude o gradiente de saturac&o hidrica do solo que caracteriza as matas
paiudicolas, as matas ciliares e as matas mesdfilas semideciduas.

Em relacdo ao metabolismo respiratdrio durante a germinagéo das
sementes de /. fagifolia podemos observar que o fratamento de hipoxia leva a um
aumento, n&o significativo (Figura 11.7), dos niveis de etanol nas primeiras 24
horas. ApoOs este periodo a concentragdc de etanol manteve-se semelhante 3
observada em condi¢gdes de normoxia.

Por outro iado, a completa auséncia de oxigénio, induziu de forma
significativa a via fermentativa alcodlica desde as primeiras 12 horas de
tratamento (Figura 11.7). Ao final do tratamento, 96 horas de incubacéo, o nivel de
etanol presente nestas sementes era cerca de 60 vezes superior ao observado
nas sementes mantidas em plenc ar, normoxia, e as mantidas submersas,
hipoxia.
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Figura I1.7- Concentracao de etanol, durante a germinacio de sementes de [ fagifolia
submetidas & normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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Figura 1.8 - Concentracdo de lactato, durante a germinagdo de sementes de I fagifolia
submetidas a normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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Em 48 horas de germinagdo néo foram observadas diferencas
significativas, entre os fratamentos com relag&o a concentracao de lactato (Figura
11.8). A partir deste momento ha uma evidente indugdo da via fermentativa lactica
nas sementes mantidas na jarra anaerébica. Ao final das 96 horas de tratamento
a concentracéo de lactato nas sementes da jarra era cerca de 10 vezes superior
a observada nos outros dois tratamentos (Figura 11.8).
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Figura .9 - Concentracdo de malato durante a germinacdo de sementes de I fagifolia
submetidas 4 normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.

Em todos os tratamentos houve uma significativa queda nos niveis de
malato nas primeiras 12 horas do processo de germinacdo. Posteriormente, ao
contrario do que se observou para etanol e lactato, o aumento significativo de
maiato ocorreu somente nas sementes mantidas sob normoxia (Figura H.9), de
forma que apds 96 horas a concentracdo de malato era semelhante ao nivel
basal encontrado no tempo O.

Segundo RAYMOND ef al. (1985), sob condigdes limitantes de oxigénio, a
fermentacao alcodlica é a mais importante. Esta via permite a reoxidag&o do NAD
em plantas devido a glictlise continua, e a producdo de ATP. Durante a
germinacdo de sementes de /. fagifolia, a alta concentracdo de etanol em
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condigbes de anoxia indica uma forte inducdo da ativagio da via fermentativa
alcodlica.

Na germinacgéo de /. fagifolia, em condicbes de baixa disponibilidade de
oxigénic (hipoxia), os niveis de etancl permaneceram semelhantes ao encontrado
em sementes germinando em condigdes normais de oxigénio (normoxia),
sugerindo gue nao houve uma ativacéo da via fermentativa como um mecanismo
indispensavel para a manutencdo do potencial germinativo. Resultado
semelhante foi observado no capitulo anterior para a germinago de semente de
I. affinis (Capituio 1) e se deve, possivelmente, ao fato de que, mesmo em pleno
ar, partes do tecido das sementes ndo tém oxigénio suficiente para manter um
metabolismo totalmente aerobico.

Sementes de [ affinis foram classificadas como altamente tolerantes a
baixa disponibilidade de oxigénic do ambiente devido a ativagdo da via
fermentativa alcodlica somente em condigbes de anoxia {Capitulo 1), o mesmo
ocorre com sementes de /. fagifolia, contudo, sementes desta espécie produziram
quantidades muito elevadas de etanol (125 pymol. g semente m.f.), em 96 horas
de tratamento, mais que o dobro do que foi encontrado para /. affinis (53, 6 umol.
g’ semente m.f), além disso, sementes de /. fagifolia germinam em condi¢cbes
andxicas.

A capacidade de germinar em anoxia pode ser explicada pela alta
producdo de etanol, pois segundo RAYMOND ef al. (1985), o balanco da carga
energética da via fermentativa € de 1 ATP por etanoi ou lactato produzido.

Mesmo no caso de Lrythrina caffra (Fabaceae) (SMALL et al, 1989) que
também conseguem germinar em condigdes de anoxia, ndo foi verificada esta
alta concentragéo de etanol, atingindo um maximo de 76 umol. g* semente.
aproximadamente em 72 horas de tratamento.

Com relag&o a producgdo de lactato durante a germinagéo de sementes de
I. fagifolia verifica-se que esta via é ativada somente em anoxia, como para o
etanol, reforgando mais ainda a observagio de que a ativacao da via fermentativa
ocorre somente em anoxia.

A producdo de lactato, segundo a teoria de Davies & Roberts (KENNEDY
et al., 1992), sugere gue este metabdlito estaria intimamente relacionado com a
acidose citoplasmatica e a uma consequente ativagdo da enzima ADH (aicool

28



desidrogenase) e a inibicdo da enzima LDH (lactato desidrogenase), porém esta
ativagdo/inibicdo n&o foi constatada para sementes de /. fagifolia, pois a medida
em que aumentava a concentracdo de lactato, o acimulo de etanol ocorria
concomitantemente.

Esta resposta difere da encontrada para /. affinis concordando com o que
foi dito por CRAWFORD & BRANDLE (1996) que concluem que na ocupacéo de
habitats com baixa disponibilidade de oxigénio as plantas desenvolveram, ao
tlongo do processo evolutivo, uma ampla gama de estratégias. Invariavelmente a
resposta observada depende ndo s6 da espécie mas também da intensidade e da
duracéo do estresse.

A concentracdo de malato durante a geminacao de sementes de /. fagifolia
néo foi significativa em condi¢des de hipoxia e nem anoxia, somente em normoxia
observou-se um ligeiro aumento ao final do tratamento sugerindo que este
acumulo poderia estar relacionada com a respiracéo fazendo parte do Ciclo de
Krebs.

I1.4 - Conclusio

O padrdo de resposta encontrado para a germinacfio de sementes de /.
fagifolia mostra a rara capacidade de germinac@o na total auséncia de oxigénio
sendo, portanto, uma espécie com alto grau de adaptatibilidade em ambientes
hipoxicos efou andxicos. N&o apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos de hipoxia e normoxia com relacéo a producdo de etanol e iactato. A
ativagdo das vias fermentativas alcodlicas e lacticas ocorreram somente em
condicdes andxicas, estando provavelmente associadas & producgdo de energia
para desencadear a germinacdo em anoxia.

Observa-se também que os padrdes obtidos para a germinacdo de
sementes de /nga fagifolia difere dos padrées observados em /nga affinis
mostrando assim, que o grau de tolerancia, os mecanismos adaptativos estdo
intimamente relacionados com as presstes do ambiente.
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CAPITULO Il - Fisiologia da germinagao e do metabolismo

respiratorio durante a germinacao de sementes de /Inga
luschnathiana Benth. (Mimosaceae) submetidas a hipoxia e anoxia

Resumo: O estudo da germinacdo de sementes de Inga luschnathiana Benth. sob
condicbes de hipoxia e anoxia mostrou que esta espécie, como outras do mesmo
género, possuem mecanismos adaptativos que permitem a sua sobrevivéncia em
ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio. As sementes ndo sio fotoblasticas e
possuem um alto potencial germinativo quando em hipoxia (96%), em anoxia a
germinag&o é inibida. A utilizagdo da via fermentativa foi caracterizada pela presenca do
etanol e lactato, sendo significativo quando em anoxia de ambos os metabdlitos. Foi
verificada também a presenca de malato, porém provavelmente sem alguma relagio
com a falta de oxigénio.

111 - Objetivo

Este trabalho teve como objetivo verificar as respostas referente ao
potencial germinativo e o metabolismo respiratorio durante a germinacéo de
sementes de Inga luschnathiana de um ambiente de mata paludicola, portanto um
local sujeito a saturacdo hidrica do solo quase que permanentemente, visando

elucidar os mecanismos adaptativos presentes nesta espécie.
Ili.2 - Material e métodos

Il.2.1 - Caracterizacdo da espécie

Inga luschnathiana Bentham é uma arvore comumente com 10 -12m de
altura podendo raramente chegar até 18- 20 m, com didmetro de 20 a 30 cm na
altura do peito, ferruginea, tomentosa ou pubescente, folhas de 4-5 jugas, peciolo
curto pubescente ndo alado, raquis aladas, asas largas, glandulas peguenas,
pouco elevadas. Foliolos obovados a ovado acuminado, cartaceos, discolores até
12- 14 por 5- 6 cm de comprimento e largura, os apicais maiores gue os basais.
Espigas axilares curtas agiomeradas nos apices dos ramos, flores subsésseis,
sericeo- encrespado- vilosas, calice de 5- 7 mm, corola tubulosa de 15- 20 mm de
comprimento, estames 3,5- 4 cm de comprimento, seu tubo incluso, bracteas
curtas, ovais caducas. Vagem (Figura lli.1) ferruginea-afelpada, oblonga- falcada,
de 7- 15 cm de comprimento por 1,5- 2 cm de largura e 1,3 de grossura, obtusa,
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de margens largas, 8mm, planas, pouco ou nada sulcadas, faces lisas, larga
entre as margens proeminentes mais ou menos 1- 1,5 cm (BURKART, 1979).
Espécie tipica das matas paludicolas do interior do estado de Sac Paulo,
portanto, altamente tolerante & saturagho hidrica do sclo decorrente do
afloramento do lengol freatice. ’
Os frutos de [ luschnathiana foram coletados em um do fragmento de Mata
Paludicola anexo & Reserva Municipal Mata Santa Genebra no municipio de

Campinas/SP.

lil.2.2 - Metodologia

Estudos sobre o potencial germinative e determinacdo de metabolitos
(etanol, malato e lactato) e as analises estatisticas foram efetuadas conforme

descrito no capitulo |

5cm

Figura N1 - Detalhe do frutos de Inga luschnathiana evidenciando a sarcotesta e a
semente.
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lll.3 - Resultados e discussao

Com relagao ao potencial germinativo de sementes de /nga luschnathiana
observa-se na Figura lll.2 que em condigdes de normoxia na luz e no escuro
ocorreu 100% de germinacao.
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Figura [I1.2 - Pofencial germinativo de sementes de [ Jjuschnathiana submetidas a
normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma lefra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=10.

Embora a germinagdo tenha sofrido um atraso para o seu inicio quando
comparadas as sementes nado armazenadas (Figs. lIl.2 e 1l11.3)}, verifica-se que
nos tratamentos de 5, 10 e 20 dias ndo ocorreu uma grande variagdo no
percentual final. Ja em sementes armazenadas por 30 dias, observa-se que o
potencial germinativo destas foi significativamente afetado (Figura 111.3).

Sementes de Inga /luschnathiana ndo s&o fotoblasticas e apresentam um
alto potencial germinativo.
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Figura li.3 - Porcentagem da germinagio das sementes de I. luschnathiana armazenadas
por 5, 10, 20 e 30 dias em condicdes de baixa temperatura e em agua. Medias em colunas
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=10.

Em hipoxia o alto percentual germinativo (96%) também foi verificado para
outras espécies deste mesmo género como /nga affinis e Inga fagifolia, Capitulos
| e Il respectivamente. Além desta espécie pode ser destacada também sementes
de Sesbania virgata (Fabaceae) (OKAMOTOQ, 1995).

Estudos recentes de BENVENUTT! & MACCHIA (1995) com sementes de
Datura stramonium (Solanaceae) verificaram que a baixa disponibilidade de
oxigénio (hipoxia) diminuia a capacidade e a taxa germinativa e a anoxia induzia
as sementes a uma dorméncia secundaria. Outros autores como WESSOM &
WAREING (1969) demonstraram haver algum gas inibitorio resultante do
metabolismo fermentativo inibindo a germinagdo. Mais tarde, HOLM (1972)
identificou varios produtos da fermentacéo como o acetaldeido, acetona e etanol
como principais causas da dorméncia.

A resposta encontrada para as sementes de /. /luschnathiana em hipoxia,
onde ocorreu um intervalo de aproximadamente 75 dias a partir do décimo sexto
dia para que a germinacdo maxima fosse atingida, provavelmente possa ser um
resultado da dorméncia adquirida (secundaria) devido a baixa disponibilidade de
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oxigénio, pois segundo TOOLE (1942 apud BENVENUTTI & MACCHIA, 1995),
uma das estratégias de sobrevivéncia das espécies consiste na formacéc de um
banco de sementes que se baseia na dorméncia e longevidade das sementes.
Ou ainda poderia ser somente uma alteragéo no quadro metabdlico reduzindo-o
drasticamente

A auséncia de oxigénio inibiu completamente a germinacdo das sementes
de | luschnathiana, como ja havia sido observado para sementes de /. affinis
(Cap. I).

A Figura ill.4 mostra que durante a germinacdo de sementes de [
Juschnathiana em condicdes de normoxia e hipoxia, 0 metabolismo fermentativo
nao foi efetivamente induzido tendo em vista as baixas concentragées de etanol
produzido, néo havendo diferenga significativa entre ambos os tratamentos.

No tratamento de anoxia as concentragbes de etanol aumentaram
gradativamente, sendo este, um aumento significativo, chegando a um maximo de
aproximadamente 39 ymol por grama de semente (m.f.) ao final dos tratamento,
caracterizando entéo, a indugéo da fermentacéo alcodlica
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Figura liL.4 - Concentracio de etanol, durante a germinacdo de sementes de [
luschnathiana submetidas a4 normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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Figura N1.6 - Concentragdo de malato, durante a germinagdo de sementes de /[
luschnathiana submetidas a normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela
mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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A presenga do lactato foi verificada em todos os tratamentos (Fig. 1I1.5),
porém em normoxia e hipoxia, a concentracéo deste metabdlito foi insignificante,
o que sugere uma fermentagao lactica basal.

A producdo de malato durante a germinag&o de sementes de L
luschnathiana foi a mesma para os tratamentos de normoxia, hipoxia e anoxia,
ndo havendo diferencgas significativas entre eles (Figura l11.6).

A semelhanca nos niveis de etanol e lactato encontrados em sementes em
condicdes aeradas (normoxia) e em baixa concentracdo de oxigénio (hipoxia)
demonstra que esta espécie & altamente adaptada a um ambiente onde o
estresse pela baixa disponibilidade de oxigénio € comum.

Os niveis de etanol encontrados durante a germinagdo em normoxia e
hipoxia pode significar que parte de algum tecido esteja em condigbes de hipoxia
ou anoxia, sendo entdo considerado como resultado da produgédo basal de
etanol.

Em anoxia, sementes desta espécie respondem a essa condicdo com o
funcionamento do metabolismo fermentativo tanto alcodlico quanto lactico.

Varios autores tém encontrado a via fermentativa ailcodlica como sendo a
principal responsavel pela producd@o de energia durante a hipoxia ou anoxia em
espécies tolerantes, por exemplo RUMPHO & KENNEDY (1981) em Oryza sativa,
SMALL ef al. (1989) em Erythrina caffra, OKAMOTO (1995) em Sesbania virgata ;
e mesmo em espécies consideradas nao tolerantes ao alagamento, como JOLY &
CRAWFORD (1983) em Chorisia speciosa, RAYMOND et al., (1985) em milho,
soja e ervilha e WATERS et al., (1991) em trigo {Triticum aestivum).

O aumento significativo da concentracdo de lactato somente em condicdes
de anoxia a partir de 48 horas até ao final do tratamento, difere daquele que foi
observado para a germinacéo de sementes de /. affinis que sofre um decréscimo.
Este padréo ndo obedece ao que foi descrito por KENNEDY et a/,, (1992) onde
descreve a teoria de Davies-Roberts que relaciona a concentragéo de lactato
com o aumento do pH citoplasmético o qual induz a atividade da ADH (alcool
desidrogenase) e inibe a atividade da LDH (lactato desidrogenase).

Aqui, a crescente producéo de lactato atua concomitantemente a crescente
producdo de etanol, ndo se observando qualquer resposta inversamente
proporcional (Figuras [11.3 e 111.4).
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A producdo de malato nesta espécie ndo demonstrou haver correlagao
alguma com a baixa ou a falta de oxigénio. Em condigbes de normoxia, hipoxia e
anoxia observou-se praticamente a mesma concentracdo deste metabdlito,
caracterizando provavelmente o quie foi descrito por RICARD ef al., (1994) onde
afirmam que mesmo em baixas concentragdes de oxigénio, ainda se pode
constatar uma atividade simultdnea da respiracdo aerdbica, onde o malato faz
parte desse Ciclo de Krebs.

ll.4 - Conclusao

As respostas observadas durante a germinacdo hipdxica e anéxica de
sementes de | luschnathiana demonstram a existéncia de grandes variabilidades
no metabolismo das plantas. As interpretaces desses resultados demonstram a
necessidade de maiores estudos levando em consideracéo todas as pressdes
impostas pelo ambiente.

Neste estudo preliminar podemos apenas concluir que esta espécie e
altamente tolerante & baixa disponibilidade de oxigénio e possui mecanismos,
como a ativacéo da via fermentativa e a possibilidade de manter sua viabilidade
durante algum tempo através da formac¢éo de um banco de sementes com uma
provavel dorméncia secundaria, que permitem a sobrevivéncia da espécie neste
ambiente hipdxico.
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CAPITULO IV - Fisiologia da germinagao e do metabolismo
respiratorio durante a germinagao de sementes de /nga sessilis
(Vell.) Mart. (Mimosaceae) submetidas & hipoxia e anoxia.

Resumo: Os estudos referentes a germinagdo de sementes de Inga sessilis (Vell)
Mart. mostraram que, sementes dessa espécie sdo capazes de germinar em condi¢bes
de baixa disponibilidade de oxigénio (hipoxia), entretanto, nestas condi¢cbes o potencial
germinativo € grandemente afetado, atingindo somente 40% de germinagdo. Em
condi¢cbes de anoxia, a germinagao foi inibida. A produg&o de etanol foi verificada, assim
como também lactato e malato.

IV.1 - Objetivos

Este trabalho teve como objetivo verificar as respostas relacionadas ao
potencial germinativo e ao metabolismo respiratério durante a germinagao de
sementes de Inga sessilis, visando elucidar os mecanismos adaptativos desta
espécie que permitem sua sobrevivéncia em um ambiente de mata mesofila

semidecidua. Ambiente este, diferenciado das demais espécies de seu género.

IV.2 - Material e métodos

IV.2.1 - Caracterizacdo da Espécie

Inga sessilis (Vell.) Mart., segundo BURKART (1979), € uma arvore de 12 a
20 m de altura, com um caule curtamente rufo-pubescente que chega a ter entre
20 a 40 cm de didmetro na altura do peito. Folhas amplas (até 30 cm de
comprimento), 5 -7 jugas, peciolo e raquis aladas, peciolo de [,5 a 2 cm de
comprimento, glandulas raqueais proeminentes, frequentemente
transversalmente alongadas. Foliolos ovais agudos com 6 a 12 com de
comprimento por 2,5 a 4 cm de largura. Racemos axilares pauci- 1-4-floros, 6-10
cm de comprimento. Flores para o género muito grandes e grossas, abrindo-se 1
por racemo, brancas, pediceladas, bronzeado velosas. Fruto (Figura IV.1)
obscuro rubro-bronzeado afelpado-tomentoso, longo, encurvado, achatado em
a 1 circulo completo, de 10 - 16 cm de comprimento por 2,5 cm de largura, mas
obtusamente marginado faces transversaimente estriadas.
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Espécie tipica das matas mesofilas semideciduas do interior do estado de
S350 Paulo. Portanto, naturaimente, as sementes desta espécie nac estao sujeitas

a variacdes na disponibilidade de oxigénio para a germinacao.

i

5 cm

Figura V.1 - Detalhe do fruto de inga sessilis (Vel) Mart. evidenciando sua robustez, a
sarcotesia e & semenie.

As sementes de Inga sessilis foram obtidas de frutos coletados na Reserva

Municipal da Serra do Japi, municipio de Jundiai/SP (Figura IV.2).

v.2.2 - Metodologia
Estudos sobre o potencial germinativo e determinacdo de metabolitos
(etanol, malato e laciato) e as analises estatisticas foram efetuadas conforme

descritos no Capitulo L

39 PR

RS

§




Figura IV.2- Aspecto do ambiente de Inga sessilis (Vell.) Mart. na Serra do Japi, municipio
de Jundiai-SP.

V.3 - Resultados e discussao

Observa-se na Figura IV.3 que a baixa concentracéo de axigénio afetou
drasticamente o potencial germinativo das semenies de . sessilis, tanto com
relacdo & velocidade de germinagaoc guanto ao inicio desta, assim Como O
percentual final. Com relagao & presenca ou ausércia de luz, nao houve
ateracdo quanto a capacidade germinativa. A falta de luz causou apenas uma

pequena diminuicac na velocidade, sendo esta diferenca significativa.
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Figura IV.3 - Potencial germinativo de sementes de /. sessilis submetidas a normoxia,
hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo
teste de Tukey {P<0,05) com n=10.
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Figura IV.4 - Porcentagem da germinacio das sementes de /. sessilis armazenadas por 5,
10, 20 e 30 dias em condigbes de baixa temperatura e em agua. Médias em colunas
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05} com n=10.
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De acordo com a Figura IV.4, a resposta encontrada referente aos testes
de armazenamento mostrou que logo apds 5 dias em agua e baixa temperatura,
as sementes de /. sessilis perdem aproximadamente 30% de sua capacidade
germinativa e que em 30 dias as sementes perdem totalmente esta capacidade.

Verifica-se que nos tratamentos de 5, 10 e 20 dias ndo ocorre uma grande
variacéo no percentual final (Figura IV .4). O percentual germinativo encontrado
para as sementes armazenadas por 10 dias foi maior do que para as
armazenadas por 5 dias, este comportamento também foi verificado para as
sementes armazenadas de /. affinis onde sementes armazenadas por 30 dias
apresentaram um maior poder germinativo do que as armazenadas por 20 dias.

O potencial germinativo das sementes de Inga sessilis em condigbes
normais de oxigénio é alto, chegando a 100% em 4 dias na luz e 6 dias no
escuro. Contudo, em condigbes de hipoxia, o potencial germinativo foi
parcialmente inibido, chegando a um maximo de 40%.

Apesar do ambiente de Inga sessilis (mata mesdfila semidecidua) nao
apresentar variagbes com relagdo a disponibilidade de oxigénio cerca de 40%
das sementes mantém a capacidade de germinar em condi¢bes hipoxicas
sugerindo aqui, uma grande plasticidade.

Com relagdo ao armazenamento, esta espécie se mosirou pouco
resistente pois apds 30 dias nenhuma semente se manteve viavel.

O padrao apresentado por esta espécie com rela¢éo & produg&o de etanol
(Figura IV.5) mostra uma alta concentragéo inicial (tempo 0), apds um subito
decréscimo em todos os tratamentos, porém apos 24 horas ocorre a
diferenciacdo das médias, ocorrendo um aumento significativo em condicbes de

anoxia. Este aumento é mantido até 72 horas quando inicia-se um decréscimo.
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Figura IV.5 - Concentracdo de etanol durante a germinacio de sementes de [ sessilis
submetidas a normoxia, hipoxia e anoxia. Medias em colunas seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.

Em 96 horas a concentracio de etanol se mostrou semelhante para todos
os tratamentos (normoxia, hipoxia e anoxia), nac demonstrando diferenca
significativa.

A concentracdo de lactato verificada na germinagcdo das sementes de /.
sessilis mostra claramente gue € influenciada diretamente pela concentracéo de
oxigénio (Figura IV.6). Quanto menor a concentracdo de oxigénio, maior foi a
producdo de lactato, sendo que em condigbes de hipoxia e anoxia, os valores se
mostraram elevados, porém a diferenca entre eles foi significativa. Em condigbes

de normoxia, a producdo de lactato se manteve guase que constante desde o
inicio ao final do tratamento.
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Figura V.6 - Concentragdo de lactato durante a germinagao de sementes de [ sessilis
submetidas & normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas sequidas pela mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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Figura V.7 - Concentracao de malato durante a germinacdo de sementes de /. sessilis
submetidas 4 normoxia, hipoxia e anoxia. Médias em colunas seguidas pela mesma letra
nio diferemn entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) com n=5.
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A produgéao de malato € mostrada na Figura V.7, onde pode ser verificada
a producdo deste metabdlito em todos os tratamentos. Sua producdo
aparenternente possue uma resposta semelhante entre todos os tratamentos no
decorrer do tempo, ndo havendo diferencga significativa.

Com relag&o a alta concentracéo de etanol observada no tempo inicial
podemos supor, embora a medida da concentragdo de oxigénio no interior do
fruto ndo tenha sido efetuada, que seja devido a caracteristica de seu fruto, isto
&, o fruto de Inga sessilis possui uma casca grossa, muito fibrosa (Figura IV.1),
dificultando a troca de gases com 0 meio, caracterizando uma atmosfera quase
que andxia. Uma vez que sementes desta espécie sdo viviparas, provaveimente
a via fermentativa ja estaria ativada.

A diminuicdo da concentracao de etanol observada ap6s 72 horas em
anoxia provavelmente seja um reflexo da perda da viabilidade das sementes apds
este perfodo na auséncia de oxigénio (dados ndo mostram).

O aumento linear da concentracio de lactato aliado ao fatc das sementes
perderem a viabilidade apos algum tempo na auséncia de oxigénio, corrobora o
gue foi evidenciado no trabaiho de ROBERTS ef al, (1985) que afirma gue
espécies capazes de controlar (tolerar ou regular) o pH citoplasmatico sdo mais
tolerantes ao alagamento que as especies que ndo possuem esta capacidade.

A producao de malato nesta espécie, ndo pode ser associada com a baixa
concentragio ou mesmo na falta de oxigénio, pois as concentfracdes entre os trés
tratamentos foram semelhantes durante todos os tempos.

IV.4 - Conclusao

Podemos observar através do comportamento do potencial germinativo e
pelc metabolismo respiratérioc desta especie, que esta ndo € uma espécie
altamente tolerante, porém apresenta algumas caracteristicas de uma espécie
tolerante, embora seu ambiente ndo exija.

Estas respostas podem ser avaliadas de duas formas, a primeira seria um
possivel mecanismo adquirido que podera permitir sua ocupacidoc em areas
saturadas hidricamente, ou a segunda seria que a capacidade de germinar em
um ambiente onde a saturagdo hidrica do solo raramente ocorra seja um

mecanismo que tenha sido conservado, mas que neste ambiente ndo existe a
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necessidade de ser manifestado.

Somente atraves de estudos filogenéticos muitos dos aspectos levantados
neste trabalho, como a questdo da hipotese de que poderia haver uma
conservacao de caracteristicas ancestrais ou uma aquisicdo de um carater

derivado, poderao ser elucidados.
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Capitulo V - Estudo comparativo dos aspectos
ecofisiolégicos do metabolismo respiratorio durante a
germinacao sob anoxia e da viabilidade pds-anoxia de

sementes de quatro espécies de Inga.

Resumo - No estudo comparativo das estratégias desenvolvidas pelas sementes de
Inga affinis, Inga fagifolia, Inga luschnathiana e Inga sessilis para tolerar distintos
graus de saturac@io hidrica do solo, foi constatada uma diferenga significativa com
relacdo a germinacdo, metabolismo respiratério e grau de tolerdncia a anoxia. As
caracteristicas adaptativas especificas de cada espécie estdo diretamente
correlacionadas com © ambiente tipico de cada uma, sugerindo que ac longo do
processo evolutivo estas espécies sofreram pressdes seletivas distintas. A busca de
uma melhor compreensdo sobre as diferengas incluiu a contagem cromossdmica que
mostrou que Inga fagifolia e Inga luschnathiana s&o poliploides. Sendo a poliploidia,
uma valorosa argumentacdo que auxiliou na compreensao dos varios resultado obtidos
com relacéo a estas duas especies.

V.1 - Introdugao

Os efeitos da inundacéo na sobrevivéncia da semente e na germinac¢éo
sdo raramente investigados. O avango e o progresso no entendimento sobre a
tolerancia das sementes a inundagéo dependem de uma analise detalhada do
ambiente, dos paradmetros fisioldgicos e metabodlicos do processo de germinagéo,
bem como da analise das varias fases da histéria de vida da planta (ERNST,
1990).

Segundo CRAWFORD & BRANDLE (1996) as plantas desenvolveram, ao
longo do processo evolutivo, uma gama de mecanismos distintos que as habilita
a sobreviver em habitats nos quais a disponibilidade de oxigénio no solo pode ser
baixa, sazonal ou permanente.

Esta gama de respostas depende, muitas vezes, da intensidade e durac¢éo
do estresse e inclui 0os mecanismos de dispersdo (VAN DER PlJL, 1969), as
caracteristicas do banco de sementes e os mecanismos que garantem a
emergéncia das plantulas (BLOM et a/, 1990), a capacidade de germinar na total
auséncia de oxigénio (RUMPHQO & KENNEDY, 1980 e 1983; JOLY &
CRAWFORD, 1983) e a capacidade de substituir o metabolismo aerdbico pela
via fermentativa (CRAWFORD & BRANDLE, 1996) sdo importantes para o
estabelecimento da espécie.
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O grau de tolerdncia ao estresse anaerdbico varia amplamente
(DOLFERUS ef al, 1997), tornando-se um importante fator ambiental que
influencia a estrutura e a composicao das comunidades bem como o crescimento
das plantas (BLOM et a/., 1990).

As respostas metabdlicas, fisiologicas, morfologicas e as consequéncias
destas na biologia populacional diferem significativamente de um ambiente que
sofre a saturag@o hidrica do solo para um ambiente no qual as plantas ficam
totaimente submersas (BLOM et a/., 1990a). Considerando que em determinados
ambientes, a duragdo e a amplitude do alagamento podem ser imprevisiveis,
causando desde a submersdo total de plantulas até a submersao total de
arvores, como nas matas de igap® da regido amazonica (JOLY, 1991), este e um
fator determinante no processo de sucessio e estabelecimento de plantas nestas
areas (FENNER, 1987 apud BLOM, 1990a)

Segundo HIESEY & MILNER (1965), as varias ragas ecolégicas sao
resultantes da selegcdo natural decorrente de varias combinacdes de fatores
ambientais e, destes fatores, o de maior importancia seria a disponibilidade de
agua do ambiente. Portanto espécies que, como resultado do processo de
selecdo natural, ocupam habitats distintos, apresentam uma alta correlacéo entre
o ambiente que ocupam hoje e as caracteristicas genéticas, fisiologicas,
morfologicas e de crescimento.

Na literatura séo frequentes as sugestdes de gue a poliploidia € um dos
caracteres que conferem uma grande tolerancia aos rigores do ambiente,
possibilitando a ampla distribuicdo geografica e de tipo de ambiente ocupados
por uma espécie (STEBBINS, 1950 apud MAUER et al, 1978, LUMARET, ef
al.,1987).

A poliploidia possui um importante papel na origem, evolugéo e
manutencgdo da diversidade de uma populagéo de plantas e tem sido reconhecida
como componente integrante da dinamica ecoldgica e evolutiva (THOMPSON &
LUMARET, 1992).

Habito, habitat e o sistema de reprodugado parecem contribuir para a
origem e sucesso dos polipléides. Os polipléides s0 serdao bem sucedidos se
forem capazes de competir com seus parentais e com outros taxa por um habitat.

Nesta competicdo o componente principal é a capacidade desses individuos de
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produzirem descendentes polipléides e bem adaptados, garantido o
estabelecimento e o sucesso das populacbes efou espécies polipldides. Além
disso, geralmente, os polipidides n&oc mostram diferencas consistentes de
modelos de distribuicdo guando comparadas com seus parentes dipldides
(THOMPSON & LUMARET, 1992).

As quatro espécies | affinis, | fagifolia, I. luschnathiana e [ sessilis
estudadas neste trabalho habitam ambientes diferenciados com relagdo a
saturacdo hidrica do solo. O gradiente se estende desde as matas mesdfilas
semideciduas de altitude (solos rasos e bem drenados) as matas paludicolas
(solos hidroméorficos, hidricamente saturados quase o ano todo).

O objetivo deste capitulo € a verificagdo da possivel relacéo entre as
diferencas das respostas fisioldgicas na germinagdo de sementes das quatro
espécies de Inga (potencial germinativo e metabolismo respiratorio) estudadas
em capitulos anteriores, e as pressdes seletivas de seus respectivos ambientes,
aliada a contagem cromossdomica para investigar a possivel ocorréncia de
poliploidia dentre as especie estudadas.

V.2 - Materiais e Métodos
A caracterizacio das espécies esta, respectivamente, no Capitulos | (/nga
affinis), Capitulo Il (Inga fagifolia), Capitulo lli (Inga luschnathiana) e Capitulo IV
(Inga sessilis).

V.2.1 - Caracterizacao das areas de coleta
Inga affinis. os frutos desta espécie foram coletados nas manchas de matas
ciliares do rio Jacaré-Pepira, municipio de Brotas/SP.

O rio Jacaré-Pepira é um afluente da margem direita do rio Tieté, com
cerca de 194 km de extensdo. Nasce na Serra de S3o Pedro, percorre 13
municipios e desagua na Represa de Ibitinga. Sua profundidade maxima é de 12
metros com uma largura que varia de 10 a 30 metros (LIEBERG, 1990).

As manchas de Mata Ciliar onde os frutos de /nga affinis foram coletados
ficam no municipio de Brotas-SP e estio sujeitas a inundagdes peritdicas no
veréo, época de chuvas e de frutificagdo de /nga affinis. As coletas foram

efetuadas de barco ao longo de um trecho de cerca de 8 km onde diversos
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individuos foram observadbs com suas ramagens voltadas para o rio de onde
foram coletados.

Segundo SETZER (1986 apud AIDAR, 1992), o clima da regido de Brotas
& classificado como subtropical Umido, com estiagem de maio a outubro.
Segundo AIDAR (1992) Brotas possui temperatura média anual de 20,9°C, média
anual maxima de 23,6 °C e minima de 16,9 °C. O verdo é caracterizado pelas
chuvas e pela extravasdo dos rios, que podem atingir cerca de 1,20 metros acima
do seu nivel normal. Janeiro € o més mais quente e chuvoso, com uma
precipitagdo mensal da ordem de 320 mm (LIEBERG, 1990).

Inga fagifolia: os frutos desta espécie foram coletados de arvores cultivadas no
campus da Universidade Estadual de Campinas oriundas de sementes de
arvores que estio plantadas ao longo dos canais do municipio de Santos - SP.

Devido ao fato de serem arvores cultivadas, foi necessario realizar um
levantamento sobre o ambiente de ocorréncia natural desta espécie. Recente
revisdo do género Inga efetuada por FLAVIA GARCIA (comunicacdo pessoal)
mostra que na faixa litorénea da regigo Sudeste, esta espécie ocorre tanto nas
areas sazonalmente alagadas das dunas como nas areas quase que
permanentemente inundadas das restingas, atingindo a Floresta Ombrofila
Densa. Sua ocorréncia também foi registrada na Serra do Japi (LEITAO FILHO,
1995) e nas matas mesdfilas semideciduas do interior do Estado de Sao Paulo
(OLIVEIRA & BELTRATI, 1996).

Inga luschnathiana. os frutos desta espécie foram coletados em fragmento
florestal | de mata paludicola, ou conforme LEITAO FILHO (1995), floresta
semidecidua higréfila, da Reserva Municipal de Santa Genebra, municipio de
Campinas/SP, distrito de Bardo Geraldo. O fragmento florestal estd localizado em
uma baixada nos fundos do CEASA/Campinas as margens da Rodovia D. Pedro
I, km 139.

Segundo LEITAO FILHO (1995) este fragmento é constituido por uma
vegetacdo predominantemente arbdrea, com alta densidade de individuos sobre
um solo saturado hidricamente que, em consequéncia do afloramento do lencol

freatico, apresenta frequentemente agua superficial durante o ano todo. O solo é
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classificado como hidromorfico e apresenta um microrrelevo irregular (TONIATO,
1996). Esporadicamente, nos jongos periodos sem precipitagdo que podem
ocorrer na regido, o solo hidromorfico pode secar por completo por algumas
semanas, impondo uma forte restri¢éo hidrica a vegetacao.

Fisionomicamente os estratos arbustivos e herbaceos sio pouco densos, é
baixa a ocorréncia de epifitas e grande a abundancia de lianas, principaimente
nas bordas. As especies arboreas frequentemente apresentam enraizamento
superficial. O clima da regido de Campinas é tropical de altitude, com duas
estacdes bem marcadas, inverno seco e verdo quente e chuvoso. Temperatura
média no més mais fric (julho) € 18,2°C e do més mais quente (fevereiro) é de
24,4°C. A maior precipitacdo ocorre no més de janeiro, cerca de 240 mm e a
menor no més de julho, cerca de 37 mm, ocorrendo, esporadicamente, periodos
de até S0 dias sem precipitacdo (TONIATO, 1996).

Inga sessilis: os frutos desta espécie foram coletados na Serra do Japi.

A Serra do Japi, localizada no municipio de Jundiai, estado de Sao Paulo,
estd situada entre duas fisionomias vegetacionais distintas e de ampla
distribuic&o no Brasil - a Mata Atléntica e as Florestas Mesdfilas Semideciduas
de Planalto. Sendo a maior parte de sua area florestal ocupada pelas Florestas
Mesdfilas Semideciduas (LEITAO FILHO, 1995).

A area de coleta dos frutos de Inga sessilis (Mirante da Serra do Japi) é
classificada como sendo uma Mata Mesdfila Semidecidua de Altitude, pois a
influéncia da Mata Atlantica ndo se faz muito evidente (RODRIGUES ef al,
1989). Esta formagao possui arvores que variam de 10 a 15 metros, com poucas
espécies emergentes, estrato arbdreo muito denso, copas nitidamente
sobrepostas, produzindo um sombreamento intenso e com um estrato arbustivo e
herbaceo muito pobre.

Segundo AB’SABER (1992) na Serra do Japi os multiplos processos
abidticos de pedogénese, associados as interagdes bibticas como a acédo de
animais fugadores, a penetracdo intersticial de raizes e a agdo de formigas e
cupins, bem como a posi¢do geografica que determina uma padrdo unico de
pluviosidade, resultaram numa nova paisagem geomorfologica que permitiu a re-

expansado das florestas tropicais de planalto. No solo predominam sedimentos
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arenosos que formam uma camada de arenito que, por transformagdes fisico-
quimicas, séo transformadas em rochas quartiziticas.

A Serra do Japi possui altitudes que variam entre 700 a 1300 metros acima
do nivel do mar, com temperaturas médias de 15,7°C nas partes mais altas e de
19 °C nas partes mais baixas, sendo julho o més mais frio com temperaturas
médias variando entre 11,8 e 15,3 °C e janeiro o més mais guente com
temperaturas variando entre 18,0 e 22,2 °C em funcéo da altitude (PINTO, 1995).

Ainda segundo este autor na Serra do Japi chove, em média 95 dias por
ano, especialmente nos meses de dezembro e janeiro, que podem apresentar
indices mensais de cerca de 250 mm. A estiagem se prolonga de junho a
setembro, com indices mensais de cerca de 40 mm. Cabe ressaltar, entretanto,
que nestes meses de inverno a neblina que se forma diariamente nos cumes

pode representar outra fonte significativa de agua para a vegetacéo.

V.2:2 - Metodologia

Os experimentos de germinagéo, a determinacdo dos metabdlitos e as
analises estatisticas foram efetuadas de acordo com a metodologia descrita no
capitulo I.

Tendo em vista que nos capitulos anteriores n&o se observou uma
diferenca significativa entre os tratamentos de normoxia e hipoxia para as quatro
espécies estudadas, e que no maximo apés 10 dias nestas condicbes as
sementes ja haviam germinado, neste estudo utilizamos apenas o tratamento de
anoxia.

Foram realizados testes para determinar a viabilidade das sementes apos
3, 4, 10, 20 e 30 dias de incubagdo nas jarras anaerobicas bem como a
determinacdo dos produtos finais do metabolismo respiratdrio apés 0 (controle),
4,10, 15, 20 e 30 dias de anoxia.

A heterogeneidade das respostas observadas determinou a inclusao de
outro pardmetro no estudo, a contagem cromossGmica para investigar a
pcorréncia ou ndo de polipldides entre as quatro espécies estudadas.

A contagem cromossomica foi efetuada com a utilizagéo de apices de raiz
para verificagdo da mitose. Os apices radiculares foram obtidos de sementes

colocadas para germinar em placas de Petri sob papel de filtro umedecido com
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agua destilada. As placas foram mantidas em germinador FANEM sob luz branca,
com fotoperiodo de 12 horas e em temperatura de 25 + 2° C.

Apos a germinacdo os apices radiculares foram coletados e submetidos a
um pré-tratamento com 8-hidroxiquinoleina (8HQ), um agente anti-mitdtico. Apds
este procedimento, os apices radiculares foram fixados em Carnoy (3 partes de
etanol : 1 parte de acido acético) e estocados em alcool 70% em baixa
temperatura (freezer).

A técnica utilizada para observacéo dos cromossomos foi a de Giemsa
(GUERRA, 1983). Os apices radiculares foram hidrolisados com HCl 5N em
temperatura ambiente por 20 minutos e, posteriormente, transferidos para agua
destilada. Para preparacao das laminas, um apice de raiz com uma gota de acido
acético 45% foi esmagado entre lamina e laminula. Apds o esmagamento
verificou-se o espalhamento do material, retirando-se em seguida a laminula com
o auxilio de nitrogénio liquido. O material foi entdo corado com uma solucdo de
Giemsa a 2%. Apds a coloragdo, a lamina foi montada com Entelam. Os
cromossomos foram observados em microscopio optico em um aumento de 1000

X e, quando possivel, fotografados.

V.3 - Resultados

Observa-se na Figura V.1-A que trés dias de anoxia n&do afetam a
viabilidade das sementes pois a germinagéo pos-anoxia destas néo foi afetada de
forma significativa, pois praticamente todas as espécies atingiram o percentual
maximo de germinac&o. Entretanto, apenas um dia a mais de anoxia ja foi o
suficiente para matar cerca de 40% das sementes de /nga sessifis, enguanto as
sementes das demais espécies mantiveram a viabilidade apresentando 100% de
germinag&o (Figura V.1-B).

Na Figura V.1-C ja ndo constam os dados referentes as sementes de /.
fagifolia pois, como foi descrito no capitulo I, 72% das sementes desta espécie
haviam germinado na completa auséncia de oxigénio (Figura 1.3 do Capitulo |i).
No ftratamento pés-anoxia, entretanto, ndo ocorreu o desenvolvimento de
plantulas das sementes que haviam germinadoc na jarra anaerdbica, pelo
confrario a exposicido ao ar levou a uma rapida morte destes individuos bem

como dos 28% de sementes que ndo haviam germinado na jarra anaerobica,
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provavelmente devido ao dano peroxidativo.

Nas demais espécies, as respostas ao periodo de 10 dias de anoxia
variaram da perda de viabilidade de cerca de 80% das sementes de /. sessilis,
além do sensivel atraso no inicio da germinacédo pods-anoxia, até a manutencgéo
de 100% da viabilidade das sementes de /. affinis (Figura V.1.C).

Apos 20 dias na completa auséncia de oxigénio, todas as sementes de /.
sessilis estavam mortas. No caso de . luschnathiana, além do significativo atraso
no inicio da germinagdo, apenas cerca de 40% das sementes continuavam
viaveis,entretanto, o percentual de sementes viaveis de [ affinis continuava
elevado, cerca de 90% (Figura V.1.D). Cabe ressaltar também que no caso de /.
fagifolia todas as sementes haviam germinado apos 20 sob anoxia (Figura 11.3) e
gue, assim como no caso do tratamento anterior, as plantulas retiradas da jarra
foram incapazes de se desenvolver morrendo em poucos dias de normoxia.

Na Figura V.1.E observa-se que o periodo de 30 dias de anoxia foi letal
para a viabilidade de sementes de /. luschnathiana que perderam por completo
seu potencial germinativo. No caso de /. affinis o tratamento induziu um pequeno
atraso na germinacdo mas um percentual alto de sementes, 84%, ainda se
mostrou capaz de germinar quando retornou a normoxia. Este resultado
corrobora um resultado anterior, na fase dos testes preliminares, quando se
obteve cerca de 80% de germinacdo de sementes de /. affinis mantidas por 60
dias na jarra anaerébica. Outro aspecto interessante a ser observado na Figura
V.1.E é a longevidade das sementes, isto &€, apos 30 dias de anoxia as sementes
mantiveram a capacidade de germinar por mais 40 dias no experimento pés-
anoxia, enquanto que no experimento de armazenagem 10 dias foram suficientes
para afetar o potencial germinativo das sementes (Figura 1.5).

O padrdo de acumulo de etanol nas sementes variou de espécie para
espécie, mas ha uma semelhanca entre os padrdes observados ﬁas sementes de
I. affinis, | fagifolia e I. luschnathiana, que apresentaram, progressivamente,
niveis cada vez mais elevados deste metabdlito. Por outro lado o padrdo
apresentado por /. affinis & muito diferente (Figura V.2).

i. luschnathiana e 1. affinis apresentaram um progressivo acumulo de etanol
gue parece estar associado a manutencdo da viabilidade das sementes, que

sobrevivemn bem a 10 dias de anoxia. Uma prolongacéo deste periodo e da
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manutencao de niveis superiores a 300 umoles por grama de semente parece ser

fatal paras as sementes de /. luschnathiana mas nao para as de /. affinis (Figuras
V.1 e V.2). E provavel que a perda parcial, apés 20 dias, e a perda total, apés 30
dias na jarra anaeroObica, da viabilidade das sementes de /. luschnathiana se deva

a uma exaustio de substrato para respiracdo e geracio de energia.
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Figura V.1 - Germinagao pos-anoxia de Inga affinis, I. fagifolia, I. luschnathiana e I. sessilis,
onde (A) representa 3 dias em anoxia, {B) 4 dias, (C) 10 dias, (D) 20 dias e (E) 30 dias. As
barras representam o desvio padrao.
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Figura V.2 - Concentracido de ETANOL durante a germinacido de sementes de /nga affinis,
1. fagifolia, I. luschnathiana e I. sessilis submetidas a anoxia. As barras representam o
desvio padrao (n=5} e (m.f.) significa massa fresca.

No caso de /. fagifolia 0 nivel de etanol presente nas sementes, cerca de
600 umoles por grama, sugere que, sob anoxia, a via fermentativa é acelerada a
ponto de compensar sua baixa eficiéncia em termos de producéo de ATP e gerar
energia suficiente para as sementes germinarem na auséncia de oxigénio
(Figuras V.1 e V.2).

O padréo apresentado por /. sessilis € muito distinto, pois apds 4 dias sob
anoxia o nivel de etanol & inferior ao observado no controle e, neste momento,
cerca de 40% das sementes ja haviam perdido a viabilidade. Possivelmente o alto
teor de etanol encontrado nas sementes incubadas por 10 dias se deva muito
mais a putrefagdo das sementes ja mortas, todas se mostraram inviaveis ao
término deste fratamento, do que ac metabolismo associado ao processo de
germinacao das mesmas (Figuras V.1 e V.2).
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Figura V.3 - Concentracao de LACTATO durante a germinacéo de sementes de [nga affinis,
1. fagifolia, |. luschnathiana e I. sessilis submetidas a anoxia. As barras representam o

desvio padrao (n=5) e (m.f.} significa massa fresca.
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Figura V.4 - Concentragio de MALATO durante a germinagdo de sementes de Inga affinis,
I. fagifolia, I. luschnathiana e I. sessilis submetidas a anoxia. As barras representam o

desvio padrao (n=5) e (m.f.) significa massa fresca.
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A figura V.3 mostra que ap0s 4 dias de anoxia apenas as sementes de /.
sessilis apresentaram um aumento significativo no nivel de lactato. No caso de /.
affinis os niveis mais elevados de lactato s&o alcangados, e mantidos, somente
apos 20 dias de incubagao.

O aumento da concentracdo de malato conforme Figura V.4 nao foi
verificada para nenhuma das espécies, muito pelo contrario, 0 que ocorre na
realidade é a diminuicdo deste metabdlito no decorrer do experimento, sendo que
a diminuicdo mais acentuada ocorre nas sementes de /. luschnathiana.

A contagem cromossémica de /. sessilis e /. affinis (Figura V.5A) confirmou
os dados de SHIBATA (1962) mostrando que o nuimero de cromossomos tipico
do género & de 2n=26.

A contagem evidenciou também a existéncia de duas espécies polipldides,
com 2n=52, I. fagifolia (Figura V.5B; Tabela V.1) e /. luschnathiana (Tabela V.1),
dentre as quatro espécies estudadas.

Tabela V.1 - Contagem do namero cromossémico de espécies do género Inga incluidas no
presente estudo e seus respectivos ambientes.

Inga affinis 26 Mata Ciliar

Duna, Restinga, Floresta Ombroéfila
Inga fagifolia 52 Densa, Mata Meséfila Semidecidua e
Mata Paludicola

Inga luschnathiana 52 Mata Paludicola

Floresta Ombrofila Densa, Mata
Inga sessilis 26 Mesofila Semidecidua e Mata
Mesofila Semidecidua de Altitude
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(A) (B)

Figura V.5 - C“r'b'nioss'(;mome metafase mitotica de espécies de Inga: (A) /. sessilis 2n=26
e (B) Inga fagifolia 2n=52

V.4 - Discussao

A capacidade de manuteng&o da viabilidade durante um longo periodo de
anoxia observada em sementes de /. affinis mostra que esta espécie e
extremamente tolerante a falta de oxigénio, e esta caracteristica certamente lhe
confere uma grande vantagem sobre as demais espécies que habitam 0 mesmo
ambiente.

Além disso LIEBERG & JOLY (1993) demonstraram gue as sementes de /.
affinis, procedentes das matas ciliares do municipio de Brotas/SP, germinam
submersas e que as plantulas crescem nesta condigéo por 60 dias. OKAMOTO &
JOLY (em preparacéo) verificaram que, apesar de ser muito mais lento do que
em plantas controle, as plantas submersas de . affinis germinam e crescem
totalmente submersas por mais de dois anos e se apresentam morfologicamente
muito distintas do que quando crescidas em condigbes normais.

Considerando que o amido é a principal reserva das sementes de /. affinis
(ANGELO CORTELAZZO, com.pess.) o fato desta espécie manter as sementes
viaveis por longos periodos em baixas concentragbes de oxigénio, corrobora a
hipotese de AL-ANI ef al. (1985) e RAYMOND ef al. (1985) de que o tipo de

reserva das sementes gque confere maior toleréncia a falta de oxigénio e o amido.
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Esta maior toleréncia decorreria do fato do amido ser um excelente substrato
para a glicblise e, consequentemente, para que a via fermentativa continue
funcional e produza o ATP necessario para a manutengdo da viabilidade.

Conforme observado, as sementes de /. affinis possuem uma elevada
tolerancia a altas concentracbes de etanol, pois mesmo apods longos periodos em
anoxia com altas concentracées deste metabdlito, 84% das sementes ainda
estavam viaveis (Figuras V.1 e V.2). Essa tolerancia a tdo altas concentragbes de
etanol pode ser classificada como inédita, pois ndo ha na literatura referéncia a
uma outra espécie que possua tal comportamento.

O aparecimento de altas concentragdes de lactato somente apos 20 dias
de jarra anaerdbica, e a manutencdo da viabilidade das sementes apesar delas
apresentarem niveis superiores a 7 umoles por grama, permite o questionamento
da hipétese de Davies & Roberts (KENNEDY ef al, 1992 ) que postula que a
tolerancia a anoxia esta associada aos mecanismos de controle de produgéo do
lactato para evitar o aumento do pH citoplasmatico.

Este conjunto de caracteristicas torna /. affinis uma espécie altamente
adaptada a imprevisibilidade caracteristica da génese das planicies aluviais.
Estas areas tém uma dinamica peculiar de inundagdes de duracéo e ampiitude
imprevisiveis e, junto com as inundagbes h& a inexoravel deposicéo de
sedimentos que, pouco a pouco, formam os novos contornos dos rios do interior
do estado.

Os frutos de . affinis apresentam uma hidrocoria secundaria (LIEBERG,
1990) que faz com que sejam depositados nestas areas em formacao junto com
os sedimentos, ficando muitas vezes soterrados por horas, dias ou semanas. A
alta toleréncia a anoxia, a capacidade de germinar submersa aliadas ao fato da
germinagdc pos-anoxia ndc ocorrer simultaneamente, mas sim em pulsos
descontinuos, aumentam a possibilidade de sucesso no estabelecimento de um
maior nimero de individuos.

Entretanto, muito possivelmente, o alto custo metabdlico e a especificidade
das vantagens conferidas por estas caracteristicas restringem a competitividade
desta espécie em outros ambientes, como a mata paludicola, onde raramente as
sementes $80 soterradas ou ficam submersas por fongos periodos, ou as matas

mesofilas semideciduas, nas guais a rapida perda de viabilidade das sementes

60



expostas ao ar é (Capitulo 1}, sem duvida, altamente desvantajosa para /. affinis.
Portanto & compreensivel a alta abundancia de adultos e de plantulas desta
espécie nas margens sazonalmente inundaveis dos rios (LIEBERG, 1990;
DAMASCENO JR, 1997), a existéncia de adultos em areas lindeiras mais antigas
e inundadas apenas esporadicamente (SALIS ef al, 1994) e a auséncia da
espécie nas matas paludicolas e nas matas meséfilas semideciduas.

No outro exiremo do gradiente de saturag@o hidrica do solo vamos
encontrar /. sessilis que, coerentemente, foi a espécie que apresentou a menor
tolerancia de sementes a anoxia. N&o deixa de ser surpreendente, entretanto, o
fato de cerca de 40% das sementes desta espécie conseguirem germinar
submersas (Figura IV.3) e 60% das sementes tolerarem um periodo de 4 dias na
completa auséncia de oxigénio (Figura V.1). Como ja foi discutido anteriormente
é dificil determinar se estas caracteristicas s&o relictuais ou foi esta capacidade
que permitiu que o género viesse a habitar zonas sazonais ou permanentemente
encharcadas. Por outro lado torna-se facil compreender porque esta espécie
ocorre apenas no extremo mais seco do gradiente de saturag&o hidrica do solo,
pois dificilmente suas sementes teriam condigbes de germinar e as plantulas de
se estabelecerem em areas onde a disponibilidade de oxigénio no solo possa ser
baixa por longos periodos.

Sumarizando os resultados obtidos com o estudo do potencial germinativo
pés-anoxia verificamos que, das quatro espécies estudadas, /. sessilis pode ser
considerada como sendo a menos tolerante a falta de oxigénio pois apenas 3
dias de anoxia ja s@o suficientes para que a perda da viabilidade das sementes
se inicie. Esta perda répida da viabilidade pode estar relacionada com a baixa
tolerancia ao etanol ou a rapida exaustdo de substrato respiratério. Contudo, ao
relacionarmos as respostas observadas sobre o potencial germinativo e as
respostas metabdlicas com o seu ambiente natural, conclui-se que a capacidade
de tolerar baixos niveis de disponibilidade de oxigénio n&o é fundamental para o
seu estabelecimento.

Nas observacdes de campo, na Serra do Japi, hotou-se que alguns dias de
chuva aceleravam o processo de maturagdo dos frutos, de tal forma que as
sementes, jogadas geralmente no interior da mata pelos macacos que removiam

apenas a sarcotesta, encontrassem um ambiente umido e favoravel para uma
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réapida germinacdo. No interior da mata a presen¢a de uma densa camada de
serapilheira (MORELLATO, 1992) ajuda a manter esta alta umidade por mais
tempo, favorecendo também o crescimento da radicula, que no Gerbox chegava a
crescer até 1 cm por dia (dados ndo apresentados) e o estabelecimento de novos
individuos.

inga fagifolia €, das quatro espécies estudadas, a que ocorre na maior
amplitude de ambientes ao longo do gradiente de saturag&o hidrica. A rara
capacidade de germinar na completa auséncia de oxigénio permite que ela
explore tanto ambientes hipOxicos, como as areas alagaveis das dunas e
restingas litordneas e as matas paludicolas do interior, como aqueles que
esporadicamente podem sujeitar as sementes a periodos de anoxia, como as
planicies aluviais. Nestas, entretanto, aparentemente néo é tao frequente como /.
affinis METZGER ef al., 1997) o que sugere que, em termos de competitividade,
perde para esta espécie neste ambiente.

A impossibilidade das sementes, que germinaram na jarra anaerobica, de
continuarem o seu desenvolvimento apds o retorno a uma atmosfera rica em
oxigénio pode ser explicada de duas formas.

A primeira seria a possivel morte das células do embrido em funcéo da
destruicdo da membrana celular (JACKSON ef al., 1982) como consequéncia do
alto acumulo de etanol produzido, 600 umoles por grama, uma vez gue nas
condicdes experimentais a possibilidade de ocorrer difusdo de etanol para o meio
era limitada. A difus@o de etanol para o meio parece ser um paréametro importante
para a manutencéo da viabilidade de sementes germinadas sob anoxia. No caso
de arroz, por exemplo, cerca de 98% do etanol produzido pela germinag&o em
condicbes anoxicas e difundido para o meio (BERTANI et al., 1980).

A segunda possibilidade seria a injuria pds-anoxia provocada pela rapida
conversdo de etanol em acetaldeido, que é muito mais téxico e prejudicial a
membrana plasmatica do que o proprio etanol (ALBRECHT & WIENDEROTH,
1994; PFISTER-SIEBER & BRANDLE, 1994; CRAWFORD & BRANDLE, 1996).
Esta conversdo & o resultado de um complexo de reacgbes que, mediadas por
enzimas como a superoxido dismutase, levam a geragdo de oxigénio livre e,
posteriormente, de perdxido de hidrogénio. Sob acdo da catalase o etanol
acumulado sob anoxia € oxidado pelo peroxido de hidrogénio gerando
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rapidamente grandes quatidades de acetaldeido (CRAWFORD & BRANDLE,
1996).

Se aceitarmos a hipdtese de que sementes de /. fagifolia sofrem danos
pés-anoxia devido a rapida conversdo de etanol em acetaldeido, entdo surge a
pergunta do porque sementes de /. affinis ndo sofrem este mesmo danoc. A
resposta poderia estar no fato das sementes de /. affinis n&o germinarem,
portanto o eixo embriondric n&o seria exposto diretamente as altas
concentracdes de oxigénio no momento que as sementes so retiradas da jarra.
A protec@o através dos cotilédones poderia fazer com que a exposicéo do eixo
embrionario ao oxigénio seja lenta, o que evitaria um aumento rapido e
fulminante da concentracdo de acetaldeido.

Cabe ressaltar que em condicdes naturais as sementes recém germinadas
de [ fagifolia também ndo seriam subitamente expostas a normoxia, muito
provavelmente haveria uma transicéo lenta e gradual de um ambiente anoxico
para um ambiente com niveis de oxigénio cada vez mais proximos da
normalidade.

A ocorréncia desta espécie nas matas mesdfilas semideciduas e na
floresta ombréfila densa sugere que a poliploidia Ihe confere a capacidade de
competir com outras espécies mesmo em ambientes nos quais as adaptacdes a
baixa disponibilidade de oxigénio ndo representam, obrigatoriamente, vantagens.

No ambiente tipico de I luschnathiana, as matas paludicolas, a saturacao
hidrica decorre da subida do lencol freatico e os frutos e sementes s&o,
frequentemente, expostos & baixa disponibilidade de oxigénio, mas raramente a
anoxia. Ao contréario do que acontece nas margens de rio, ambiente tipico de /.
affinis, nas matas de brejo dificilmente as sementes seriam carregadas e
soterradas por sedimentos, criando um ambiente onde a disponibilidade de
oxigénio € baixissima ou nula.

Portanto ndo deixa de ser surpreendente que as praticamente 100% das
sementes tolerem 10 dias e cerca de 40% delas tolerem até 20 dias nas jarras
anaerobicas.

Ao contrario de [. fagifolia que ocupa um amplo espectro de ambientes ao
longo do gradiente de saturagdo hidrica, a ocorréncia de [ luschnathiana

restringe-se as matas paludicolas. Entretanto, dentre os diferentes ambientes
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determinados pela saturag&o hidrica do solo este € o que sofre a maior amplitude
de variagdo em relacdo a agua no solo. Apesar de passar a maior parte do ano
com o solo saturado onde a agua chega mesmo a aflorar as matas paludicolas
podem secar por completo nas longas estiagens. Nestes episodios a vegetagéo &
exposta a um periodo de forte restrigcéo hidrica que, ao longo do tempo evolutivo,
deve ter exercido uma forte pressédo de selego. O fato de ser um polipldide pode
ter sido decisivo para /. luschnathiana se tornar uma espécie importante na
estrutura destas comunidades de mata paludicolas.

Outro aspecto que precisa ser ressaltado é o fato das matas paludicolas
se localizarem sempre em baixadas no jungdo de vertentes de drenagem, locais
expostos a baixas temperaturas @ geadas no decorrer do inverno. Além disso,
frequentemente, os individuos de /. fuschnathiana estdo sujeitos a saturagéo
hidrica no inverno, quando as condigdes s&o menos favordveis para a
manutencéo de uma alta taxa fotossintética. A limitagdo na fotossintese pode
significar uma menor disponibilidade de carboidratos para atender a demanda
metabolica do sistema radicular que, nestas condicdes, deve ser pelo menos
parcialmente anaerdbico e altamente dependente de uma alta disponibilidade de
substrato (LOBO & JOLY, 1998).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos reforgcam a hipotese de que ao longo do processo
evolutivo a selecdo teria atuado sobre um conjunto de caracteristicas, de tal
forma que hoje encontramos espécies com estratégias afinadas com a
multiplicidade de estresses, incluindo a competicdo, que caracteriza cada
ambiente.

Consequentemente, apesar de podermos afirmar que uma dada espécie €
mais tolerante a baixa disponibilidade de oxigénio ou a altas concentragbes de
etanol do que uma outra, a analise de fatores isolados n&o permite inferirmos em
que tipo de ambiente ela terda mais sucesso. E necessario que se analise o
conjunto de respostas de cada espécie para compreender a raz&o do maior
sucesso de uma em relacdo a outra num dado ambiente.

As quatro espécies apresentaram estratégias tao diversificadas quanto a
diversidade de ambientes que ocupam e, indiscutivelmente, ha uma alta
correlagdo entre as pressbes que conseguimos identificar em cada ambiente e a
estratégia observada na espécie de /nga que tem maior sucesso naquelas
condicdes.

O sucesso na germinacdo, apesar de ser fundamental, € apenas uma
etapa na vida da planta. O estabelecimento das plantas jovens vai depender de
um outro conjunto de caracteristicas de toleréncia & saturacéo hidrica do solo
bem como de estratégias de aquisicdo de recursos como agua, nutrientes e
energia que Ihes confira uma vantagem competitiva. O estudo desta préxima fase
representa um enorme desafio, pois obrigatoriamente devera abordar varios
aspectos que véo desde o estudo de populagbes até a caracterizagdo da
capacidade fotossintética das plantas jovens em diversas situagdes de saturacdo
hidrica do solo e luminosidade.

Os resultados obtidos com a contagem cromossdmica reforcam a hipotese
de que espécies polipléides tém a capacidade de ocupar uma maior gama de
ambientes efou ambientes altamente heterogéneos ao longo do tempo, com uma
alternéncia de estresses. Este estudo precisa, sem duvida, ser ampliado
incluindo ndo s6 outras espécies como também populagdes distintas de uma
mesma especie.
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PERSPECTIVAS

Para cada uma das espécies os resultados quanto ao potencial
germinativo, quanto as respostas dos mecanismos adaptativos e quanto ao grau
de toleré@ncia as baixas concentracdes de oxigénio, foram diferentes, mesmo
sendo estas espécies, filogeneticamente, tdo proximas.

Neste trabalho, muitas questdes foram levantadas e as conclusdes s&o, as
vezes, meramente especulativas. Contudo, os resultados abrem novas
perspectivas de trabalho e para responder as questdes abaixo apresentadas €
imprescindivel um estudo integrando diversas areas do conhecimento.

A capacidade de sementes de Inga affinis manterem a viabilidade apds
longos periodos de anoxia se deve ao fato de terem o amido como reserva
principal ? O amido esta sendo utilizado para manter a viabilidade nestas
condicbes 7 Entdo nesta espécie a enzima a-amilase € funcional na total
auséncia de oxigénio ?

Porque Inga fagifolia consegue germinar na total auséncia de oxigénio e
as demais espécies ndo possuem esta capacidade? A sua reserva estaria sendo
utilizada com maior eficiéncia (permitindo uma alta produgéo de energia para a
germinagdo, como sugere a alta concentragdo de etanol), a quantidade de
reserva € maior ou a c-amilase nesta espécie possue maior atividade? Porgue ao
retornar a uma atmosfera normal, as sementes recem germinadas néao
conseguem se desenvolver e morrem? A morte decorre da alta concentragé&o de
etanol produzida ou do dano peroxidativo (estresse causado pelo oxigénio)
devido ao retorno subito @ uma atmosfera oxigenada ? A capacidade de germinar
em anoxia estaria relacionada com a poliploidia®?

Em relacdo as duas espécies acima, a guantidade de etanocl produzida
durante a germinacdo anodxica de Inga luschnathiana foi, significativamente,
menor. A rapida perda da viabilidade é uma consequéncia da baixa quatidade de
energia gerada pela via fermentativa; de uma baixa toleréncia ao etanol; de uma
menor quantidade de reserva nos cotilédones ou da incapacidade de ativagdo da
enzima a-amilase na auséncia de oxigénio ? Estaria a poliploidia relacionada

com a capacidade desta espécie ocorrer em um ambiente, mata palidicola, que,
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aparentemente, é o que sofre com maior rigor a falta de oxigénio ?

A capacidade, apesar de baixa, de germinarem submersas apresentada
pelas sementes de /nga sessilis indica que esta espécie esta desenvolvendo
mecanismos que possibilitardo a ocupacdo de zonas alagaveis ou estamos
observando os resquicios de mecanismos desenvolvidos por uma espécie que
hoje ocupa areas secas e bem drenadas mas gue é originaria de ambientes
sujeitos & saturagdo hidrica do solo ?

Para as quatro espécies as sementes ulilizadas eram provenientes de uma
unica populacéo. As respostas obtidas seriam especificas daquela populagao ou
sdo caracteristicas da espécies. Existem variagbes entre populagbes de uma
mesma espécie ? Estas variacbes estariam correlacionadas com o ambiente
onde cada populacéo ocorre ? Estas espécies possuem uma ampla plasticidade
fenotipica ou o processo de especiagdo j& evoluiu ao ponto de existerem
ecétipes?

As populacbes de Inga fagifolia e Inga luschnathiana estudadas s&o
citotipos ou todas as populagdes destas espécies s&o tetraploides ?

Para responder estas questdes seria necessario estudar outras
populacoes do ponto de vista ecofisiolégico e citogeneético, ampliando o escopo
do enfoque para incluir questdes como a natureza, a quantidade e o padrao de
alocacdo das reservas; as respostas metabdlicas no periodo post-anoxia; os
mecanismos adaptativos desenvolvidos pelas plantulas para viabilizar seu
estabelecimento nestes ambientes sazonal ou permanentemente encharcados.

Um estudo envolvendo mais de uma populacdo de uma espécie deveria
tentar elucidar também a questio da plasticidade fenotipica versus diferenciacao
ecotipica, relacionando as caracteristicas de cada populag&o com seu ambiente
especifico. Evidentemente, torna-se imprescindivel também um conhecimento
mais detaihado sobre o ambiente ocupado por cada populagdo, acompanhando,
por exemplo, o regime de saturagdo hidrica do local. Estas informacoes
permitiriam avaliar o grau de pressdo que a baixa disponibilidade de oxigénio no
substrato exerce sobre a germinagdo e sobre o estabelecimento das plantulas.
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